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1. ORGANIZACIÓN CIRCADIANA EN MAMÍFEROS. PAPEL DE LA 
MELATONINA 

1.1. Introducción a los ritmos biológicos 

La rotación de la Tierra sobre sí misma y alrededor del sol expone a los 
diferentes organismos a variaciones diarias y anuales en diversos parámetros de 
su entorno ambiental, en particular la temperatura, la luminosidad y la humedad. 
Estas variaciones ambientales tienen una enorme importancia para la 
supervivencia de los organismos, por lo que estos deberán adaptar tanto sus 
funciones fisiológicas como su comportamiento a dichas variaciones. De esta 
forma, para que esta adaptación pueda llevarse se requiere la existencia de 
sistemas que les permitan: i) reconocer las variaciones del ambiente, ii) 
traducirlas en mensajes (nerviosos, hormonales) legibles por el organismo, y iii) 
inducir las respuestas fisiológicas y comportamentales que posibiliten la 
adaptación a tales variaciones.  

La Vida en la Tierra ha desarrollado una amplia variedad de sistemas de 
organización temporal que continuamente ajustan la fisiología del organismo de 
forma eficiente con las variaciones ambientales rítmicas. Estos sistemas implican 
la presencia de un/os oscilador(es) endógeno(s) y de estructuras que 
permiten la sincronización de estos osciladores con las variaciones del 
ambiente y la transmisión de la información temporal a la totalidad del 
individuo. Las variaciones rítmicas de las funciones biológicas así estructuradas 
no pueden ser consideradas como fenómenos casuales ni meros seguimientos 
pasivos, sino que constituyen auténticos ritmos biológicos. Una característica 
definitoria de los mismos es su persistencia en condiciones ambientales 

constantes, lo que indica la presencia de un oscilador o reloj endógeno interno 

que controla la periodicidad del ritmo. Por ello reciben la denominación de 
ritmos endógenos (Halberg, 1960; Pittendrigh, 1960, 1972; Cardinali et al., 
1994; Saper et al., 2005). 

Existen esencialmente dos tipos de ritmos endógenos: los ritmos circadianos 
(periodo de alrededor de 24 horas) y los ritmos estacionales (periodo de 
alrededor de un año). Una menor consideración, aunque no por ello una menor 
importancia biológica, suelen tener los ritmos ultradianos (período inferior a las 
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20 horas) y los ritmos infradianos (período superior a las 28 horas). Entre estos 
últimos se incluyen los propios ritmos estacionales o anuales (Halbert y 
Reinberg, 1967). 

1.2. El sistema circadiano: mecanismos básicos 

Los ritmos circadianos están determinados genéticamente y soportados por 
estructuras que constan de: 1) una o varias entradas que aportan las 
informaciones sincronizadoras, 2) un generador de oscilaciones endógenas, y 3) 
varias vías de salida que permiten al oscilador regular diferentes ritmos 
bioquímicos, fisiológicos y comportamentales; algunos de esos efectores podrían 
ejercer un efecto de retrocontrol sobre el oscilador (Block y Page, 1978; Hall, 
1990; Rensing y Hardeland, 1990; Takahashi et al., 1993; Hastings, 1997).  

En relación al mecanismo oscilador interno, también denominado como 

marcapasos o reloj biológico, éste se encarga de generar las variaciones 
circadianas. De manera breve se puede señalar que la sincronización del ritmo 
circadiano se produce de la siguiente forma: en cada fase del ciclo luz/oscuridad 
(LO), el reloj endógeno es sensible de manera diferente a la luz, avanzando o 
retrasando su ritmo, de forma que el período del reloj (τ) se corresponda con el 
periodo del ciclo de luz (T). Un ciclo luz/oscuridad, por tanto, controla no sólo el 
ritmo del reloj sino también la fase, de forma que las actividades del individuo 
sucedan en el momento apropiado del día (Saper et al., 2005).  

En los vertebrados, la presencia de osciladores circadianos se ha demostrado en 
al menos tres estructuras: la retina, el núcleo supraquiasmático del hipotálamo 
(NSQ) y el órgano pineal (Turek, 1994; Hastings, 1997; Falcón, 1999). En los 
mamíferos hay claras evidencias que el NSQ contiene el oscilador circadiano 
que controla la mayoría de los ritmos del organismo (Moore y Klein, 1974; Turek, 
1994; Vansteensel et al., 2008).  

El NSQ constituye una pequeña estructura pareada que contiene 
aproximadamente 10.000 neuronas y se sitúa justo por encima del quiasma 
óptico y a los lados del tercer ventrículo. (Moore et al., 2002). Las neuronas del 
NSQ son fundamentalmente GABA-érgicas, aunque también hay un alto 
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contenido de neuropéptidos. De hecho, la presencia de neuropéptidos ha 
permitido establecer una división del NSQ en dos regiones: la ventrolateral con 
neuronas magnocelulares inmunorreactivas al péptido intestinal vasoactivo (VIP), 
al péptido liberador de gastrina (GRP) y al péptido histidina isoleucina (HIP), y la 
dorsomedial constituida por neuronas parvocelulares con fuerte 
inmunoreactividad a la vasopresina (VP) y somatostatina (SS). Otros 
neuropéptidos (como la angiotensina II, la colecistoquinina, las neurotensina, las 
encefalinas o la angiotensina II) están presentes sin una distribución específica 
(Reuss, 1996; Moore et al., 2002). 

 

1.3. Integración circadiana de la información fótica  

En los mamíferos los ritmos son elaborados, sincronizados y transmitidos por 
estructuras nerviosas integradas en el eje retino-hipotálamico-pineal, el cual en 
última instancia controla la secreción rítmica de melatonina (Simonneaux y 
Ribelayga, 2003). El principal factor ambiental (zeitgeber) que permite ajustar y 
sincronizar los ritmos circadianos es el ciclo diario de luz/oscuridad, aunque se 
han propuesto que otros factores ambientales, tales como la temperatura, la 
alimentación, las interacciones sociales, etc., también son susceptibles de 
participar en el ajuste de estos ritmos (Pévet et al., 1996).  

Fig. 1. Localización 
anatómica del NSQ en 
el cerebro de la rata 
(Tomado de Pellegrino 
et al., 1979). 
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Los efectos moduladores de la luz sobre la actividad autónoma del NSQ se 
producen a través de dos vías nerviosas: 

� el tracto retinohipotalámico: es la principal vía de entrada de 
información fótica y su integridad es necesaria para el ajuste de los ritmos 
circadianos. Esta constituido por una proyección directa (vía el nervio 
óptico) desde las células ganglionales de la retina (clase II o W) a la zona 
ventrolateral del NSQ del hipotálamo (Pickard, 1985). Esta vía se 
describió hace más de 30 años (Moore y Lenn, 1972), y hoy en día se 
sabe que los principales neurotransmisores implicados son el glutamato 
(Ding et al., 1997) y el péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria 
(PACAP) (Hannibal et al., 1997).  

� tracto geniculohipotalámico: proyección retinal indirecta que accede al 
NSQ a través de células de la hoja intergenicular del núcleo geniculado 
lateral (Hickey y Spear, 1976; Pickard, 1985). Se ha demostardo que 
todas las neuronas finales de esta vía liberan GABA y un gran porcentaje 
de ellas neuropéptido Y (Moore y Card, 1994).  

Además de estas dos vías fóticas principales, se conocen proyecciones 
desde diversas áreas cerebrales (septum, áreas hipotalámicas, hipocampo, 
etc.) al NSQ, las cuales portan información fundamentalmente no fótica. De 
ellas destaca la proyección serotoninérgica desde los núcleos mesencefálicos 
del rafe mediano y dorsal (Reuss, 1996). Esta vía rafe-NSQ, responsable de 
las elevadas concentraciones de serotonina en el NSQ, no es esencial para la 
ritmicidad circadiana, pero podría tener un papel modulador de la actividad del 
marcapasos (Morin, 1999).  

Estudios recientes sugieren que la información del reloj principal podría 
dirigirse a un número limitado de áreas neuronales diana que estarían en 
relación con una gran diversidad de mecanismos neuroendocrinos y con el 
sistema nervioso autónomo (Kalsbeek y Buijs, 2002; Kalsbeek et al., 2004). 
La principal proyección eferente del NSQ termina en el núcleo paraventricular 
del hipotálamo, aunque también hay conexiones con el hipotálamo 
dorsoventral, el área preóptica, el núcleo paraventricular del tálamo y el 
núcleo geniculado lateral. El principal neurotransmisor implicado en estas 
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proyecciones es el GABA, pero también son frecuentes péptidos tales como 
la vasopresina, la angiotensina, el VIP y el GRP (Moore et al., 2002).  

 

 

Fig. 2. Sistema fotoneuroendocrino de la rata. Células ganglionales de la retina (RET) 
inervan el núcleo supraquiasmático hipotalámico (SCN) vía tracto retinohipotalámico 
(RHT). El SCN proyecta al núcleo paraventricular (PVN) que da lugar a dos vías 
pinealopitales: a) la inervación central (línea discontinua) llega a la glándula pineal 
directamente por esta vía; fibras desde el núcleo habenular (HAB) se unen a esta 
proyección, b) el PVN forma una conexión monosináptica a la columna intermedial (IMC) 
en la médula espinal, las cuales llegan a fibras nerviosas preganglionales simpáticas que 
proyectan al ganglio superior cervical (SCG). Éste es el origen de las fibras nerviosas 
postganglionales que inervan a la glándula pineal (PIN) y liberan el neurotransmisor 
noradrenalina (NA) de una manera circadiana (Modificado de Korf et al., 1998). 

1.4. Sistema circadiano y melatonina 

Entre las actividades efectoras del reloj circadiano destaca, sin duda, la 
regulación de la actividad endocrina de la glándula pineal. Esta regulación 
provoca la existencia de un claro ritmo circadiano en la síntesis y secreción de 
la principal hormona pineal, la melatonina, con elevados niveles de 
melatonina circulante durante la noche y bajos, casi nulos, durante el día 
(Wurtman et al., 1963; Quay, 1964; Binkley, 1983). De esta forma, la melatonina 
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puede ser considerada como un mediador circadiano utilizado por el NSQ para 
transmitir y/o imponer una ritmicidad diaria a las estructuras sensibles a la 
melatonina (Reiter, 1993; Arendt, 1998a). 

La regulación de la síntesis circadiana de melatonina se lleva a cabo mediante 
una vía neuronal que proyecta desde el NSQ al núcleo paraventricular (NPV) y a 
la parte dorsomedial del hipotálamo y desde allí a las células de la columna 
intermediolateral (segmentos T1-T3) de la médula espinal. Los axones de estas 
neuronas alcanzan el GCS, del cual se origina una densa inervación 
postganglionar simpática que llega a la glándula pineal (Kappers, 1960; Korf et 
al., 1990). Parece claro que el NPV es una estación de relevo fundamental entre 
el NSQ y la pineal. En este sentido, se sabe que las neuronas del NPV 
responden a la estimulación eléctrica del NSQ (Hermés et al., 1994) y que la 
infusión de VIP y VP en el NPV estimula la secreción de melatonina (Kalsbeek et 
al., 1996). También las proyecciones GABA-érgicas desde el NSQ al NPV/DMH 
parecen jugar un importante papel en el control de la síntesis de melatonina. Así, 
la infusión de agonistas de GABA durante las primeras horas de la oscuridad 
impide el aumento nocturno de melatonina, un efecto similar al que produce la 
exposición a la luz (Kalsbeek et al., 1996). También se ha demostrado que el 
efecto inhibitorio de la luz sobre la síntesis nocturna de melatonina es 
contrarrestado por la infusión de antagonistas de GABA a nivel del NPV 
(Kalsbeek et al., 1999; 2000), lo que corrobora el importante papel de este 
neurotransmisor en la parte final de la vía de control de la actividad pineal por la 
luz (Korf y von Gall, 2006). 

Existen claras evidencias de que la NA es el principal neurotransmisor liberado 
por las neuronas postganglionares simpáticas que inervan la glándula pineal en 
mamíferos (Brownstein y Axelrod, 1974; Klein et al., 1996). Durante la noche, se 
produce un fuerte incremento en la actividad de las neuronas postganglionares 
que se sigue de un aumento en la síntesis (Brownstein y Axelrod, 1974; Craft et 
al., 1984) y liberación de la NA en las inmediaciones de los pinealocitos 
(Drijfthout et al., 1996a), lo que resulta en un aumento drástico de la producción 
de melatonina. Este aspecto será tratado más en detalle en el siguiente 
apartado. 
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Fig. 3. Principales proyecciones eferentes desde el núcleo supraquiasmático (NSQ) 
relacionadas con la producción de melatonina en la glándula pineal. En muchos casos la 
composición neuroquímica no es del todo conocida. DMH: hipotálamo dorsomedial; 
GCS: ganglio cervical superior; IML: columna intermedional de la espina dorsal; NGL: 
núcleo geniculado lateral; NPV: núcleo paraventricular del tálamo; TRH: tracto retino-
hipotalámico; Ach: acetilcolina; GABA: ácido γ-aminobutírico; Glu: glutamato; NA: 
noradrenalina; OT: oxitocina; PACAP: polipéptido activador de la adenilato ciclasa; NPY: 
neuropéptido Y; SN: secretoneurina; ;SP: sustancia P; VIP: péptido vasoconstrictor 
intestinal; VP: vasopresina; (Modificado de Simonneaux y Ribelayga, 2003). 
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2. FISIOLOGÍA DE LA GLÁNDULA PINEAL Y LA MELATONINA  

2.1. Estructura de la glándula pineal de mamíferos 

La glándula pineal de los mamíferos es una estructura parenquimatosa sólida 
rodeada por una cápsula de tejido conectivo y por la piamadre. En muchos 
mamíferos, incluido el hombre, se sitúa bajo el esplecnium del cuerpo calloso. 
Los roedores son una excepción y tienen la glándula pineal más superficial y 
embebida en la duramadre a nivel de la confluencia de los senos venosos. La 
glándula pineal se conecta con el cerebro mediante un tallo unido dorsalmente a 
la comisura habenular y ventralmente a la comisura posterior. La cavidad entre el 
techo ventral y el dorsal del tallo es el receso pineal del tercer ventrículo (Korf et 
al., 1998). 

A nivel celular, la glándula pineal de los mamíferos es un órgano sencillo 
formado fundamentalmente por dos tipos de células: i) Los pinealocitos, células 
predominantes que producen las sustancias típicas de la glándula. Los 
pinealocitos pueden formar cordones, paquetes y ocasionalmente folículos. ii) 

Las células de la glía, fundamentalmente astrocitos. Además, el parénquima 
pineal es atravesado por una red de fibras nerviosas de distintos orígenes y por 
abundante tejido conjuntivo (Pévet, 1983). 

Los pinealocitos en sentido estricto son el principal componente celular de la 
glándula pineal de mamíferos. Aparecen como células mono-, bi-, y multipolares 
(Korf et al., 1998) y han perdido la sensibilidad directa a la luz. Respecto a ello, 
hay estudios concretos que demuestran que la glándula pineal de mamíferos no 
contiene 11-cis retinal, el grupo prostético esencial para un funcionamiento 
fotopigmentario (Foster et al., 1989; Kramm et al., 1993). Sin embargo, estudios 
moleculares han revelado sorprendentes similitudes entre la cascada de 
fototransducción basada en la rodopsina y el sistema de señales transmembrana 
que media el estímulo β-adrenérgico que permite regular la actividad endocrina 
de la glándula pineal de mamíferos. Por otra parte, los diferentes tipos de 
pinealocitos expresan a la vez una serie de marcadores típicos de neuronas y de 
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células endocrinas. Por consiguiente, los pinealocitos pueden ser considerados 
como neuronas especializadas (Korf et al., 1998).  

2.2. Inervación de la glándula pineal 

En los mamíferos, la actividad de la glándula pineal es controlada de manera 
primordial por mecanismos nerviosos, aunque también influyen diversos factores 
hormonales así como ciertos productos derivados de la actividad de la propia 
glándula pineal (ver apartado 2.3). 

La inervación simpática (noradrenérgica) es el principal mecanismo nervioso 
de regulación de la función de la glándula pineal de mamíferos, en particular de 
la síntesis de melatonina. La noradrenalina (NA) es el neurotransmisor liberado 
desde las fibras simpáticas postganglionares durante la noche y su efecto 
produce una estimulación de la síntesis de melatonina en todas las especies de 
mamíferos estudiadas. 

La inervación simpática pineal fue descrita por primera vez por Cajal (1904) en el 
ratón, mientras que Kappers en el año 1960 demostró formalmente su existencia 
en la rata, así como su origen en el GCS. La primera demostración de la 
presencia de NA en la glándula pineal de la rata se debe a Falck-Hillarp et al. 
(1962). En la glándula pineal de la rata (Zhang et al., 1991) y el carnero (Cozzi et 
al., 1992) la mayor parte de las fibras son inmunorreactivas a tirosina-hidroxilasa 
(TH, enzima limitante de la síntesis de NA) y desaparecen tras la extirpación del 
GCS, confirmando su origen ganglionar, mientras que una pequeña proporción 
parece ser de origen central. Las terminaciones noradrenégicas pineales 
también podrían contener otros neurotransmisores como dopamina (DA), 
serotonina (5-HT), VIP y NPY (ver apartado 3). 

Las fibras noradrenérgicas penetran por la parte distal de la glándula (nervios 
coronarios) y discurren paralelamente a los vasos sanguíneos. Algunas penetran 
en el parénquima pineal, localizándose entre los pinealocitos (Owman, 1965). 
Las fibras simpáticas no suelen formar verdaderas sinapsis con los pinealocitos, 
aunque podría existir algún tipo de relación sináptica. De hecho, estudios 
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inmunocitoquímicos han revelado que los pinealocitos de mamíferos extienden 
procesos dentro del espacio perivascular formando engrosamientos terminales 
próximos espacialmente a las fibras nerviosas simpáticas (Redecker, 1993). Los 
contactos no parecen establecerse célula a célula, pero podrían jugar un papel 
importante en el acoplamiento que tiene lugar entre pinealocitos por medio de 
uniones tipo gap.  

En algunos roedores, las fibras simpáticas se extienden hacia la parte más 
profunda de la glándula pineal y alcanzan el núcleo habenular mediano 
(Björklund et al., 1972), lo que sugiere que este núcleo representa un área de 
transición que contiene pinealocitos y neuronas convencionales, y que conecta a 
la glándula pineal con el techo diencefálico (Korf et al., 1990). 

La presencia de inervación parasimpática en la glándula pineal de mamíferos 
se conoce desde hace algún tiempo. Se han descrito aferencias nerviosas 
colinérgicas en la glándula pineal de la rata (Eranko et al., 1970), el hurón (David 
y Herbert, 1973), el conejo (Romijn, 1975), la vaca (Phansuwan-Pujito et al., 
1991) y el mono (David y Kumar, 1978). La existencia de receptores colinérgicos 
y la puesta en evidencia de respuestas fisiológicas siguiendo su activación 
(Schenda y Vollrath, 1998a; Wagner et al., 2000) confirman un papel relevante 
de la acetilcolina en la regulación de las funciones de la glándula pineal en 
mamíferos.  

La existencia de una inervación central de la glándula pineal ha sido puesta de 
manifiesto en mamíferos usando técnicas neuroanatómicas y electrofisiológicas 
(Semm y Demaine, 1983; Reuss et al., 1985). En algunos casos, la persistencia 
de estas fibras tras ablación del GCS fue, sin duda, un dato que contribuyó a 
reafirmar su origen central (Korf et al., 1998). El origen de estas fibras parece ser 
diverso, incluyendo el núcleo habenular medio y lateral, el núcleo hipotalámico 
paraventricular, la lámina intergeniculada lateral (Mikkelsen y Moller, 1990; 
Mikkelsen et al., 1991), el área pretectal y el núcleo de la comisura posterior. Los 
neurotransmisores implicados en estas fibras centrales no son del todo bien 
conocidos, pero se han propuesto diversos neuropéptidos (OT, VIP, VP, NPY) 
así como 5-HT y catecolaminas (Matsuura y Sano, 1983; Zhang et al., 1991).  
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En todo caso, en los mamíferos la inervación central de la glándula pineal es 
escasa y de mucha menor relevancia funcional que la inervación simpática. En 
los roedores puede comprender unas 100 fibras nerviosas, mientras que en los 
no roedores (oveja, gato, perro, vaca, mono, humanos, etc.), hay evidencias de 
una inervación pinealopetal más prominente (Moller y Baeres, 2002).  

2.3. Papel fisiológico de la glándula pineal de mamíferos 

2.3.1. Sustancias activas de la glándula pineal  

La glándula pineal sintetiza diferentes indolaminas entre las cuales destaca la 
serotonina (5-HT), cuya concentración en la glándula es la mayor encontrada en 
una estructura cerebral (Saavedra et al., 1973). La 5-HT sirve como precursor 
para diversas rutas metabólicas (Klein et al., 1981; Binkley, 1983). Además, 
también se sintetizan varios derivados 5-metoxindólicos que pueden 
desempeñar un papel fisiológico, especialmente en la regulación del desarrollo 
sexual y la reproducción (Reiter, 1980; Pevet et al., 1981). De entre ellos, la 
melatonina es el mas activo fisiológicamente y el que más interés científico ha 
despertado.  

Se ha descrito también la presencia de diferentes péptidos en la glándula pineal 
de mamíferos, aunque su origen y función no están claramente establecidos 
(Ebadi et al., 1989). Pévet (1983) establece tres grandes clases en función de su 
origen: los péptidos originados en fibras nerviosas (neuropéptidos), los que 
proceden de la circulación general y los sintetizados en la propia glándula pineal. 
Los primeros y segundos podrían jugar un papel en la regulación metabólica de 
la glándula pineal, mientras que los terceros estarían relacionados con acciones 
autocrinas y paracrinas. 

2.3.2. Significado fisiológico de la melatonina 

La glándula pineal presenta la misma función en todas las especies estudiadas 
hasta la fecha. Esencialmente transporta información que concierne a los ciclos 
día/noche para la organización de los ritmos circadianos y estacionales de las 
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funciones fisiológicas. El patrón diario de secreción constituye la base del 
mensaje de la melatonina. 

La relación de la glándula pineal con el sistema circadiano parece ser 
jerárquicamente más importante en invertebrados inferiores que en mamíferos. 
En estos últimos, el ritmo diario de la síntesis de melatonina en la glándula pineal 
tiene localizada la acrofase siempre durante la noche (Underwood y Goldman, 
1987; Korf et al., 1998). El mensaje endocrino de la melatonina transmite por 
tanto la información sobre las variaciones diarias del ambiente luminoso, de 
forma que el alargamiento o acortamiento de la duración de la noche se 
caracteriza por un alargamiento o acortamiento de la duración del pico nocturno 
de melatonina. Así, la duracion del pico nocturno de melatonina es corta en 
verano (noches cortas) y largo en invierno (noches largas) (Underwood y 
Goldman, 1987; Reiter, 1991).  

La importancia de la duración del pico nocturno se ha puesto en evidencia en 
experimentos de inyecciones repetidas o de perfusión de melatonina en 
animales pinealectomizados, los cuales reproducen el efecto del fotoperiodo 
sobre la actividad gonadal (Carter y Goldman, 1983). Se ha especulado con la 
posibilidad de que sea la cantidad total de melatonina producida durante la 
noche (hipótesis de la duración) la que transmita la información fotoperiódica, 
mientras que otros autores hipotetizan que es la presencia o ausencia de 
melatonina en un momento específico de sensibilidad, la que desencadena una 
respuesta fisiológica (hipótesis de la coincidencia). Ese ritmo diario de 
sensibilidad de la melatonina podría depender directamente de la actividad del 
NSQ (Pévet et al., 1996), o bien indirectamente de una acción de la propia 
melatonina sobre el NSQ (Pitrosky et al., 1995). 

La amplitud del pico nocturno de melatonina también podría ser un paramétro 
importante en el mensaje melatoninérgico. Se han descrito variaciones anuales 
en la amplitud del pico nocturno de melatonina en diferentes especies de 
roedores, tales como la rata y el hámster (Vivien-Roels et al., 1992; Míguez et 
al., 1995a, 1996a), no roedores como el caballo (Guerin et al., 1995), la cabra 
(Kanematsu et al., 1994) y el cerdo (McConnell y Ellendorf, 1987), así como en el 
humano (Hofman et al., 1995). Algunos de estos estudios han probado también 
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que otros factores diferentes del fotoperiodo, como la temperatura, pueden 
modular tanto la amplitud del pico nocturno de melatonina como el efecto de la 
luz ambiental sobre la actividad pineal (Vivien-Roels et al., 1999). 

2.3.3. Lugares y mecanismos de acción de la melatonina  

El mensaje hormonal liberado por la glándula pineal es distribuido por la 
circulación sistémica a todas las estructuras centrales y periféricas, ejerciendo 
sus acciones celulares mediante dos mecanismos diferentes: i) actuando sobre 
receptores específicos de membrana, y ii) mediante mecanismos intracelulares 
que podrían implicar receptores nucleares. 

• Receptores de la membrana celular  

La caracterización de los sitios de unión de la melatonina a nivel de la membrana 
celular se ha realizado inicialmente empleando radioligandos como la [3H]-
melatonina y la 2-[125]-I-iodomelatonina, que han permitido localizar diferentes 
tejidos como potenciales diana para la hormona. La primera clasificación 
diferenciaba dos tipos de receptores (ML1 y ML2) basándose en la unión de la 2-
[125]-I-iodomelatonina (Dubocovich et al., 1998; Zlotos, 2005), y de sus 
propiedades farmacológicas y cinéticas. Los posteriores estudios de clonaje 
molecular han permitido diferenciar dentro de los receptores ML1 de mamíferos 
dos subtipos de receptores conocidos como Mel 1A y Mel 1B (Reppert et al., 1994; 
Sugden et al., 1997), mientras que ML2 se denominó como Mel 2. Con el fin de 
homogenizar la nomenclatura usada para los receptores de melatonina, la 
International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR) ha aceptado 
denominar a los receptores Mel 1A y Mel 1B como MT1 y MT2, respectivamente, 
siendo ambos miembros de la superfamilia de receptores con siete dominios 
transmembrana acoplados a proteínas G (Dubocovich et al., 2003). Ambos 
receptores están acoplados a la inhibición de la adenilato ciclasa y posiblemente 
a la hidrólisis de fosfatidilinositol a través de la activación de una proteína G 
sensible a toxina pertusis. Asimismo, en la retina y cerebro de especies no 
mamíferas como el pez cebra, Xenopus y en pollo, se ha descrito un tercer 
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subtipo de receptor llamado Mel 1c (Reppert et al., 1995; Park et al., 2007; 
Audinot et al., 2008). 

En mamíferos, el ARNm del receptor MT1 ha sido detectado en la pars tuberalis 
de la hipófisis, el NSQ y otras partes del hipotálamo, cerebelo y cortex cerebral 
(Dubocovich et al., 2003). Mediante estudios farmacológicos se ha caracterizado 
este receptor en las arterias caudales de la rata (Ting et al., 1999). Asimismo, 
está  presente en el cerebro de aves (Reppert et al., 1995) y peces (Gaildrat y 
Falcón, 1999; Mazurais et al., 1999). Entre las funciones que parece mediar este 
receptor destaca la modulación de los ritmos circadianos y estacionales, 
incluyendo la actividad reproductiva (Dubocovich et al., 2005). A nivel del NSQ, 
la activación de los receptores MT1 por la melatonina es la responsable de la 
inhibición aguda de la tasa de descarga neuronal (Dubocovich et al., 2003).  

La activación de los receptores MT2, al igual que los MT1, inhibe de manera 
primordial la adenilato ciclasa y la síntesis de AMPc. El clonaje del receptor MT2 
ha permitido conocer su expresión en la retina de mamíferos, donde podría 
actuar mediando las acciones intraoculares de la melatonina, incluyendo la 
inhibición de la liberación de dopamina (Reppert, 1997; Dubocovich et al., 1998). 
Aunque los estudios farmacológicos habían ligado este subtipo a algunos efectos 
de la melatonina sobre el sistema circadiano, estudios recientes usando ratones 
knockout para el receptor MT2 parecen descartan esa posibilidad, dado que no 
se ven alterados los efectos diarios y estacionales de la melatonina (Weaver et 
al., 1996). Este receptor también parece estar presente en la arteria caudal de la 
rata (Masana et al., 2002). 

Finalmente, el empleo de estudios con radioligandos muy selectivos han permitio 
saber que el receptor inicialmente denominado como ML2 se trata de una 
quinona reductasa, por lo que se ha propuesto que estos sitios de unión no son 
auténticos receptores (Nosjean et al., 2000), siendo su denominación actual la 
de lugares de unión MT3. 
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• Receptores nucleares y otros mecanismos intracelulares  

Se han descrito presumibles lugares nucleares de unión para la melatonina en 
algunos tipos celulares. Se trataría de un receptor huerfáno denominado como 
“receptor retinoide Z” capaz de unir melatonina in vitro y a elevadas 
concentraciones (Becker-André et al., 1994; Wiesenberg et al., 1995). Se han 
caracterizado dos tipos: el RZTα, localizado a nivel periférico, fundamentalmente 
en hígado de rata y linfocitos humanos, y el RZRβ localizado a nivel central y que 
se expresa con una elevada densidad a nivel del hipotálamo, tálamo, retina y 
glándula pineal de la rata, en los linfocitos B humanos, y en el cerebro de rata. 
En la actualidad se está evaluando la posibilidad de que la melatonina sea 
realmente un ligando endógeno para esos receptores. 

La alta liposolubilidad de la melatonina ha llevado a postular una variedad de 
potenciales acciones intracelulares de la hormona no mediadas por receptores 
de membrana (Reiter, 1991), lo que implicaría que la melatonina podría ejercer 
una acción ubicua en todas las células del organismo. Entre los mecanismos 
propuestos incluyen un efecto inhibitorio de la hormona sobre actividades 
proteín-quinasas dependientes de Ca++/calmodulina (Benitez-King et al., 1996). 
Por otro lado, se ha postulado que la melatonina puede ejercer potentes efectos 
protectores celulares actuando de manera estimuladora sobre la actividad de 
enzimas antioxidantes, tales como la glutation peroxidasa, o suprimiendo la 
actividad de enzimas prooxidantes como la oxido nítrico sintetasa y la 5-
lipoxigenasa (Reiter, 1996a; Mathes et al., 2008).  

2.3.4. Efectos fisiológicos de la melatonina 

En los mamíferos, la melatonina ha sido implicada directa o indirectamente en 
numerosas funciones circadianas y estacionales. También se ha involucrado 
esta hormona en la regulación de diferentes ejes hormonales, de la actividad 
nerviosa cerebral y del sistema inmunitario, entre otros. Además, estudios 
recientes han postulado varios usos terapéuticos potenciales de la melatonina. 
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• Control de los ritmos circadianos 

Aunque en un principio el papel de la melatonina en la ritmicidad circadiana fue 
subestimado, hoy en día se acepta que una de las propiedades más importantes 
de esta sustancia es su capacidad para ajustar/sincronizar los ritmos circadianos 
que discurren en libre curso (Pévet et al., 2002). 

Los efectos circadianos de la melatonina implican una acción directa de la 
hormona sobre el NSQ hipotalámico en el que reside el reloj biológico principal. 
De hecho, se ha demostrado que la melatonina es capaz de provocar avances 
(administración al comienzo de la noche subjetiva) y retardos (administración al 
final de la noche subjetiva) de fase en los ritmos circadianos de diversos 
procesos, tales como la descarga eléctridad espontánea del NSQ del hipotálamo 
(McArthur et al., 1991), la actividad metabólica (Cassone et al., 1987) y la 
actividad locomotora (Redman et al., 1983; Slotten et al., 2002). Las propiedades 
cronobióticas de la melatonina también se expresan en otras actividades 
dependientes del reloj circadiano. Así, se ha descrito que la administración de 
melatonina puede regular el ritmo de síntesis de melatonina en la glándula pineal 
(Humlova y Illnerova, 1990; Drijfhout et al., 1996a, Míguez et al., 1996b), 
probablemente mediante un efecto sobre el reloj biológico. Este hecho, por tanto, 
apoya la existencia de un bucle de retroalimentación en el que la síntesis de 
melatonina es controlada por el reloj biológico y, a su vez, la hormona ejerce una 
acción de retrocontrol sobre dicho reloj.  

La existencia de receptores de melatonina en el NSQ apoya la acción 
moduladora de la hormona sobre los ritmos circadianos. La localización precisa 
de dichos receptores no es del todo conocida, pero se han caracterizado células 
inmunorreativas a VP en el NSQ del hámster dorado y siberiano con abundancia 
de receptores de melatonina. Otros datos apoyan una acción de melatonina 
mediada por neuronas VP. Así se ha visto que la melatonina amortigua el ritmo 
circadiano de liberación de VP en el NSQ (Watanabe et al., 1998) e inhibe el 
aumento en AMPc y la liberación de VP inducido por el VIP in vitro (Vanecek y 
Watanabe, 1998). En cuanto al tipo de receptores que pueden mediar estas 
acciones, estos parecen ser del tipo MT1 (Liu et al., 1997). De hecho se ha 
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comprobado que efecto de la melatonina sobre los ritmos circadianos 
desaparece en ratones deficientes en receptores MT1 (Dubocovich et al., 2005).  

En el humano, se ha descrito también que el ritmo de los niveles de melatonina 
circulante puede ser alterado por la administración de melatonina exógena, 
obteniendose avance o retardos de fase según el momento en que se realice la 
administración (Zaidan et al., 1994; Claustrat et al., 1995). Este efecto 
cronobiótico de la melatonina tiene especial importancia por su aplicación 
potencial en problemas de desincronización de ritmos circadianos, como ocurre 
en alteraciones del sueño/vigilia, ceguera, trastornos horarios en vuelos trans-
oceánicos y el trabajo a turnos (Arendt et al., 1998b; Sack et al., 2000). En este 
sentido es especialmente interesante el desarrollo de nuevos agentes con 
actividad agonista de la melatonina que parecen ser útiles en el tratamiento de 
desórdenes rítmicos y afectivos (Millan et al., 2003; Zlotos, 2005; Rajaratnam et 
al., 2009).  

• Control de los ritmos estacionales (reproducción) 

La melatonina es una hormona esencial en el ajuste temporal de funciones 
estacionales, principalmente en la reproducción. Numerosos estudios han 
abordado el papel de la melatonina utilizando modelos de animales con 
reproducción estacional, tales como el hámster y la oveja (Goldman y Darrow, 
1983; Ebels y Balemans, 1986; Arendt, 1998b). En el hámster la exposición 
prolongada a fotoperiodos cortos (< de 12.5 horas de luz al día), induce una 
fuerte regresión gonadal, la cual no ocurre en animales pinealectomizados 
(Reiter, 1973). Además, la administración crónica de melatonina produce 
regresión gonadal y reducción de niveles plasmáticos de hormona luteinizante 
(LH), hormona estímuladora del folículo (FSH), testosterona y prolactina 
(Tamarkin et al., 1976). Estudios más recientes demostraron que la acción 
antigonadotrópica de la melatonina en el hámster dorado es mediada por una 
inhibición de la secrecion hipotalámica de la hormona liberadora de la hormona 
luteinizante (LHRH) (Maywood y Hastings, 1995; Vanecek, 1998). También se 
han descrito variaciones fotoperiódicas de los receptores de melatonina de la 
pars tuberalis hipofisaria en roedores con reproducción estacional (Masson-



Introducción 

38 

 

Pevet y Gauer, 1994; Recio et al., 1996a, 1996b), los cuales parecen ser 
especialmente sensibles a los niveles circulantes de la hormona.  

Sin embargo, las acciones reproductivas de la melatonina no son exclusivamente 
antigonadotrópicas. Así, en la oveja (un modelo animal de reproducción en “días 
cortos”) la administración de melatonina en días largos estimula la actividad 
reproductiva, en lo que se conoce como efecto progonadotrópico. Dicho efecto 
también se ha asociado a variaciones en los niveles de LHRH a nivel de la 
eminencia media y en los receptores de melatonina del área premamilar 
hipotalámica. Los efectos de la melatonina podrían ser mediados por vías 
dopaminérgicas que regularían la liberación de LHRH (Malpaux et al., 1998).  

Por tanto, la melatonina no puede ser descrita como una hormona pro- o 
antigonadotrópica, sinó que debe ser considerada como un elemento crucial en 
la transducción de la información fotoperiódica. En este sentido, las acciones 
estacionales de la melatonina no se restringen al sistema reproductor, sinó que 
afectan a otros procesos como, por ejemplo, los cambios de pelaje, variaciones 
del peso corporal, la lactancia, la hibernación, etc. Este amplio espectro de 
acciones de la melatonina ha llevado a postular una estrecha relación entre el 
sistema circadiano y la regulación estacional, de forma que pueda tener lugar 
una evolución anual de la actividad y regulación del reloj circadiano que podría 
influir por vías hormonales y neuronales en un amplio rango de sistemas 
fisiológicos (Miller et al., 2004). A nivel humano poco se conoce sobre los efectos 
que la melatonina y el sistema circadiano pueden tener en la reproducción 
(Boden y Kennaway, 2006). 

• Efectos sobre la actividad endocrina tiroidea y adrenal 

En diversos estudios se ha descrito un efecto inhibitorio de la melatonina sobre 
la producción de hormonas tiroideas en roedores (Petterborg y Rudeen, 1989; 
Baltaci et al., 2003) y se ha propuesto este relación hormonal en el control de los 
cambios estacionales de ingesta y masa corporal (Ebling y Barret, 2008). 

Por otra parte, la melatonina también ejerce un efecto inhibitorio en la secreción 
del cortex adrenal (Torres-Farfán et al., 2003) y se ha descrito una relación 
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inversa de los ritmos circulantes de melatonina y cortisol (Richter et al., 2008). 
Estos mismos autores han descrito la expresión de receptores MT1 de 
melatonina en la glándula adrenal de la rata (Richter et al., 2008). 

• Modulación de la neurotransmisión cerebral 

Dado que las acciones endocrinas de la melatonina parecen desarrollarse a 
través de una modulación de la liberación hormonal hipofisaria, muchos han sido 
los estudios enfocados en investigar los efectos de la melatonina en los sistemas 
de neurotransmisores cerebrales que directa- o indirectamente, están implicados 
en la regulación endocrina hipotálamo-hipofisis. Así, se ha postulado una 
interacción de la melatonina con la liberación hipotalámica de DA en la rata 
(Zisapel y Laudon, 1983) posiblemente interfiriendo con la entrada de Ca++ 
(Zisapel et al., 1982). Por otra parte, tanto la pinealectomía como la 
administración de melatonina resultan en alteraciones de la liberación y 
captación de 5-HT en sinaptosomas del hipotálamo de rata (Míguez et al., 
1995b) y en los niveles de 5-HT y/o su metabolito oxidativo, el ácido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) en varias regiones cerebrales de la rata (Míguez et 
al., 1991, 1994) y del hámster dorado (Míguez et al., 1998a). Los efectos más 
relevantes de la melatonina parecen focalizarse a nivel de ciertos núcleos del 
hipotálamo ventromedial y el área preóptica (Míguez et al., 1996c, 1997a). 
Estudios recientes también han descrito un efecto modulador de la melatonina 
sobre la liberación in vitro de 5-HT en sinaptosomas del hipocampo de la rata 
(Monnet, 2002) y la liberación in vivo de 5-HT y 5-HIAA en dializados del NSQ de 
la rata (Yoshioka et al., 2000).  

• Regulación del sueño y temperatura corporal 

Numerosos trabajos han señalado las propiedades hipnóticas de la melatonina 
reduciendo el tiempo de latencia y afectando a la distribución temporal de las 
fases del sueño (Stone et al., 2000; Arendt, 2006). Este efecto podría derivar de 
un descenso en la temperatura corporal. Por otra parte, es probable que estos 
efectos de la melatonina sean mediados por una acción de ajuste sobre el reloj 
biológico, modificando con ello los ritmos diarios de sueño/vigilia y temperatura 
corporal (Arendt, 2006). 
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• Efectos sobre la retina 

La retina es un tejido productor de melatonina, hecho que tiene lugar de forma 
rítmica y circadiana (Danilenko et al., 2009). Se ha propuesto que la melatonina 
retiniana podría jugar un destacado papel en la modulación del proceso de 
fototransducción (Fujieda et al., 1999). Así se sabe que la melatonina inhibe la 
liberación de dopamina (DA) evocada por la despolarización (Dubocovich., 
1983), hecho que parece condicionar la capacidad de adaptación a la luz 
inducida por la DA. Se han descrito receptores de melatonina localizados en la 
capa nuclear y plexiforme internas donde se sitúan las células amacrinas 
productoras de DA (Audinot et al., 2008). Por otra parte, la melatonina parece 
inhibir la formación de AMPc y la acumulación de glutamato en la retina (Faillace 
et al., 1996a, 1996b).  

• Sistema inmune y cáncer 

Existen numerosas evidencias de que la melatonina ejerce un efecto estimulador 
de la respuesta inmune celular y humoral, que en parte podría estar mediada por 
la liberación de péptidos opiodes e interleukina-2 desde los linfocitos T 
(Maestroni, 1995). La presencia de sitios de unión para 2-[125]-iodomelatonina en 
los linfocitos humanos apoya una acción directa de la melatonina en las células T 
(Carrillo-Vico et al., 2005).  

También se ha postulado una acción de inhibitoria de la melatonina sobre el 
crecimiento tumoral, aunque los resultados no son del todo consistentes 
(Srinivasan et al., 2008). En el cáncer de mama, se ha postulado que el efecto 
antitumoral de la melatonina se debe a una interacción con las vías celulares de 
respuesta a estrógenos (Cos et al., 2006). 

• Acción protectora celular. Envejecimiento 

Diversos estudios han postulado que la melatonina puede desarrollar acciones 
intracelulares neuroprotectoras (Kim et al., 1998; Mayo et al., 1998a). Estas 
propiedades se podrían explicar en parte por los efectos antioxidantes de la 
melatonina que actúa como un poderoso agente quelante de radicales libres, 
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estimula la actividad de enzimas antioxidantes y reduce la de enzimas pro-
oxidantes (Reiter, 1996a). Además la melatonina parecer ser un eficaz protector 
del daño infringido por los radicales libres al ADN nuclear y a proteínas y lípidos 
de la membrana celular. Se ha especulado con que las propiedades 
antioxidantes de la melatonina podrían ser aplicables en situaciones de elevado 
daño celular relacionadas con el incremento en la formación de radicales libres, 
tal como ocurre durante el envejecimiento (Reiter et al., 2007).  

En relación con el envejecimiento también se han descrito alteraciones en la 
producción de melatonina pineal. Así, trabajos de nuestro grupo han permitido 
conocer que tanto en la rata como en el hámster dorado se produce un descenso 
del metabolismo indólico pineal y de la capacidad de la glándula para producir 
melatonina (Míguez et al., 1998b). Dicho efecto podría deberse a la reducción de 
la inervación catecolaminérgica de la glándula, de igual modo que se ha descrito 
en otras áreas cerebrales (Míguez et al., 1999). 

 

3. METABOLISMO DE LAS INDOLAMINAS EN LA GLÁNDULA PINEAL DE 
MAMÍFEROS 

Los mecanismos celulares y moleculares implicados en el metabolismo 
indolaminérgico pineal, particularmente en la síntesis de melatonina, han sido 
ampliamente estudiados en la rata de laboratorio. Aunque ésta no puede ser 
considerada como una especie fotoperiódica, es capaz de percibir los cambios el 
fotoperiodo ambiental e integrar esta información modificando el perfil diario de 
síntesis de melatonina.  

3.1. Síntesis de indoles y metoxindoles pineales  

La melatonina es un derivado indólico sintetizado en diversos tejidos de 
vertebrados, pero también en especie tan dispares como bacterias, protozoos, 
plantas e invertebrados (Harderlan y Poeggeler, 2003). En todas ellas, la síntesis 
de melatonina está directamente relacionada con el metabolismo de la 5-HT.  
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El aminoácido esencial L-triptófano (L-Trp) es el precursor de la síntesis de 5-HT 
y de múltiples derivados metoxindólicos pineales. Este aminoácido es captado 
activamente del torrente sanguíneo al interior de los pinealocitos, donde es 
transformado en 5-hidroxitriptófano (5-HTP) por la acción de la enzima 
mitocondrial L-triptófano hidroxilasa (L-triptófano tetrahidropteridine: oxígeno 
oxidoreductasa; EC 1.14.16.4, TP-OH) (Lovenberg et al., 1967). La posterior 
acción de la L-aminoácido-aromático-descarboxilasa (EC 4.1.1.28, LAAD) da 
lugar a la formación de 5-HT. Esta se almacena en el citoplasma del pinealocito 
y posiblemente en vesículas citoplasmáticas (Moriyama y Yamamoto, 1995a), 
siendo su concentración en la glándula pineal una de las más altas de todos los 
tejidos del organismo (Binkley, 1983; Ebadi, 1984).  

La 5-HT juega un papel central en todo el metabolismo indólico pineal. Esta 
amina es el sustrato inicial de tres vías diferentes:  

� Ortometilación, mediante la hidroxindol-o-metiltransferasa (EC 
2.1.1.4; HIOMT) se genera 5-metoxitriptamina (5-MT). 

� Desaminación, mediante una monoamino oxidasa (EC 1.4.3.4; 
MAO) se genera hidroxindol-acetaldehido, el cual enseguida es 
oxidado por una aldehido deshidrogenasa para formar ácido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA). Una posterior acción de la HIOMT puede 
dar lugar a ácido 5-metoxindolacético (5-MIAA), el cual es susceptible 
de reducción por la alcohol deshidrogenasa formando 5-hidroxitriptofol 
(5-HTOL). Este a su vez puede ser transformado mediante la HIOMT a 
5-metoxitriptofol (5-MTOL). 

� N-acetilación, mediante una N-acetiltransferasa (Acetil CoA: 
arilalquilamina-N-acetiltransferasa (EC 2.3.1.37; AANAT), dando lugar 
a N-acetilserotonina (NAS). Este compuesto es, a su vez, metilado por 
la HIOMT,  formándose melatonina. 

Una característica fundamental de las vías metabólicas de indolaminas y 
metoxindoles es su ritmicidad diaria. Con respecto a la melatonina, se ha 
observado una oscilación diaria en sus niveles desde 100-200 pg/glándula 
durante el día hasta 1-2 ng/glándula durante la noche. Estos cambios están en 
relación con una variación diaria de la actividad de la enzima AANAT que puede 
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incrementarse de 30-70 veces durante la noche (Klein y Weller, 1970; Klein et 
al., 1996). En concordancia con ello se produce una brusca caída en los niveles 
nocturnos de 5-HT y de algunos de los metabolitos relacionados con esta amina, 
tales como el 5-HIAA, la 5-MT, el 5-MTOL y el 5-MIAA (Binkley et al., 1981; 
Mefford et al., 1983; Galzin et al., 1988; Raynaud y Pevet, 1991; Míguez et al., 
1995a, 1996a).  

Debido a sus características altamente lipofílicas, la melatonina producida en los 
pinealocitos es liberada rápidamente hacia los capilares pineales, no pareciendo 
haber almacenes intrapinealocitarios. Por esta razón, los niveles de melatonina 
circulante siguen un fuerte paralelismo con las cantidades producidas en la 
glándula pineal (Pang y Brown, 1983). En mamíferos, los niveles circulantes de 
melatonina oscilan entre valores de 10-20 pg/ml durante el día hasta los 80-100 
pg/ml durante la noche (Vieira et al., 1992; Reiter, 1991).  

De acuerdo con varios estudios, menos del 1% de la melatonina circulante es 
excretada como forma libre a la orina (Wettenberg, 1978). Prácticamente la 
totalidad de la melatonina se degrada rápidamente (vida media entre 15 y 30 
minutos), siendo el hígado principal lugar de inactivación (Gibbs y Vriend, 1981; 
Lang et al., 1983). Allí se hidroxila a 6-hidroximelatonina (compuesto carente de 
actividad biológica) y se excreta en forma de conjugados glucorónicos y 
sulfatados.  

Además de en la glándula pineal, la síntesis de melatonina también puede tener 
lugar en la retina de la mayor parte de mamíferos y en la glándula Harderiana de 
los roedores (Ralph, 1980), donde se han encontrado ritmos diarios de esta 
hormona similar a los presentes en la glándula pineal. También se sintetiza una 
importante cantidad de melatonina en el tracto gastrointestinal (Raikhlin et al., 
1975) y en las plaquetas (Launay et al., 1982). No obstante la importancia de 
estos procesos en los niveles circulantes de la hormona parece ser mínimo, 
como demuestra el hecho de que la pinealectomía reduce en más del 95% los 
valores de melatonina circulante (Pang y Brown, 1983). 
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Fig. 4. Esquema simplificado del metabolismo indólico en la glándula pineal y síntesis de 
melatonina. TP-OH: triptófano hidroxilasa; LAAD: L-aminoácido aromático 
descarboxilasa; MAO: monoamina oxidasa; AldDH: aldehído deshidrogenasa; ADH: 
alcohol deshidrogenasa; HIOMT: hidroxindol-O-metiltransferasa; AANAT: aralquilamina 
N-acetiltransferasa. 

3.2. Control de la síntesis de melatonina en la glándula pineal 

La liberación de la melatonina desde la glándula pineal parece estar controlada 
exclusivamente por su biosíntesis, en la cual participan cuatro enzimas 
diferentes: la TP-OH, la LAAD, la AANAT y la HIOMT. Los estudios sobre el 
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control de la actividad pineal, particularmente la síntesis de melatonina, se han 
centrado sobre todo en la actividad de los enzimas AANAT y HIOMT, aunque en 
los últimos años también se ha hecho hincapié en la actividad de la TP-OH. 

La presencia de TP-OH en la glándula pineal de mamíferos ha sido demostrada 
por Lovenberg et al. en 1967. La actividad de este enzima es muy alta y se 
asocia a una concentración y tasa de turnover de 5-HT en la glándula también 
muy elevada (King et al., 1984a). La actividad TP-OH aumenta de 2-3 veces 
durante la noche y es inhibida por un pulso de luz (Shibuya et al., 1977; Sitaram 
y Lees, 1978; King et al., 1984a). El aumento nocturno se ha asociado a la 
estimulación de receptores adrenérgicos que provoca cambios transcripcionales 
y postranscripcionales en el enzima (Besançon et al., 1996). Además del 
indiscutible papel de la TP-OH limitando la producción de la 5-HT pineal, se ha 
hipotetizado con que su nivel de activación a lo largo del ciclo día-noche puede 
jugar un papel modulador del ritmo diario de producción de melatonina (ver apto. 
4).  

Diferentes estudios llevados a cabo en mamíferos han demostrado que el ritmo 
de síntesis de melatonina depende de un ritmo similar en la actividad AANAT. Su 
aumento nocturno produce el consiguiente aumento de la concentración de N-
acetilserotonina (NAS), el precursor inmediato de la melatonina, mientras que la 
aplicación de luz durante la noche resulta en una fuerte caída de su actividad 
enzimática y de la síntesis de melatonina (Klein y Weller, 1972; Klein et al., 
1996). También la extirpación del ganglio cervical superior, del cual procede la 
inervación noradrenérgica que transmite la información desde el NSQ a la 
glándula pineal, impide el aumento nocturno de la AANAT y del contenido de 
melatonina (Deguchi y Axelrol, 1972; Klein y Moore, 1979; Bartol et al., 1997). 
Por otro lado, la destrucción de los tractos ópticos o de la proyección retinal 
central provoca la incapacidad de la luz para sincronizar los ritmos de AANAT y 
de la síntesis de melatonina (Moore y Klein, 1974). Todo ello indica que la 
AANAT pineal es la interfase molecular en la que convergen todos las entradas 
que regulan la producción y secreción de melatonina, particularmente aquellas 
que portan información fotoperiódica y circadiana (Ganguly et al., 2002; 
Simonneaux y Ribelayga, 2003).  
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Fig. 5. a) Principales mecanismos de control de la síntesis de melatonina por la luz. b) 
Mecanismos de transducción implicados en la síntesis nocturna de melatonina en los 
pinealocitos (Modificado de Simonneaux y Ribelayga, 2003). 
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La HIOMT es el enzima de la glándula pineal que cataliza la etapa final de la 
síntesis de melatonina y otros 5-metoxindoles pineales (5-MT, 5MIAA y 5-ML). 
En la rata, su afinidad por la NAS es muy superior que por otros sustratos 
(Morton, 1987), por lo que se vincula principalmente con la síntesis de 
melatonina y puede ser usado como marcador de células “melatoninérgicas”. 
Contrariamente a lo observado con la actividad de la AANAT, el aumento 
nocturno de la actividad HIOMT es de poca amplitud, lo que hace dudar sobre la 
existencia real de variaciones diarias (Ribelayga et al., 1997). Dado que es un 
enzima presente en concentraciones elevadas (representa 2-4% de las proteínas 
solubles de la pineal) y con una tasa de renovación muy lenta (t1/2 > 24 h) 
(Bernard et al., 1993), parece poco probable que durante la noche tenga lugar un 
aumento rápido de su actividad que condicione el ritmo de melatonina. 

3.2.1. Regulación adrenérgica 

En los mamíferos, la NA es el principal neurotransmisor implicado en la control 
de la biosíntesis rítmica de melatonina en la glándula pineal (Simonneaux y 
Ribelayga, 2003), por lo que ha recibido la mayor parte de la atención. No 
obstante, en la regulación de este proceso también participan otros mecanismos 
neurales no adrenérgicos y diversas hormonas. 

a) Inducción noradrenérgica de la síntesis de melatonina: mecanismos 

celulares y moleculares 

La actividad facilitadora del NSQ durante la noche implica un gran aumento en la 
síntesis y liberacion de NA desde las terminales simpáticas postganglionares, en 
las inmediaciones de los pinealocitos. Este proceso comienza justo tras el 
apagado de luces y termina al final de la noche, siendo la cantidad de NA 
liberada desde las fibras simpáticas aproximadamente 100 veces mayor durante 
la noche que durante el día (Abreu et al., 1987; Drijfhout et al., 1996b). 

La NA difunde en el espacio perivascular e intercelular uniéndose a receptores 
α- y β-adrenérgicos localizados en la membrana postsináptica de los pinealocitos 
(Klein, 1985) (Figs. 6 y 7). En todas las especies de mamíferos estudiadas, la 
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activación de los receptores β1-adrenérgicos es un paso absolutamente 
necesario para la estimulación de la síntesis de melatonina durante la noche 
(Axelrod, 1974; Klein, 1985; Reiter, 1991). La densidad de este tipo de 
receptores presenta un ritmo de 24 horas en la glándula pineal de la rata y otras 
especies, con máximos localizados al final del día y primera parte de la noche 
(Pangerl et al., 1990). Los receptores β1-adrenérgicos están acoplados a 
proteínas Gs y su estimulación provoca un incremento en la actividad de la 
adenilato ciclasa y en los niveles de AMPc intracelular. Este es el segundo 
mensajero esencial para la inducción nocturna de la actividad AANAT y el 
incremento de síntesis de melatonina (Klein y Berg, 1970; Klein et al., 1981). 

La estimulación de los receptores α1-adrenérgicos de la glándula pineal potencia 
el efecto β-adrenérgico. De hecho, la activación simultánea de los receptores α1 
y β-adrenérgicos produce un incremento del orden de 100 veces mayor en los 
niveles de AMPc y de melatonina pineal (Klein et al., 1983; Viera et al, 1992). 
Esta potenciación esta basada en la activación de un sistema de transducción 
asociado a la activación de la fosfolipasa C que finalmente promueve un fuerte 
aumento de la concentración de Ca++ intracelular (Sáez et al., 1994). La 
activación de una proteína quinasa C dependiente de Ca++ es la responsable en 
última instancia de la potenciacion en la formación de AMPc (Chick y Ho, 1989; 
Vanecek et al., 1985; Simonneaux y Ribelayga, 2003).  

En la glándula pineal de mamíferos se ha demostrado la existencia de un subtipo 
de receptor α2-adrenérgico, el cual podría localizarse en la membrana del 
pinealocito y estimular la actividad de la AANAT y la liberación de melatonina 
(Schaad y Klein, 1992); otros estudios, sin embargo, postulan una localizacion en 
las terminales presinápticas noradrenérgicas, donde inhibe la liberación de NA 
(Simonneaux et al., 1994).  

La estimulación adrenérgica de los pinealocitos no sólo causa acumulación 
intracelular de AMPc, sinó también de GMPc (Vanecek et al., 1985). En este 
efecto parece participar una activación de la guanilato ciclasa mediada por un 
incremento del óxido nítrico (White y Klein, 1993). Sin embargo el papel funcional 
del GMPc en la regulación de la síntesis de melatonina no está del todo claro, ya 
que no parece actuar sobre los enzimas de síntesis de melatonina, 
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particularmente la AANAT (Seidel et al., 1990). Algunos estudios postulan que el 
GMPc podría activar canales de calcio sensibles a nucleótidos cíclicos (Schaad, 
et al., 1995) e incluso inhibir canales de calcio de tipo L, contribuyendo a la 
estabilización de la membrana tras la hiperpolarización que sigue a la 
estimulación noradrenérgica (Chick et al., 1995).  

 

Fig. 6. Señal noradrenérgica nocturna en un pinealocito de rata. La síntesis de 
melatonina (MEL) es activada por la liberación nocturna de noradrenalina (NA). α1: 
receptor α-adrenérgico: β1: receptor β-adrenérgico; AANAT: arilalquilamina-N-
acetiltransferasa; AC: adenilato ciclasa; AMPc: adenosil monofosfato cíclico; ATP: 
adenosín trifosfato; Ca 2+; CRE: elemento de respuesta al AMPc; CREB: proteína que se 
une a CRE; DAG: diacil glicerol; Gs: proteína G estimuladora; Gq: proteína G 
estimuladora de la PLC; HIOMT: hidroxindol-O-metiltransferasa; IP3; inositol trifosfato; P: 
fósforo inorgánico; PIP2: fosfatidil inositol difosfato; PKA: proteína quinasa A, activada por 
el AMPc; PKC: proteína quinasa C, activada por el Ca 2+ y el DAG; PLC: fosfolipasa C; 
RE: retículo endoplásmico. (Modificado y ampliado de Stehle, 1995). 
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El aumento de las concentraciones de AMPc y Ca++ intracelular que se produce 
como respuesta a la estimulación adrenérgica son los principales mediadores de 
la activación nocturna de la función pineal. Sus acciones tienen lugar a varios 
niveles regulando la concentración y la actividad del enzima AANAT. A nivel 
tanscripcional, el AMPc activa la proteína quinasa A (PKA), la cual induce una 
fosforilación rápida (30-45 min) del factor de transcripción CREB (Roseboon y 
Klein, 1995) que se puede unir a lugares de la región promotora del gen que 
codifica por la AANAT (Roseboom et al., 1996; Baler et al., 1997). La 
estimulación de los receptores α-adrenérgicos y los agentes mobilizadores de 
Ca++ también pueden, a pequeña escala, activar la transcripción de AANAT.  

Un segundo mecanismo de regulación de la actividad AANAT opera a nivel post-
transcripcional e implica el control por parte del AMPc de la proteína AANAT. En 
este sentido se sabe que la secuencia protéica del enzima muestra diferentes 
lugares de fosforilación posibles por la PKA, la PKC y la caseina-quinasa II (Klein 
et al., 1996, 1997). Se ha sugerido que dicho proceso de fosforilación podría ser 
fundamental para bloquear la destrucción de la proteina AANAT debido a 
procesos de proteolisis proteosomal, contribuyendo a mantener una elevada 
actividad enzimática durante la noche (Gastel et al., 1998; Zatz et al., 2000). 

Con respecto a la regulación noradrenérgica de la actividad HIOMT pineal, 
diferentes estudios han demostrado la falta de efecto de agonistas adrenérgicos 
a corto plazo (varias horas) (Ribelayga et al., 1997). Sin embargo, estudios a 
nivel molecular han permitido ver que existe un aumento nocturno del ARNm de 
la HIOMT, el cual se mantiene en condiciones de oscuridad constante. Por otro 
lado, diversos trabajos in vitro han mostrado que el ritmo de HIOMT puede ser 
modulado por estimulación noradrenérgica, pero sólo cuando ésta se mantiene a 
largo plazo (semanas, meses) (Ribelayga et al., 1997; Ceinos et al., 2004). En 
base a ello se ha postulado que dicha regulación contribuiría a los cambios que a 
nivel estacional tienen lugar en la amplitud de pico nocturno de melatonina 
(Simonneaux y Ribelayga, 2003; Ceinos et al., 2004).  
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b) Cese de la síntesis nocturna de melatonina 

La mayor parte de los estudios sobre la regulación pineal se han centrado en 
determinar los mecanismos implicados en la inducción noradrenérgica nocturna 
de la síntesis de melatonina. Sin embargo, es menos conocido como se regula el 
cese de dicha síntesis. Las experiencias llevadas a cabo con pulsos de luz 
durante la noche en la rata han mostrado que la exposición nocturna a la luz 
disminuye de forma rápida y transitoria la liberación de NA (Drijfhout et al., 
1996b, 1996c). En esta inhibición presináptica participan varios 
neurotransmisores: el GABA a través de receptores GABA-A (Rosenstein et al., 
1990), el NPY a través de receptores NPY-Y2 (Simonneaux et al., 1994) y la 
acetil-colina a través de receptores muscarínicos (Govitrapong et al., 1989b; 
Simonneaux y Ribelayga, 2003).  

Por otro lado, diversos estudios realizados en roedores han observado que el fin 
de la secreción nocturna de melatonina no está siempre ligada al final del 
periodo de oscuridad, sinó que se detiene ya antes del fin de la noche (Míguez et 
al., 1995a,1996a). Los niveles extracelulares de NA, medidos mediante 
microdiálisis, también disminuyen antes del final de la noche, posiblemente 
reflejando el funcionamiento del reloj biológico (Drijfhout et al., 1996d). Por tanto, 
parece probable que la disminución de la producción de melatonina sea debido 
al cese de la estimulación noradrenérgica circadiana. Este proceso se acompaña 
de una disminución de los niveles intracelulares del AMPc, con la consiguiente 
caída de la actividad AANAT y de la síntesis de melatonina (Klein y Weller, 1972; 
Ilnerova et al., 1979; Klein et al., 1996; Roseboom et al., 1996). Estudios 
recientes han demostrado que existen mecanismos transcripcionales y 
postranscripcionales que permiten explicar la relación entre el descenso de los 
niveles del segundo mensajero y la caída de la actividad AANAT al final de la 
noche. A nivel postrancripcional, participarían procesos de degradación 
proteosomal dependientes de los niveles de AMPc, de forma que la disminución 
de los niveles del segundo mensajero permitiría la degradación protéica de la 
AANAT y, con ello, la reducción de la síntesis de melatonina (Ganguly et al., 
2005; Schomerus y Korf, 2005).  
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A nivel transcripcional, se ha propuesto un mecanismo complejo en base a la 
existencia de factores inhibidores de la transcripción génica. Al menos en la rata 
se han descrito dos de estos factores: la proteína ICER (inducible cyclic AMPc 

early represor) (Stehle et al., 1993) y el Fra-2 (antígeno-2 similar a fos) (Baler y 
Klein, 1995). Al menos en el caso de ICER, se conoce que la transcripción del 
gen inducible por AMPc presenta variaciones nictemerales dependientes de la 
liberación de NA, y que los genes de la TP-OH, la HIOMT y la AANAT poseen 
lugares que son susceptibles de ser inhibidos por ICER (Stehle et al., 1993; Korf 
et al., 1996). Además, se conoce que, durante la noche, la activación del gen 
CREM (AMPc response element modulator) conduce a un rápido incremento en 
los niveles de proteínas ICER que forman dímeros que reprimen la transcripción 
inducida por el AMPc (Foulkes et al., 1996). La expresión del gen CREM se 
detiene entre 4 y 6 horas antes del final de la noche, sugiriendo una relación 
temporal con la disminución de la expresión de la AANAT (Stehle et al., 1993; 
Foulkes et al., 1996). Por tanto, la estimulación noradrenérgica nocturna activa 
de forma sucesiva la síntesis de melatonina y la expresión de un gen que 
codifica para un factor inhibidor de la transcripción, sugiriendo un retrocontrol 
negativo de la estimulación noradrenérgica sobre la síntesis de melatonina, en 
particular a nivel del gen que codifica para la AANAT. 

3.2.2. Regulación no adrenérgica 

Además de los receptores adrenérgicos, la glándula pineal de mamíferos está 
dotada de receptores de diferentes neurotransmisores, neuropéptidos y 
hormonas (Stehle, 1995; Simmoneaux y Ribelayga, 2003). Algunos de estos 
compuestos son sintetizados en la glándula pineal y podrían participar como 
moduladores auto/paracrinos de la propia actividad pineal.  

• Acetil-colina (ACh). Se han encontrado receptores colinérgicos en la 
glándula pineal de diversas especies de roedores (Reuss et al., 1992). 
Los agonistas de receptores muscarínicos producen efectos variables 
sobre el metabolismo pineal: estimulan la liberación de 5-HT (Finocchiaro 
et al., 1989) y la producción de melatonina por mecanismos 
independientes de AMPc (Laitinen et al., 1995), e inhiben la actividad 
AANAT (Pujito et al., 1991). En cuanto a los receptores nicotínicos, su 
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activación produce despolarización de la membrana (Stankov et al., 
1993). Por otra parte, se ha postulado que la ACh podría ejercer una 
regulación a nivel presináptico, afectando a la liberación de NA (Laitinen 
et al., 1995; Drifjhout et al., 1996b).  

• GABA. Está presente como neurotransmisor en la glándula pineal de los 
mamíferos donde parece ejercer diversos efectos paracrinos (Ebadi y 
Govitrapong, 1986; Rosenstein et al., 1990). Se han identificado lugares 
de unión GABA-A y GABA-B. En la rata, la activación de los receptores 
GABA-A inhibe la síntesis de melatonina inducida por NA y la activación 
de los GABA-B inhibe la liberación de NA (Ebadi y Govitrapong, 1986).  

• Glutamato. Está presente en elevadas concentraciones en los 
pinealocitos (Yamada et al., 1996a, 1996b) y podría ser un importante 
transmisor autocrino/paracrino involucrado en la regulación de la síntesis 
de melatonina (Simonneux y Ribelayga, 2003). El glutamato provoca un 
aumento de la concentración de Ca++ intracelular e inhibe la AANAT y la 
secreción de melatonina inducida por NA. Este efecto es mediado por 
receptores metabotrópicos de tipo 3 (GluR3) (Yamada et al., 1998). En la 
pineal de rata también se expresan receptores GluR1 y GluR5 cuya 
activación puede condicionar la actividad pineal (Yatsushiro et al., 2000). 
Además, se ha sugerido que el glutamato puede regular la liberación 
presináptica de NA (Wang et al., 1996).  

• Dopamina. Hay abundantes pruebas de que la DA podría tener 
funciones neurotransmisoras en la glándula pineal. Así, se ha descrito la 
existencia de inervación dopaminérgica en la pineal de roedores (Jin et 
al., 1998), así como de una alta densidad de receptores dopaminérgicos 
del tipo D1 (Simonneaux et al., 1990a) y D2 (Govitrapong et al., 1989a) en 
la glándula pineal bovina. En la rata, se han demostrado efectos variables 
dependientes de la concentración de DA sobre la actividad AANAT y la 
secreción de melatonina (Axelrod et al., 1969; Govitrapong et al., 1989a). 
También se conoce la existencia de un ritmo marcado de DA pineal con 
valores nocturnos elevados en distintas especies de roedores (Hermes et 
al., 1994; Míguez et al., 1995a, 1996a). A pesar de todo ello, el papel 
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fisiológico de este neurotransmisor en la glándula pineal no está del todo 
esclarecido (Simmoneax y Ribelayga, 2003). 

• Serotonina. Al margen de su papel como precursor directo de la síntesis 
de melatonina y de otros derivados 5-hidroxilados y metoxilados pineales, 
se ha sugerido un posible papel autocrino/paracrino de la 5-HT pineal que 
afectaría de manera principal a la regulación de la síntesis de melatonina. 
Este efecto y los mecanismos que implica son presentados en el 
apartado 4. 

• Histamina. Aunque hay una importante inervación histaminérgica pineal 
de origen central, en la rata la histamina no parece provocar efecto 
alguno en la actividad bioquímica pineal (Buda y Klein, 1978), pero si 
podría afectar a nivel presináptico modulando la liberación de NA 
(Yamasaki et al., 2001).  

• Oxido nítrico (NO). Aunque no se considera propiamente un 
neurotransmisor, este factor neuronal difusible se produce en fibras no 
simpáticas que inervan la pineal de la rata (Lin et al., 1994; López-
Figueroa y Moller, 1996), en algún caso colocalizado en fibras que 
contienen VIP (López-Figueroa y Moller 1996). Varios estudios han 
mostrado que el NO puede alterar la síntesis de melatonina, aunque los 
resultados son contradictorios (Spessert et al,. 1993; Schenda y Vollrath, 
1997).  

• Neuropéptidos. La glándula pineal contiene una gran diversidad de 
péptidos de origenes distintos. En relación con la regulación de la síntesis 
de melatonina pineal, los más importantes son el VIP, el NPY, la OT y la 
VP (Simonneaux y Ribelayga, 2003). 

En mamíferos se ha descrito la presencia de fibras nerviosas pineales 
que contienen VIP y cuyo origen más problable parece ser el sistema 
nervioso parasimpático (Shiotani et al., 1986) o central (Moller et al., 
1985). A nivel metabólico, el VIP provoca un aumento de los niveles 
intracelulares de AMPc (Simonneaux et al., 1997a), de la expresión 
génica de la AANAT (Roseboom et al., 1996) y de la activación de la 
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AANAT in vitro (Yuwiler, 1983) e in vivo (Schroder et al., 1989). Además 
estimula la síntesis de 5-HT (Simonneaux et al., 1997a) y activa a largo 
plazo la HIOMT (Ribelayga et al., 1997) y la liberación de melatonina 
(Simonneaux et al., 1993). Se ha sugerido que ejerce un efecto 
presináptico estimulando la actividad tirosina-hidroxilasa (Schwartschild y 
Zigmond, 1991).  

El NPY está presente en cantidades importantes en la glándula pineal de 
mamíferos. Su procedencia se relaciona con una inervación NPY-érgica 
de origen no bien definido, y/o con la inervación simpática donde está co-
localizado con la NA (Moller et al., 1994). En la rata se ha demostrado 
que el NPY ejerce efectos tanto a nivel presináptico (receptores Y2) como 
postsináptico (receptores Y1). No obstante, el papel del NPY sobre la 
síntesis de melatonina no está bien conocido, y mientras que algunos 
estudios muestran una débil estimulación de la secreción de melatonina 
inducida por la estimulación β-adrenérgica (Simonneaux et al., 1994), 
otros describen efectos inhibitorios (Olcese, 1991). También se ha 
mostrado que el NPY estimula de manera moderada la síntesis y 
secreción de 5-HT (Simonneaux et al., 1997a) y de la actividad HIOMT en 
pinealocitos de rata (Ribelayga et al., 1997). 

Se ha caracterizado la presencia de VP y OT en la glándula pineal de 
diversas especies de mamíferos (Liu et al., 1988), siendo probable su 
localización en fibras de origen central (Lepetit et al., 1993). Se ha 
demostrado que VP potencia la síntesis de melatonina inducida por 
estimulación β-adrenérgica (Simonneaux et al., 1990b), la formación de 
AMPc (Simonneaux et al., 1996) y la activacion de la AANAT (Stehle et 
al., 1991). Estos efectos podrían ser mediados por receptores V1a. La VP 
también estimula la liberación de melatonina pineal en la rata in vivo 
(Barassin et al., 2000). En cuanto a la OT, se ha demostrado un efecto 
similar al ejercido por VP sobre la estimulación de la síntesis de 
melatonina en pinealocitos de rata (Simonneaux et al., 1996), pero no se 
ha hecho una caracterización en profundidad del mismo. 

Al margen de los ya mencionados, existe la posibilidad de que un número 
creciente de derivados peptídicos participen en la regulación de la glándula 
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pineal. En este sentido cabe citar al PACAP, la sustancia P, la SS, la 
secretoneurina y diversos péptidos opioides (Met-enk, Leu-enk, β-endorfinas y 
dinorfinas). De todos ellos existen pruebas de su presencia en la glándula pineal 
de diversas especies de mamíferos, habiéndose sugerido un posible papel como 
moduladores de su actividad (Stankov y Reiter, 1990; Govitrapong et al., 1992; 
Coto-Montes et al., 1994; Simonneaux y Ribelayga, 2003; Simonneaux et al., 
1997a, 1997b). Aunque parece improbable que estos péptidos puedan 
condicionar la síntesis rítmica de melatonina, sí podrían ejercer acciones 
auto/paracrinas específicas que contribuyan al ajuste/modulación de la actividad 
presináptica o pinealocitaria.  

3.2.3. Regulación por hormonas esteroideas 

Esteroides sexuales. Se han observado cambios en la síntesis de melatonina 
en función del ciclo sexual en hembras de diversas especies (Wurtman et al., 
1965; Rudeen y Reiter, 1980) y tras la castración en machos (Karasek et al., 
1978; Rudeen y Reiter, 1980). Al menos algunos de estos efectos podrían 
explicarse por una acción moduladora de los esteroides sexuales sobre la 
actividad noradrenérgica pineal, aunque no se descartan acciones 
postsinápticas. También se sabe que la glándula pineal contiene lugares de 
unión nucleares para el estradiol y la testosterona (Cardinali et al., 1983), la 5-α-
dihidrotestosterona (Gupta et al., 1993) y la progesterona (Vacas et al., 1979).  

Glucocorticoides. Las situaciones de estrés alteran la secreción de melatonina, 
incluso en humanos (Wetterberg, 1978). Se han caracterizado receptores de 
glucocorticoides en la glándula pineal (Gray y Luttge, 1983) y un estudio en la 
rata ha mostrado que los glucocorticoides a concentración elevada producen 
inhibición de secreción basal de melatonina y de la actividad AANAT estimulada 
por NA (Zhao y Touitou, 1993).  
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4. PAPEL DE LA SEROTONINA EN LA REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
METABÓLICA Y SECRETORA PINEAL 

4.1. Serotonina intracelular y síntesis de melatonina 

En la glándula pineal el papel metabólico de la 5-HT es esencial. Se produce a 
partir del aminoácido L-triptófano tras hidroxilación y descarboxilación, y se 
almacena en grandes cantidades en los pinealocitos para servir como sustrato a 
la síntesis de melatonina (Mefford et al., 1983; Klein, 1985). El hecho de que 
ambos compuestos (5-HT y melatonina) presenten un ritmo inverso avala la 
hipótesis de que la tasa de activación de la AANAT nocturna es el principal 
mecanismo que regula el metabolismo de la 5-HT pineal (Mefford et al., 1983; 
Klein, 1985).  

No obstante, las relaciones bioquímicas entre 5-HT y melatonina en la glándula 
pineal parecen ser más complejas. De hecho, en estudios llevados a cabo en el 
hámster monitorizando en paralelo los niveles de melatonina y 5-HT, se ha 
observado que los cambios en ambos compuestos no ocurren de forma 
simultánea, especialmente en las fases de transición día/noche y noche/día 
(Míguez et al., 1995a, 1996a). Además, la concentración de 5-HT parece 
disminuir fuertemente antes de iniciarse la noche, bastante antes de activarse la 
AANAT. Tampoco parece existir una relación entre la disminución nocturna de la 
cantidad de 5-HT pineal (más de 80 ng/glándula) y la cantidad de melatonina (1 
ng/glándula). Aunque la serotonina se utiliza también en otras rutas metabólicas 
para formar 5-HIAA y diversos 5-metoxindoles (5-MT, 5-ML, 5-MIAA), la mayor 
parte de estos varían de forma paralela con la 5-HT y no pueden explicar las 
diferencias entre los ritmos de 5-HT y melatonina (Skene et al., 1986; Raynaud y 
Pevet, 1991; Míguez et al., 1995a). Por tanto, parece evidente que hacen falta 
estudios que perfilen de forma precisa las variaciones diarias de los niveles de 
los diferentes derivados indólicos pineales y las actividades enzimáticas 
relacionadas.  

Aunque se han hecho algunos estudios al respecto, la importancia que pueden 
tener los cambios en las concentraciones intracelulares de 5-HT en la síntesis de 
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melatonina pineal no es del todo conocida. Se ha demostrado que la 
estimulación β-adrenérgica (la cual acontece durante la oscuridad) provoca un 
aumento de la síntesis de 5-HT intrapinealocitaria, lo cual podría formar parte de 
un recurso de aprovisionamiento de 5-HT en los pinealocitos donde serviría de 
sustrato para la fuerte activación nocturna de la AANAT (Míguez et al., 1997b; 
King et al., 1984b). De hecho, los trabajos llevados a cabo en pinealocitos in vitro 

han mostrado que el bloqueo farmacológico (inhibidores de la TP-OH) de la 
síntesis de 5-HT afecta negativamente a la cantidad de melatonina secretada 
desde los pinealocitos (Míguez et al., 1997b). El tratamiento farmacológico 
también disminuyó de manera importante el contenido de 5-HT intracelular, 
demostrando que ésta no forma parte de un almacén pasivo sino que 
transitoriamente se renueva y que, en caso de disminución, podría limitar la 
síntesis de melatonina (King et al., 1984b; Míguez et al., 1997b). Esta situación 
ha sido muy poco estudiada in vivo, aunque existe algún trabajo pionero que 
describe cambios en los niveles de melatonina pineal asociados a la inhibición 
farmacológica de la síntesis de 5-HT (King et al., 1984b). Es pues necesario 
profundizar en este tipo de estudios que puedan esclarecer si la regulación de la 
síntesis de 5-HT puede ser un mecanismo intrínseco de modulación del ritmo de 
producción de melatonina. 

4.2. La serotonina como potencial factor autocrino/paracrino pineal 

Diversos estudios llevados a cabo in vitro (Benson et al., 1989; Aloyo y Walker, 
1987; Racké et al., 1991; Míguez et al., 1995c; Míguez et al., 1997b) e in vivo 
(Azekawa et al., 1991; Sun et al., 2002) han demostrado que la 5-HT puede ser 
secretada activamente desde la glándula pineal al medio extracelular, proceso 
que esta regulado por mecanismos α- (Aloyo y Walker, 1987, 1988; Benson et 
al., 1989) y β-adrenérgicos (Olcese y Munker, 1994; Míguez et al, 1997b). La 
contribución de la 5-HT presináptica (almacenada en las terminales simpáticas) a 
los niveles extracelulares parece ser mínima, dado que la ganglionectomía 
produce sólo una pequeña reducción en la liberación de 5-HT y ésta persiste en 
pinealocitos cultivados (Míguez et al., 1995c, 1997b). Es obvio, por tanto, que los 
cambios diarios en la secreción de 5-HT pueden suponer una alternativa en la 
utilización de la 5-HT sintetizada en los pinealocitos, pero también un potencial 
mecanismo regulador de la actividad pineal.  
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Recientemente se ha sugerido que la 5-HT extracelular podría jugar un papel en 
la regulación auto/paracrina de la actividad de síntesis de la glándula pineal. De 
hecho, la aplicación extracelular de 5-HT tiene un efecto potenciador in vitro de 
la actividad AANAT (Sugden, 1990; Olcese y Munker, 1994) y de la síntesis de 
melatonina (Míguez et al., 1997b) inducida por agonistas β-adrenérgicos. Este 
efecto de la 5-HT extracelular parece ser medido por activación de los receptores 
5-HT2, los cuales han sido caracterizados en la glándula pineal bovina 
(Govitrapong et al., 1992). In vitro, la activación de estos receptores por 
agonistas de la 5-HT o su bloqueo por antagonistas específicos, provoca 
aumento y disminución, respectivamente, de la síntesis de melatonina 
estimulada por isoproterenol, un agonista β-adrenérgico (Míguez et al., 1997b).  

Por tanto, los resultados mencionados anteriormente sugieren que la 5-HT 
extracelular podría ser un factor modulador positivo que contribuye a la plena 
expresión de la síntesis y liberación de melatonina. Estos efectos podrían tener 
un claro reflejo in vivo, dado que mediante técnicas de microdiálisis se ha 
observado que existe un aumento en la cantidad de 5-HT liberada al espacio 
extracelular durante la primera fase de la noche, justo antes de la máxima 
inducción de la AANAT y de la síntesis de melatonina estimulada por la NA 
endógena (Azekawa et al. 1991; Sun et al., 2002). Es obvio, pues, que hacen 
falta más estudios in vivo que permitan demostrar tal relación y los mecanismos 
por los que podría actuar la 5-HT extracelular en la glándula pineal. 
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La síntesis de melatonina en la glándula pineal de los mamíferos presenta un 
marcado ritmo diario, siempre con niveles elevados durante la noche y bajos 
durante el día. Esta fluctuación está en relación con la actividad del reloj 
circadiano localizado en núcleo supraquiasmático del hipotálamo, del cual parte 
una vía multisináptica que inerva la glándula pineal mediante fibras simpáticas 
noradrenérgicas. Durante la noche, se incrementa la liberación de noradrenalina 
que interactúa con receptores α- y β-adrenérgicos de la membrana de los 
pinealocitos, lo que resulta en una acumulación intracelular de AMPc y un 
subsiguiente aumento en la actividad del enzima arilalquilamina-N-
acetiltransferasa y en la síntesis de melatonina. 

La serotonina (5-HT) juega un papel esencial en el metabolismo de la glándula 
pineal, siendo su concentración una de las mayores del organismo. Aparte de 
ser el sustrato para la síntesis de melatonina, se ha especulado con que la 5-HT 
puede mediar diversas acciones reguladoras de la actividad pineal. 
Básicamente, esta hipótesis se sustenta en los siguientes hallazgos y supuestos: 

� La disponibilidad intracelular de 5-HT pineal está relacionada con su 
síntesis y con su uso en diferentes rutas metabólicas. 

� El contenido de 5-HT intracelular podría ser limitante para la formación de 
melatonina nocturna. 

� Una parte de la 5-HT pineal puede ser liberada al medio extracelular y 
ejercer algún tipo de acción moduladora sobre la síntesis de melatonina. 

� Se conoce la existencia de receptores serotoninérgicos en la glándula 
pineal, la activación de estos podría modular la producción de melatonina 
en la propia glándula. 

Por todo ello, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido el de 

profundizar en el conocimiento de las relaciones metabólicas y funcionales 

que se establecen entre la 5-HT y la melatonina en la glándula pineal de la 

rata, así como en el potencial papel de la 5-HT extracelular como factor de 

regulación de la síntesis de melatonina pineal.  

Como objetivos específicos se han establecido los siguientes:  
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� Estudiar los ritmos diarios de metabolitos y enzimas que forman parte de 
la ruta de síntesis de melatonina en la glándula pineal de la rata. 

� Analizar si la disponibilidad de 5-HT pineal puede ser un condicionante de 
la producción diaria de melatonina. 

� Investigar el efecto de la administración del aminoácido L-Trp sobre la 
síntesis diaria de melatonina pineal. 

� Poner a punto una técnica de microdiálisis pineal que permita monitorizar 
de forma continuada los ritmos diarios de liberación (niveles 
extracelulares) de indoles y melatonina. 

� Establecer el papel que la 5-HT extracelular podría tener como factor de 
regulación de la producción pineal de melatonina e investigar la 
implicación de receptores serotoninérgicos en dicha función. 
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1. OBJETIVO 

Una de las propiedades intrínsecas a la glándula pineal de todos los vertebrados 
es su capacidad para generar y mantener fuertes cambios diarios en la síntesis 
de melatonina (Binkley, 1983; Reiter, 1991). Asociada a esta característica 
funcional hay evidencias en diferentes especies de cambios diarios en 
numerosos compuestos relacionados de manera directa o indirecta con la ruta 
de síntesis de melatonina, particularmente en varias catecolaminas e 
indolaminas (Pévet et al., 1989; Míguez et al., 1995a, 1996a). No obstante, poco 
se conoce acerca del grado en el que la formación de estos compuestos puede 
condicionar la propia síntesis de melatonina, fundamentalmente porque pocos 
son los estudios en los que se haya abordado de manera simultánea en la 
misma glándula pineal la determinación de actividades enzimáticas y 
concentraciones de sustratos implicados en la ruta de síntesis de melatonina y 
sus cambios a lo largo del fotoperiodo diario.  

Por ello, en este primer trabajo se pretende estudiar en detalle las variaciones a 
lo largo del ciclo fotoperiódico diario del contenido de diferentes catecolaminas, 
indolaminas y melatonina en la glándula pineal de la rata de laboratorio, así 
como las principales actividades enzimáticas implicadas en la ruta de síntesis de 
melatonina, la TP-OH y la AANAT. 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Reactivos 

La melatonina, la serotonina (5-HT), el 5-hidroxitriptófano (5-HTP), la N-
acetiltriptamina, el Acetil-CoA y el ácido 5 hidroxindolacético (5-HIAA), fueron 
adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.). Los demás reactivos fueron de 
grado analítico y obtenidos de distintas casas comerciales. El agua utilizada fue 
de alta calidad obtenida a partir de un sistema de desionización Water ProTM PS 
(Labconco Co., MO, EE.UU.). 
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Los estándares cromatográficos (5-HT, 5-HTP, 5-HIAA, etc.) se prepararon a una 
concentración de 0.1 mg/ml en una solución de almacenaje compuesta de ácido 
perclórico 0.4 M, ácido etilen-diamino tetracético sal disódica (EDTA.NA2) 0.1 
mM y metabisulfito sódico 0.4 mM. Estas soluciones se mantuvieron a 4ºC y 
partir de ellas se prepararon diariamente las soluciones de trabajo, diluyendo con 
fase móvil hasta la concentración deseada.  

2.2. Animales 

Se utilizaron 50 ratas macho de la raza Sprague-Dawley que fueron 
acondicionadas bajo un ciclo de luz-oscuridad (L:O) de 12:12 horas (encendido 
de las luces a las 8:00 horas) durante al menos las dos semanas previas al 
experimento. Los animales se distribuyeron en grupos de cinco por jaula y en 
todo momento tuvieron acceso libre a agua y comida, fijándose la temperatura 
de la estancia en 21 ± 1ºC. El peso de las ratas estaba comprendido entre 290 ± 
20 g en el momento en el que se realizó el experimento. El manejo de los 
animales se llevó a cabo según la legislación española: Real Decreto 1201/2005 
del 10 de octubre sobre protección de los animales utilizados para 
experimentación y otros fines científicos (BOE nº 252 del 21 de octubre). 

2.3. Toma de muestras y procesamiento 

Los animales fueron sacrificados por decapitación en distintos momentos del 
ciclo día/noche, prestando especial atención a las fases de transición luz-
oscuridad y oscuridad-luz (encendido de la luces a las 08:00 horas, apagado a 
las 20:00h). Concretamente se sacrificaron 5 animales en cada uno de los 
siguientes momentos diarios: 2:00, 5:00, 7:00, 9:00 11:00, 14:00, 17:00, 19:00, 
21:00 y 23:00 horas (esquema 1). 

14:00         17:00     19:00     21:00    23:00      2:00        5:00      7:00       9:00     11:00      14:00 

  

Esquema 1. Representación de los puntos temporales de muestreo a lo largo del 
ciclo luz/oscuridad. 



Ritmos diarios del contenido de catecolaminas, indolaminas y melatonina 

71 

 

Inmediatamente tras el sacrificio de los animales, se extrajeron las glándulas 
pineales y se colocaron en viales mantenidos sobre nieve carbónica que fueron 
guardados a –80ºC hasta su posterior análisis. En ese momento las glándulas 
pineales fueron descongeladas sobre hielo, se eliminaron los posibles restos de 
sangre y se introdujeron de forma individual en viales tipo Eppendorf de 1.5 ml, 
en donde fueron sonicadas en frío en un procesador ultrasónico de alta 
intensidad a 30 ciclos (3x3 seg) en 100 µl de tampón fosfato 0.1 M (pH 6.8) 
conteniendo 0.5 mM de Acetil-CoA. Posteriormente los tejidos se centrifugaron a 
14000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Del sobrenadante se tomaron alícuotas 
para la determinación inmediata de las actividades enzimáticas, mientras que 
otras alícuotas fueron congeladas a –80ºC para el posterior análisis 
cromatográfico de los diferentes compuestos pineales.  

2.4. Ensayos de la actividad enzimática de la AANAT 

Los ensayos de la actividad AANAT se llevaron a cabo siguiendo el método de 
Bradford Thomas et al. (1990) ligeramente modificado y adaptado a nuestras 
condiciones experimentales. En un vial tipo Eppendorf de 1.5 ml, se añadieron 
por este orden: 10 µl de tampón fosfato 0.1 M conteniendo Acetil CoA 0.5 mM, 
30 µl del sobrenadante del homogenado de tejido pineal y 10 µl de triptamina 8 
mM preparada en tampón fosfato 0.1 M. La mezcla se incubó a 37ºC en un baño 
con agitación durante 15 min. La reacción se paró con 25 µl de ácido perclórico 6 
N frío, y los incubados se centrifugaron a 14000 rpm/min durante 10 minutos. Del 
sobrenadante resultante se tomaron 10 µl que se diluyeron en 90 µl de la misma 
fase móvil fría utilizada para el análisis cromatográfico de N-acetiltriptamina, 
producto resultante de la reacción del enzima AANAT sobre el sustrato 
triptamina. Todo el procesado de las muestras se realizó en frío. 

El análisis de N-acetiltriptamina se llevó a cabo por HPLC con detección 
fluorimétrica. El sistema cromatográfico utilizado estuvo formado por una bomba 
Gilson 305, equipada con un amortiguador de pulsos y conectada a una válvula 
de inyección Rheodyne M7125 (USA) equipada con un bucle de 50 µl. La fase 
móvil [50 mM de NaH2P04, 0.1 mM de EDTA-Na2 y 28% de acetonitrilo, pH final 
5.2 ajustado con ácido ortofosfórico] fue filtrada por membranas de nylon de 0.20 
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µm de tamaño de poro (ALBET, NY) y desgasificada por medio de una bomba 
de vacío. La separación de los compuestos se llevó a cabo en una columna de 
fase de estacionaria de la marca Phenomenex (relleno nucleosil C18, 5 µm, 100 
Å de poro, 150 mm x 4.60 mm) precedida por un filtro on-line de 0.5 µm de 
tamaño de poro. Las separaciones fueron hechas a temperatura ambiente y el 
flujo utilizado fue de 1.1 ml/min.  

La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) es una técnica basada en la 
separación diferencial en el tiempo de las sustancias de una mezcla en función 
de la distinta retención que experimentan al pasar por una fase estacionaria 
que se encuentra empaquetada en una columna. En HPLC los componentes 
de la muestra son arrastrados por una fase móvil líquida impulsada por una 
bomba que genera altas presiones en el sistema. Los compuestos que son 
pobremente retenidos por la fase estacionaria y que tienen una fuerte 
interacción con la fase móvil presentan un tiempo de retención corto, mientras 
que los compuestos que sufren una mayor interacción con la fase estacionaria 
presentan un tiempo de retención mayor. 

Cuadro 1. Cromatografía líquida de alta resolución.  

La detección de las sustancias separadas cromatográficamente se llevó a cabo 
mediante un detector de fluorescencia Waters 2475 Multiλ (Waters, Milford, MA, 
EE.UU.), fijando una longitud de onda de excitación (λex) de 285 nm y una de 
emisión (λem) de 360 nm. 

Cuando ciertas moléculas o átomos son expuestos a una fuente de energía de 
luz de elevada intensidad, absorben la energía de la luz y entran en un estado 
de excitación. Cuando las moléculas o átomos se mueven de este estado 
excitado a su estado normal, parte de la energía absorbida es liberada en 
forma de fotones, proceso que se denomina fluorescencia. Los átomos y 
moléculas en los diferentes compuestos y elementos emiten diferentes niveles 
de fluorescencia cuando son expuestos al mismo nivel de energía. La 
fluorescencia de un compuesto puede estar afectada por cambios de pH, de 
temperatura, y de los gases en disolución. La detección por fluorescencia ha 
sido adoptada para aplicaciones cromatográficas debido a su inherente 
sensibilidad y selectividad.  

Cuadro 2. Detección fluorimétrica. 

Las alturas de los picos de la N-acetiltriptamina fueron registradas con un 
integrador HP 3396 A (Hewlett Packard, PA, EE.UU). Las concentraciones de los 
compuestos fueron calculadas comparando dichos valores con los 
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correspondientes a patrones de concentración conocida inyectados ese mismo 
día. Al comienzo de cada sesión diaria se inyectó una serie de tres patrones y 
posteriormente se intercaló un patrón entre cada 10 muestras problema. 

En la figura 1 se muestran los cromatogramas correspondientes a un patrón de 
N-acetiltriptamina y de muestras de glándula pineal tomadas de día y de noche. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Cromatograma de una solución patrón de N-acetiltriptamina (100 pg, izquierda) y 
de una muestra de glándulas pineales de rata tomadas de día (centro) y de noche 
(derecha) y procesadas para el análisis de actividad AANAT. 

Con el fin de determinar el tiempo óptimo de incubación para el ensayo de la 
actividad AANAT, se realizaron pruebas con muestras procedentes de un “pool” 
de glándulas pineales de rata extraídas en periodo nocturno (Figura 2). El tiempo 
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de incubación de 15 minutos se consideró adecuado para las condiciones 
rutinarias del ensayo. Se realizaron también pruebas para determinar la 
existencia de linearidad de la reacción con respecto a la cantidad de proteína 
presente en el medio de incubación (aproximadamente 2 µg de proteína por µl 
de homogenado pineal).   

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Efecto del tiempo y de la concentración de proteína sobre la cantidad de N-
acetiltriptamina formada por la acción de la AANAT en la glándula pineal. 

2.5. Ensayos de la actividad de la TP-OH 

Para los ensayos de la actividad triptófano hidroxilasa se siguió el método de 
Hernández et al., (1994) ligeramente modificado. La reacción enzimática se llevó 
a cabo en un vial Eppendorf (1.5 ml) en el que se añadieron por este orden: 17.5 
µl de tampón fosfato 0.1 M, 7.5 µl de di-6-metil-5,6,7,8-tetrahidropterina (MTHP), 
15 µl de ditiotreitol 10 mM, 15 µl de NSD 1015 10 mM, 50 µl de catalasa 1462 
U.I., 10 µl de sulfato amónico ferroso 16 mM, 5 µl de agua destilada, 10 µl de L-
triptófano 9 mM y, finalmente, 20 µl del sobrenadante del homogenado de la 
glándula pineal. La mezcla se incubó durante 30 min a 37ºC en un baño con 
agitación; la reacción fue parada con 150 µl de metanol puro a temperatura 
ambiente. Posteriormente la mezcla se agitó y se centrifugó a 14000 rpm/min 
durante 10 min. Se tomaron 10 µl del sobrenadante que se diluyeron en 90 µl de 
la misma fase móvil fría utilizada para la determinación de 5-HTP formado en la 
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reacción. Estas diluciones fueron inmediatamente congeladas a –80ºC y se 
fueron descongelando a medida que se iban inyectando en el sistema 
cromatográfico. Todo el procesado de las muestras se realizó en frío. 
 
La técnica cromatográfica incluyó un sistema de HPLC similar al utilizado para el 
análisis de la actividad AANAT, aunque en este caso la fase móvil estuvo 
formada de KH2P04  0.1 M, EDTA-Na2 0.1 mM, ácido octano sulfónico 0.8 mM y 
18% de metanol (v/v) (pH final 4.6 ajustado con ácido orto-fosfórico) y la 
separación tuvo lugar a un flujo de 0.8 ml/min a temperatura ambiente. Los 
niveles de 5-HTP formados durante la incubación fueron detectados 
fluorimétricamente con una λex de 302 nm y λem de 350 nm.  

En la figura 3 se muestran los cromatogramas correspondientes a la solución 
patrón de 5-HTP así como del compuesto formado a partir de la incubación del 
tejido pineal. Aunque el 5-HTP presenta un tiempo de retención de 5.5 min, las 
inyecciones de las sucesivas muestras en el sistema cromatográfico se 
realizaron aproximadamente cada 18 minutos. Este retraso fue motivado por el 
gran pico que aparece a los 12 minutos y que procede de la señal fluorimétrica 
originada por el L-triptófano.  

La concentración de 5-HTP presente en las muestras de incubación fue 
determinada en función de la altura de los picos registrados comparándolas con 
las de patrones apropiados inyectados ese mismo día. Al comienzo de la sesión 
diaria se inyectó una serie de tres patrones, y posteriormente se intercaló un 
patrón entre cada 10 muestras problema. 
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Fig. 3. Cromatograma de una solución patrón de 5-hidroxitriptófano (100 pg inyectados), 
y del mismo compuesto formado tras la incubación del tejido pineal para la detección de 
la actividad triptófano hidroxilasa. El cromatograma del centro proviene de una pineal 
recogida de día y el de la derecha de una tomada de noche.  

Con el fin de determinar el tiempo óptimo de incubación para el ensayo de la 
actividad TP-OH se realizaron una serie de pruebas con muestras procedentes 
de un “pool” de glándulas pineales de rata; el tiempo de 30 minutos se consideró 
adecuado para las condiciones rutinarias del ensayo; la temperatura elegida para 
la incubación fue 37 ºC. Se realizaron también pruebas para determinar la 
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linearidad de la reacción con respecto a la cantidad de proteína presente en la 
incubación (Figura 4). 

 

 

 

 

 

Fig 4. Efectos del tiempo y de la concentración de proteína sobre la cantidad de 5-
hidroxitriptófano formado mediante la acción de la triptófano hidroxilasa pineal. 

2.6. Determinaciones analíticas de los niveles de NA, DA, 5-HTP, 5-HT, 5-
HIAA y NAS en la glándula pineal 

Para el análisis del contenido de catecolaminas, indolaminas y derivados, se 
tomaron 5 µl del sobrenadante del homogenado de cada glándula pineal y se 
añadieron 195 µl de fase móvil fría. De la mezcla resultante se inyectaron 20 µl 
en el sistema cromatográfico de HPLC con detección culométrica. 

El eluyente de la columna de fase estacionaria pasa a través de una célula 
electroquímica. Cuando dicho eluyente contiene un compuesto que puede ser 
oxidado o reducido por el potencial que se está aplicando a través de la 
célula, la corriente producida es proporcional a la concentración del 
compuesto que la atraviesa. Existen dos tipos de células electroquímicas que 
son las más utilizadas: a) amperométricas, el eluyente que fluye pasa por la 
superficie del electrodo. Normalmente sólo el 1-5% del compuesto de interés 
es oxidado o reducido. b) coulométricas, el eluyente fluye a través del 
electrodo. En este tipo, prácticamente todo el compuesto de interés es 
oxidado o reducido, para conseguir una sensibilidad más elevada.  

Cuadro 4. Detección electroquímica-culométrica. 
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El sistema cromatográfico utilizado estaba formado por una bomba Waters M515 
(Milford, MA, USA), equipada con un amortiguador de pulsos y conectada a una 
columna de fase estacionaria Tracer Extrasil ODS2 (3 µm de partícula, 7.5 x 0.46 
cm; Tecknocroma, Barcelona), precedida por una precolumna rellena de la 
misma fase estacionaria. La fase móvil utilizada [KH2P04 0.1 M, EDTA-Na2 0.1 
mM, ácido octano–1-sulfónico 0.8 mM y 18% de metanol (v/v), pH final 2.9 
ajustado con ácido o-fosfórico)] fue filtrada y desgasificada por medio de una 
bomba de vacío. Las separaciones fueron hechas a temperatura ambiente y el 
flujo utilizado fue de 0.8 ml/min. 

La detección de las sustancias separadas cromatográficamente se llevó a cabo 
mediante un detector electroquímico Coulochem II (ESA, Bedford, MA, EEUU), el 
cual estaba equipado con una célula analítica ESA M5011 mantenida a un 
potencial oxidativo de +30 mV en el primer electrodo y +280 mV en el segundo 
electrodo.  

La inyección de las muestras (10-20 µl) se efectuó mediante un autoinyector 
Waters M717 (Milford, MA, EE.UU.). La identificación y cuantificación de los 
picos del cromatograma se llevó a cabo mediante un paquete informático 
Kontron Integration 450.  

La cantidad de compuesto presente en las muestras problema se determinó 
comparando las áreas de los correspondientes picos directamente con la de 
patrones de cantidad conocida inyectados ese mismo día. Al comienzo de la 
sesión diaria se inyectó una serie de tres patrones y posteriormente se intercaló 
un patrón entre cada 10 muestras problema. El sistema proporcionó una buena 
separación y no se observaron interferencias en los picos cromatográficos. Los 
límites de detección para los diferentes compuestos fueron de 2-5 pg para NA, 
DA, 5-HTP, 5-HT y 5-HIAA y de 10-15 pg para DOPAC y NAS (asumiendo una 
relación señal/ruido de fondo de 2) 

En la figura 5 y 6 a,b se muestran los perfiles de la elución cromatográfica y los 
tiempos de retención de los compuestos de interés en una muestra patrón y 
muestras de glándula pineal recogidas durante la fase de luz y de oscuridad.  
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Fig. 5. Perfil de elucción cromatográfica de un patrón compuesto por NA, 
DA, DOPAC, 5-HTP, 5HIAA, 5-HT y NAS (100 pg de cada sustancia). 

 

Fig. 6a. Análisis cromatográfico del contenido de catecoles e indoles en 
muestras de glándulas pineales recogidas durante la fase de luz. 
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Fig. 6b. Análisis cromatográfico del contenido de catecoles e indoles en 
muestras de glándulas pineales recogidas durante la fase de oscuridad.  

2.7. Determinación análitica de los niveles de melatonina 

Se tomaron 5 µl del sobrenadante del homogenado de glándula pineal y se 
inyectaron directamente al sistema cromatográfico con detección fluorimétrica. El 
sistema utilizado fue el mismo descrito para el ensayo de la actividad AANAT, 
aunque en este caso las longitudes de onda utilizadas para la determinación de 
la melatonina fueron λex: 280 nm y de λem: 345 nm.  

La fase móvil compuesta de acetato sódico anhídrico (CH3COONa) 10 mM, 
EDTA-Na2 0.01 mM y acetonitrilo (35%, v/v) (pH final 5.2), fue filtrada y 
desgasificada por medio de vacío. El flujo de la fase móvil fue de 1.0 ml/min y la 
separación de los compuestos se llevó a cabo a temperatura ambiente.  

En la figura 7 se muestran los cromatogramas correspondientes a la solución 
patrón de melatonina y de muestras de glándulas pineales tomadas en periodo 
nocturno y diurno. La cuantificación de los picos de la melatonina en las 
muestras problema se llevó a cabo mediante un integrador HP 3396A, usando 
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los datos de las alturas de los picos y comparándolos con patrones de 
concentración conocida inyectados el mismo día de análisis.  

Al comienzo de cada sesión diaria se inyectó una serie de tres patrones, y 
posteriormente se intercaló un patrón entre cada 10 muestras problema. 

 
Fig. 7. Cromatograma de una solución patrón de melatonina (100 
pg/inyeccion, izquierda) y de una muestra de glándulas pineales de rata 
recogida durante el día (centro) y de noche (derecha). 



Trabajo experimental 1 

82 

 

2.8. Análisis estadístico 

Los datos están expresados como la media ± E.E.M. de cada grupo de animales 
sacrificados en el mismo tiempo. Los datos se analizaron estadísticamente 
mediante un ANOVA de una vía seguido de un test de comparaciones múltiples 
de Student-Newman-Keuls, asumiendo un nivel de significación p<0.05 (Systat 
Software). 

3. RESULTADOS 

En las Figuras 8-12 se muestran las variaciones diarias del contenido de NA, DA, 
5-HT, 5-HTP, 5-HIAA, NAS, melatonina, y las actividades enzimáticas de la TP-
OH y AANAT en la glándula pineal de la rata Sprague-Dawley mantenida bajo un 
fotoperiodo controlado de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad diarias.  

Con respecto a las catecolaminas pineales, se observa que los elevados niveles 
de NA presentes durante el día sufren una fuerte caída al inicio de la noche, tras 
lo cual se produce una rápida recuperación, manteniéndose los niveles elevados 
durante la mitad y segunda parte de la noche. Por su parte, el contenido de DA 
en la glándula pineal presenta un aumento del 20% hacia la mitad de la 
escotofase (+22% en los valores de medianoche respecto a los de mediodía; 
*p<0,05 vs todos los grupos excepto los de las 23:00 y 5:00 horas), que se sigue 
de un rápido descenso durante la madrugada (Fig. 8). 

En la Figura 9 se muestran los cambios diarios en los niveles de 5-HTP y 5-HT 
en la glándula pineal de la rata. La concentración de 5-HT muestra una clara 
variación diaria con niveles muy elevados al final del periodo de luz (150 
ng/glándula) y un fuerte descenso nocturno. La reducción del contenido de 5-HT 
pineal fue evidente en la primera hora de la noche y alcanzó su máximo en la 
segunda mitad de la noche (-82% de los valores de día; p<0.05 vs todos los 
demás puntos). La recuperación de los niveles de esta amina comienza antes 
del final de la noche y es completa una hora después del encendido de las luces. 
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Los niveles de 5-HTP mostraron un patrón diario similar al de 5-HT, con un ligero 
ascenso en las últimas horas del día (no significativo con respecto a valores de 
mediodía) que se continúa con una fuerte y paulatina caída durante la noche, 
alcanzándose una reducción del 59% entre las 2:00 h y las 5:00 h con respecto a 
los niveles de día (*p<0,05 vs todos los grupos de día). Al igual que la 5-HT, los 
bajos niveles nocturnos de 5-HTP se recuperan significativamente antes del 
inicio de la fotofase. 
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Fig. 8. Cambios en el contenido de NA y DA (ng/pineal) en la glándula pineal de la 
rata mantenida bajo un fotoperiodo L:O 12:12. Los datos representan la media ± 
E.E.M. de 5 animales en cada punto temporal. *p< 0,05 vs todos los grupos excepto 
el de las 23:00 h (NA) y 23:00 y 05:00 h (DA). ap<0.05 vs grupo de las 2:00 y 9:00 
horas.   
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El contenido diario de 5-HIAA en la glándula pineal también sufre un descenso 
progresivo a partir del apagado de las luces, alcanzándose una reducción 
máxima del 83% entre las 2-5 horas con respecto a los valores de día (p<0.05 vs 
todos los grupos de día; Fig. 10). Al igual que ocurre con la 5-HT, los bajos 
niveles nocturnos de 5-HIAA comienzan a recuperarse ya antes del final de la 
noche. 
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Fig. 9. Variación diaria en el contenido de 5-HTP y de 5-HT (ng/pineal) en la 
glándula pineal en un ciclo de L:O 12:12 horas. Los datos representados son la 
media ± E.E.M. de 5 animales en cada punto temporal. 5-HTP: *p<0,05 vs grupos 
sin asterisco, excepto el de las 7.00 horas; 5-HT: *p<0,05 vs grupos sin asterisco, 
ap<0,05 vs grupos de las 14:00, 17:00 y 19:00 horas.  
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Fig. 10. Cambios en el contenido de 5-HIAA y NAS (ng/pineal) en la glándula pineal 
en un ciclo de L:O 12:12. Los datos representados son la media ± E.E.M. de 5 
animales en cada tiempo. 5-HIAA: *p<0,05 vs todos grupos, excepto el de las 7:00 
horas; ap<0,05 vs grupos de las 11:00 y 14:00 horas. NAS: *p<0,05 vs grupos sin 
asterisco; ap<0,05 vs grupo de las 2:00 horas (medianoche).  

La Figura 10 muestra las variaciones del contenido de NAS en la glándula pineal 
de la rata a lo largo del ciclo luz/oscuridad, las cuales siguen una patrón diario 
inverso al de los indoles citados anteriormente. Durante el día y primera hora de 
oscuridad, el contenido de NAS es muy reducido con niveles, en algunos casos, 
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por debajo del límite de detección. A partir de la tercera hora de oscuridad se 
observa un aumento progresivo de los niveles de NAS que alcanzan a 
medianoche su máximo (56 veces los niveles de día). A partir de ese momento 
se produce un rápido descenso hacia los valores de día.  

Hora del día

14:00 17:00 19:00 21:00 23:00 2:00 5:00 7:00 9:00 11:00 14:00

M
el

at
o

n
in

a 
(n

g
/p

in
ea

l)

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

Oscuridad (20:00-8:00 horas)
Luz (8:00-20:00 horas)

a

*

*

*

*

,

 

Figura 11. Cambios en el contenido de melatonina (ng/pineal) en la glándula 
pineal en un ciclo de L:O 12:12. Los datos representados son la media ± 
E.E.M. de 5 animales en cada tiempo. *p<0,05 vs grupos sin asterisco; 
ap<0,05 vs grupo de las 2:00 horas. 

Como se muestra en la Figura 11, el contenido de melatonina de la glándula 
pineal siguió un patrón diario muy similar al de su precursor metabólico más 
inmediato (NAS). Durante el día los niveles de melatonina son muy bajos, pero 
aumentan fuertemente a partir de la primera hora de oscuridad, hasta alcanzar el 
máximo en la mitad de la noche (aproximadamente 10 veces los valores de día, 
p<0.05). Durante la segunda mitad de la noche y hasta la primera hora de la 
fotofase tiene lugar una reducción progresiva de los niveles de melatonina hasta 
alcanzar valores típicamente diurnos.  
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Figura 12. Cambios en la actividad AANAT y TP-OH en la glándula pineal en 
un ciclo de L:O 12:12. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 ratas en 
cada tiempo. AANAT: *p<0,05 vs grupos sin asterisco; ap<0,05 vs grupos de 
las 5:00 horas. TP-OH: *p<0,05 vs grupos sin asterisco; ap<0,05 vs grupos de 
las 23:00, 2:00, 9:00 y 11:00 h. 

En la Figura 12 se pueden observar las variaciones de las actividades de los 
principales enzimas que regulan el metabolismo indólico pineal. En cuanto a la 
actividad AANAT, se observó un patrón diario similar al de la NAS y melatonina, 
con una actividad muy reducida en la fotofase la cual se incrementa fuertemente 
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en la tercera hora de la noche y alcanza su máximo a medianoche (100 veces 
los valores de día, p<0.05). La caída progresiva de la actividad AANAT en la 
segunda mitad de la noche permite alcanzar los valores de día ya en la primera 
hora de la fotofase. 

Con respecto a la TP-OH, se observa que tras tres horas de oscuridad nocturna 
se produce un aumento en la actividad de este enzima que llega a duplicar los 
valores de día. Esta elevada actividad se sigue de una ligera caída en la 
segunda parte de la noche y un brusco descenso en la primera hora de luz 
(Figura 12). 
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1. OBJETIVO 

La 5-HT en la glándula pineal se localiza y se sintetiza en el interior de los 
pinealocitos, pero también en las terminales simpáticas que inervan la glándula 
(King et al., 1984a). No existen datos sobre la localización intracelular precisa de 
5-HT, pero algunos estudios apuntan que ésta se encuentra mayoritariamente 
almacenada dentro de vesículas localizadas en extensiones de los pinealocitos 
(Hayashi et al, 1999). También se han encontrado procesos de transporte que 
podrían tener un papel en la regulación de los niveles 
vesiculares/citoplasmáticos de 5-HT (Hayashi et al., 1999). Además se conoce 
que una parte de la 5-HT pineal es secretada al medio extracelular (Azekawa et 
al., 1991) y que esta secreción puede sufrir fuertes variaciones a lo largo del día 
(Sun et al., 2002). A pesar de ello, poco se sabe de cómo estos distintos 
procesos regulan la disponibilidad de 5-HT en los pinealocitos, células en las que 
también tiene lugar la formación de melatonina. 

En el Trabajo 1, hemos encontrado que a pesar de la elevada concentración de 
5-HT presente en la glándula pineal durante el día, los niveles nocturnos de este 
indol están muy disminuidos debido al fuerte incremento de la vía de N-
acetilación que la transforma en NAS y posteriormente en melatonina. En este 
proceso es posible que la disponibilidad limitada de 5-HT intrapinealocitaria 
pueda ser un factor que influya en la cantidad de melatonina formada. En base 
ello, el objetivo de este segundo trabajo fue determinar hasta que punto las 
alteraciones de la síntesis de 5-HT y de su disponibilidad en las células pineales 
pueden condicionar la producción de melatonina. Para ello, se realizaron 
experimentos en los que se provocó una reducción de la síntesis de 5-HT pineal 
mediante la administración de benserazida, un inhibidor de la L-aminoácido-
aromático-descarboxilasa (LAAD), para evaluar su efecto sobre la producción de 
melatonina durante la noche o tras la administración del agonista de receptores 
β-adrenérgicos isoproterenol (ISO). Además, se investigó el efecto de la 
administración de L-Triptófano (L-Trp) sobre la síntesis de 5-HT y su repercusión 
en el contenido de melatonina pineal. Dado que el metabolismo serotoninérgico 
pineal está muy influido por el fotoperiodo y por la propia síntesis nocturna de 
melatonina, los estudios se realizaron durante las fases de luz y de oscuridad. 



Trabajo experimental 2 

92 

 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Reactivos 

La benserazida y el isoproterenol se adquirieron a Sigma (St. Louis, MO, 
EE.UU.). El L-triptófano se adquirió a Fluka biochemika (Switzerland). Los demás 
reactivos fueron de grado analítico y obtenidos de diversas casas comerciales. El 
agua utilizada fue alta calidad obtenida a partir de un sistema de desionización 
Water ProTM PS (Labconco® Co., MO, EE.UU.). Los estándares cromatográficos 
se prepararon siguiendo lo indicado en el Trabajo experimental 1. 

2.2 Animales 

Ratas de la raza Sprague-Dawley fueron dividas en grupos de cinco animales 
por jaula y acondicionadas a un fotoperiodo de luz-oscuridad de 12:12 horas 
(encendido de las luces a las 8:00 horas) durante al menos dos semanas antes 
de realizar el experimento. La temperatura se mantuvo constante a 21 ± 1ºC, y 
los animales tuvieron libre acceso a agua y comida. El peso de estos osciló entre 
270 ± 15 g en el momento de realizar los experimentos. 

2.3. Experimento 1. Administración de benserazida 

2.3.1. Administración de benserazida durante el día 

El experimento fue realizado durante la fase de luz, administrándose el 
tratamiento a las cuatro horas del encendido de las luces. Se utilizaron 50 
animales que fueron distribuidos en tres grupos diferentes según el tratamiento: 
control, benserazida 30 mg/Kg y benserazida 80 mg/Kg. La benserazida se 
disolvió en cloruro sódico 0.9% a la dosis deseada y se inyectó por vía i.p.. Los 
animales del grupo control recibieron tratamiento similar con el vehículo salino. 
Posteriormente, los animales de cada tratamiento se dividieron en tres 
subgrupos de cinco animales que fueron sacrificados por decapitación a una, 
tres y seis horas tras el tratamiento (Ver esquema 1). Además se incluyó un 
grupo de animales control que se sacrificaron a tiempo cero.  
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Esquema 1. Distribución de los animales y administración de los tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2. Administración de benserazida durante la noche 

Se siguió un protocolo similar al indicado en el experimento de administración de 
benserazida durante el día (ver Esquema 1). En este caso, los tratamientos se 
aplicaron justo antes del apagado de las luces, coincidiendo el punto de 
muestreo de las seis horas con la mitad de la noche, momento en el que los 
niveles de melatonina son máximos. 
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2.4. Experimento 2. Administración de isoproterenol + benserazida (día) 

El experimento fue realizado durante la fase de luz, administrándose el 
tratamiento a las cuatro horas del encendido de las luces Se utilizaron 40 
animales que fueron distribuidos en ocho grupos según el tratamiento recibido 
(control a tiempo cero, control a tiempo final, ISO 0.3 mg/Kg, ISO 1.0 mg/Kg, ISO 
0.3 mg/Kg + benserazida 30 mg/Kg, ISO 1.0 mg/Kg + benserazida 30 mg/Kg, 
ISO 0.3 mg/Kg + benserazida 80 mg/Kg e ISO 1.0 mg/Kg + benserazida 80 
mg/Kg). Tanto el isoproterenol como la benserazida se disolvieron en cloruro 
sódico 0.9% a las dosis deseadas, siendo administrados por vía intraperitoneal. 
Los animales del grupo control recibieron tratamiento similar con el vehículo 
salino. Los animales fueron sacrificados por decapitación a las dos horas tras la 
inyección (Esquema 2).  

Esquema 2. Distribución de los animales y administración de los tratamientos. 
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2.5. Experimento 3. Administración de L-triptófano 

2.5.1. Administración de L-triptófano durante el día 

El experimento fue realizado durante la fase de luz, administrándose el 
tratamiento a las cuatro horas del encendido de las luces. Se utilizaron 50 
animales que fueron divididos en tres grupos según el tratamiento aplicado 
(control, L-triptófano 50 mg/Kg y L-triptófano 250 mg/Kg). El L-Triptófano se 
administró por vía intraperitoneal disuelto en cloruro sódico 0.9% a las dosis 
desadas, ajustándose la solubilidad con NaOH 0.5 N. Los animales control 
recibieron vehículo salino.  

Esquema 3. Distribución de los animales y administración de los tratamientos. 
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Tras el tratamiento, las ratas se distribuyeron en subgrupos (n=5) y se 
sacrificaron por decapitación a una, tres, y seis horas después del tratamiento 
(Ver esquema 3). Un grupo de animales control fue inyectado y sacrificado 
inmediatamente (tiempo cero).  

2.5.2. Administración de L-triptófano durante la noche 

Se siguió un protocolo experimental similar al indicado anteriormente (Ver 
esquema 3). En este caso, los tratamientos fueron administrados justo antes del 
apagado de las luces, de forma que los últimos grupos de animales (seis horas 
del tratamiento) se muestrearon en la mitad de la noche, presuntamente 
coincidiendo con los niveles máximos de melatonina. 

2.6. Toma de muestras y procesamiento 

Tras el sacrificio de los animales, se extrajeron las glándulas pineales y se 
colocaron en viales mantenidos sobre nieve carbónica que fueron posteriormente 
guardados a –80ºC hasta su posterior análisis. En ese momento las glándulas 
pineales fueron descongeladas sobre hielo, se eliminaron los posibles restos de 
sangre y se introdujeron de forma individual en viales tipo Eppendorf de 1.5 ml, 
en donde fueron sonicadas en frío en un procesador ultrasónico de alta 
intensidad a 30 ciclos (3x3 seg) en 100µl de tampón fosfato 0.1 M (pH de 6.8) 
conteniendo 0.5 mM de Acetil-CoA. Posteriormente los tejidos se centrifugaron a 
14000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Del sobrenadante se tomaron alícuotas 
para la determinación inmediata de las actividad del enzima AANAT, mientras 
que otras alicuotas fueron congeladas a –80ºC para el posterior análisis 
cromatográfico de los diferentes compuestos pineales.  

2.7. Determinaciones de la actividad enzimática de la AANAT y del 
contenido de catecoles, indoles y melatonina en la glándula pineal 

Las condiciones de los ensayos de la actividad de la AANAT, así como la 
cuantificación del producto formado en la reacción (N-acetil-triptamina) se 
llevaron a cabo tal y como se indica en el Trabajo experimental 1. 
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Las determinaciones analíticas de los niveles de NA, DA, 5-HT, 5-HIAA, 5-HTP, 
NAS y melatonina en las glándulas pineales se realizaron siguiendo los 
procedimientos cromatográficos ya descritos en el primer trabajo. 

En los experimentos de administración de benserazida durante la noche no se 
cuantificaron los niveles de DA ni de 5-HTP debido a problemas analíticos. 
Asimismo, estos problemas también impidieron la cuantificacion de NA y de DA 
en el experimento de administración de isoproterenol + benserazida. 

2.8. Análisis estadístico 

Los datos están expresados como la media ± E.E.M. de los valores obtenidos en 
cada tiempo y grupo experimental.  

El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo mediante un ANOVA de una 
vía seguido de un test de comparaciones múltiples de Student-Newman Keuls 
(Systat Software).  En las gráficas se reflejan solo los resultados significativos 
tras la comparación de los grupos con diferentes tratamientos que se 
muestrearon en el mismo tiempo. 

3. RESULTADOS 

3.1. Experimento 1. Administración de benserazida 

3.1.1. Administración de benserazida durante el día 

La administración i.p. de benserazida (30 y 80 mg/Kg) durante el día produjo un 
incremento en los niveles de 5-HTP que fue estadísticamente significativo en 
comparación con el grupo control, aumentando hasta un máximo del 500% (vs 
niveles a tiempo cero) con la dosis más elevada y a las tres horas tras 
administrarse el tratamiento. El efecto estimulador se observó ya en la primera 
hora tras el tratamiento y se mantuvo hasta las seis horas que duró el 
experimento (Figura 1). 
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Por el contrario, los niveles de 5-HT y 5-HIAA en la glándula pineal disminuyeron 
de forma significativa con las dos dosis de benserazida (p<0.05 vs control). 
Como podemos ver en la Figura 2, esta reducción fue evidente ya en la primera 
hora tras la administración de benserazida (del orden del 89% para la 5-HT y del 
63% para el 5-HIAA) y se mantuvo a las 3 horas para ambos compuestos. Sin 
embargo, a las seis horas no se observaron diferencias significativas en el 
contenido de 5-HIAA entre los grupos tratados y control, aunque el efecto 
inhibitorio del tratamiento sobre el contenido de 5-HT permaneció hasta el final 
del experimento para la dosis de 80 mg/Kg. 

Con respecto al contenido de NAS en la glándula pineal, no se observaron 
diferencias estadísticamente significativas entre el grupo control y los tratados 
(Fig. 3). No obstante, los niveles de melatonina sufrieron un descenso 
significativo (p<0.05) con ambas dosis de benserazida a las 3 y 6 horas del 
tratamiento, y con la dosis mayor a las 6 horas del tratamiento. La mayor 
inhibición tuvo lugar en la primera hora tras el tratamiento con la dosis de 80 
mg/Kg (-82% vs control; Fig. 3). 
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Fig. 1. Secuencia temporal de cambios en los niveles de 5-HTP tras la 
administración i.p. de benserazida (30 y 80 mg/Kg) durante el día. Los 
datos representan la media ± E.E.M. de cinco animales en cada tiempo y 
tratamiento. *p<0,05 vs control (salino) a la misma hora. 
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Fig. 2. Secuencia temporal de cambios en los niveles de 5-HT y 5-
HIAA tras la administración i.p. de benserazida (30 y 80 mg/Kg) durante 
el día. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada 
tiempo y tratamiento. *p<0,05 vs control (salino) a la misma hora. 
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Fig. 3. Secuencia temporal de cambios en los niveles de NAS y 
melatonina tras la administración intraperitoneal de benserazida (30 y 80 
mg/Kg) durante el día. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 
animales en cada tiempo y tratamiento. *p<0,05 vs control (salino) a la 
misma hora y ap<0.05 vs benserazida 30 mg/Kg a la misma hora. 
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En cuanto a la actividad AANAT de la glándula pineal, ésta no se vio afectada 
por la aplicación intraperitoneal de benserazida durante el día (Fig. 4). 

Tampoco se observaron diferencias significativas en los niveles pineales de NA y 
DA tras la aplicación de benserazida, aunque en el contenido de DA presentó 
una clara tendencia al descenso, sobre todo, a las seis horas tras el tratamiento 
(Fig. 5). 
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Fig. 4. Secuencia temporal de cambios en los niveles de AANAT 
(ng/pineal) tras la administración intraperitoneal de benserazida (30 y 
80 mg/Kg) durante el día. Los datos representan la media ± E.E.M. de 
5 animales en cada tiempo y tratamiento. No se observaron diferencias 
entre los grupos de la misma hora. 
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Fig. 5. Secuencia temporal de cambios en los niveles de NA y DA tras la 
administración de benserazida (30 y 80 mg/Kg, i.p.) durante el día. Los 
datos representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada tiempo y 
tratamiento. No hubo cambios significativos con los tratamientos 
efectuados. 
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3.1.2. Administración de benserazida durante la noche 

La administración i.p. de benserazida durante la noche produjo con ambas dosis 
(30 y 80 mg/Kg) un descenso significativo en los niveles de 5-HT en la glándula 
pineal en la primera hora del tratamiento (88% vs control) (Fig. 6). A las tres 
horas del tratamiento, solo la dosis mayor produjo un descenso significativo 
(50% vs control), mientras que a las 6 horas, no hubo diferencias con ninguna 
dosis de benserazida entre los animales tratados y control.  

Los niveles de 5-HIAA presentaron unos perfiles de evolución temporal similares 
a los encontrados para los niveles de 5-HT (Fig. 6). De esta forma, se observó 
un descenso del contenido de 5-HIAA en la glándula pineal como consecuencia 
de la administración de benserazida a las dosis de 30 y 80 mg/Kg. En la Figura 6 
se observa que dicha disminución se produjo en la primera y tercera hora tras el 
tratamiento, alcanzándose una caída máxima del 65% vs control para la dosis de 
80 mg/Kg durante la primera hora post-inyección. 

En la Figura 7 se muestran los cambios producidos por la inyección de 
benserazida en los niveles de NAS y melatonina en la glándula pineal, que en 
ambos casos se caracterizaron por disminución de sus contenidos. Con respecto 
a la melatonina, ambas dosis de benserazida resultaron en descensos de casi un 
80% de los niveles de la hormona en la primera hora, con respecto al control. A 
las 3 y 6 horas del tratamiento solo la dosis mayor provocó caídas significativas 
de melatonina (aprox. 40% de los valores del control). Con respecto a los niveles 
de NAS, se encontraron disminuciones las 3 y 6 horas del tratamiento con 
benserazida 80 mg/Kg, y a las 6 horas con ambas dosis. 
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Fig. 6. Secuencia temporal de cambios en los niveles de 5-HT y 5-HIAA tras 
la administración intraperitoneal de benserazida (30 y 80 mg/Kg) durante la 
noche. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada 
tiempo y tratamiento. *p<0,05 vs control (salino) del mismo tiempo. La barra 
indica la fase de oscuridad. 
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Fig. 7. Secuencia temporal de cambios en los niveles de NAS y 
melatonina tras la administración intraperitoneal de benserazida (30 y 
80 mg/Kg) durante la noche. Los datos representan la media ± E.E.M. 
de 5 animales en cada tiempo y tratamiento. *p<0,05 vs control 
(salino) del mismo tiempo. La barra indica la fase de oscuridad. 
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En la Figura 8 se muestra el efecto de la benserazida sobre la actividad AANAT 
en la glándula pineal durante la noche. No se observaron cambios significativos 
con ninguna de las dos dosis ensayadas.  

El tratamiento con benserazida a las concentraciones de 30 y 80 mg/Kg tampoco 
produjo alteraciones significativas de los niveles nocturnos de NA en la glándula 
pineal (Fig. 9).  
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Fig. 8. Secuencia temporal de cambios en los niveles de la actividad 
NAT tras la administración intraperitoneal de benserazida (30 y 80 
mg/Kg) durante la noche. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 
animales en cada tiempo y tratamiento. La barra indica la fase de 
oscuridad. No se observaron diferencias entre los grupos de la misma 
hora. 
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Fig. 9. Secuencia temporal de cambios en los niveles de NA (ng/pineal) 
tras la administración intraperitoneal de benserazida (30 y 80 mg/Kg) 
durante la noche. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 
animales en cada tiempo y tratamiento. La barra indica la fase de 
oscuridad. No se observaron diferencias entre los grupos de la misma 
hora. 

3.2. Experimento 2. Efecto del isoproterenol solo y/o combinado con 
benserazida 

La administración de ISO (0.3 y 1 mg/Kg) no produjo cambios significativos en 
los niveles de 5-HTP en la glándula pineal (Fig. 10). Al combinar el tratamiento 
de ISO con benserazida, se observó un incremento en el contenido de 5-HTP 
que fue significativo con ambas dosis de benserazida (30 y 80 mg/Kg) tanto en 
relación con grupo control (salino) como el grupo que recibió solo ISO (0.3 ó 1.0 
mg/Kg). 
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Fig. 10. Niveles de 5-HTP tras la administración de ISO (0.3 y 1.0 mg/Kg, i.p.) 
solo o en combinación con benserazida (30 y 80 mg/Kg). Los datos 
representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada tratamiento. *p<0,05 vs 
control (salino) del mismo tiempo (2 horas tras el tratamiento). # p<0,05 vs 
grupo tratado con ISO (sin benserazida). 

Los cambios provocados por el tratamiento con ISO solo y en combinación con 
benserazida sobre los contenidos de 5-HT y 5-HIAA siguieron un patrón similar 
(Fig. 11). Así, se observó que ninguna de las dosis de ISO, administrado solo, 
produjo cambios con respecto al grupo control. Sin embargo, al combinar ISO 
con benserazida 30 y 80 mg/Kg se observó un descenso en los niveles de 
ambas aminas que fue significativo con respecto al grupo control y al grupo 
tratado con ISO solo. En el caso de la 5-HT, los porcentajes de descenso 
estuvieron comprendidos entre -45% y -78%, lográndose éste último con la 
mayor dosis del tratamiento combinado de benserazida e ISO. 
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Fig. 11. Niveles de 5-HT y 5-HIAA tras la administración de ISO (0.3 y 1.0 
mg/Kg, i.p.) solo o en combinación con benserazida (30 y 80 mg/Kg). Los 
datos representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada tratamiento. 
*p<0,05 vs control (salino) del mismo tiempo (2 horas tras el tratamiento). # 
p<0,05 vs grupo tratado con ISO (sin benserazida). 
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Fig. 12. Niveles de NAS y melatonina tras la administración de ISO (0.3 y 1.0 
mg/Kg, i.p.) solo o en combinación con benserazida (30 y 80 mg/Kg). Los datos 
representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada tratamiento. *p<0,05 vs 
control (salino) del mismo tiempo (2 horas tras el tratamiento). # p<0,05 vs grupo 
tratado con ISO (sin benserazida). 
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Los niveles de NAS y melatonina se muestran en la Figura 12. Tras la 
administraciónde ISO a las dosis de 0.3 y 1.0 mg/Kg, se observó un aumento en 
los niveles de NAS y melatonina en la glándula pineal en comparación con el 
grupo control sacrificado a la misma hora (p<0.05). La combinación de ISO 0.3 
mg/Kg con benserazida 30 mg/Kg y 80 mg/Kg no provocó cambios significativos 
en los niveles de NAS en relación a los animales que recibieron ISO 0.3mg/Kg 
solo, aunque se observó una caída de casi un 50% con la dosis mayor de 
benserazida (no significativo). Sin embargo, cuando se combinó ISO 1.0 mg/Kg y 
benserazida (30 y 80 mg/Kg) se produjo una fuerte disminución del contenido de 
NAS con respecto a los animales tratados solo con ISO 1.0 mg/Kg (-85% vs ISO, 
p<0.05) en relación al grupo de ISO 1.0 mg/Kg. Los grupos que recibieron ISO 
1.0 mg/Kg y benserazida no fueron significativamente diferentes del grupo 
tratado con salino (control). 

Con respecto a la melatonina, los resultados fueron similares a los observados 
para NAS, con aumentos provocados por el ISO (0.3 mg/Kg: +100%; 1.0 mg/Kg: 
+260% vs salino a la misma hora). El tratamiento conjunto de ISO + benserazida 
(30 mg/Kg ó 80 mg/Kg) resultó en un descenso en los niveles de melatonina, 
aunque en ningún caso (ni con ISO 0.3 mg/Kg, ni con ISO 1.0 mg/Kg) se alcanzó 
la significación, probablemente debido a la elevada variabilidad encontrada en 
los animales tratados con ISO. 

En cuanto a la actividad AANAT, ambas dosis de ISO produjeron aumentos de la 
misma, pero solo se alcanzó significación con la dosis mayor (ISO 1.0 mg/Kg) con 
respecto a los animales que recibieron salino y que fueron sacrificados a la misma 
hora (Fig. 13). Cuando el ISO se administró conjuntamente con benserazida (30 y 
80 mg/Kg), no se observaron cambios en relación con el efecto de ISO solo. 
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Fig. 13. Actividad AANAT pineal tras la administración de ISO (0.3 y 1.0 mg/Kg, 
i.p.) solo o en combinación con benserazida (30 y 80 mg/Kg). Los datos 
representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada tratamiento. *p<0,05 vs 
control (salino) del mismo tiempo (2 horas tras el tratamiento).  

3.3. Experimento 3. Administración de L-triptófano 

3.3.1. Administración de L-triptófano durante el día 

La administración del aminoácido L-triptófano durante el día, produjo un 
incremento de los niveles de 5-HTP en la glándula pineal. Este incremento fue 
significativo (p<0.05) con las dosis de 50 y de 250 mg/Kg, obteniéndose el mayor 
efecto con la dosis mayor y una hora tras el tratamiento (+1696% vs control). El 
efecto decayó con el tiempo de forma que a las seis horas post-inyección ya se 
obtuvieron valores similares al control (Fig. 14). 
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Fig. 14. Secuencia temporal de cambios en los niveles de 5-HTP tras la 
administración intraperitoneal de L-triptófano (50 y 250 mg/Kg) durante el 
día. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada 
tiempo y tratamiento. *p<0,05 vs control (salino), ap<0.05 vs L-triptófano 50 
mg/Kg. 

De manera similar al 5-HTP, el contenido de 5-HT aumentó fuertemente en los 
animales tratados con L-Trp. Los mayores efectos se obtuvieron con la dosis de 
250mg/Kg, alcanzándose un máximo incremento una hora tras el tratamiento 
(+155% con respecto a control) que fue seguido por una reducción paulatina 
hasta las 6 horas. Con la dosis de L-Trp 50mg/Kg no se observaron diferencias 
significativas con el control (Fig. 15). 
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Fig. 15. Secuencia temporal de cambios en los niveles de 5-HT y 5-HIAA tras 
la administración de L-triptófano (50 y 250 mg/Kg, i.p.) durante el día. Los datos 
representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada tiempo y tratamiento. 
*p<0,05 vs control (salino), ap<0.05 vs L-triptófano 50 mg/Kg. 
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Fig. 16. Secuencia temporal de cambios en los niveles de NAS y 
melatonina tras la administración intraperitoneal de L-triptófano (50 y 250 
mg/Kg) durante el día. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 
animales en cada tiempo y tratamiento. *p<0,05 vs control (salino), 
ap<0.05 vs L-triptófano 50 mg/Kg. 
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En cuanto a los niveles de 5-HIAA, se observó un aumento en los grupos 
tratados con L-Trp (Fig. 15). Este incremento fue significativo solo con la dosis 
de 250 mg/Kg en todos los tiempos estudiados, alcanzándose valores máximos 
del +58% con respecto al control a la primera hora posterior al tratamiento.  

Del mismo modo, la administración de L-triptófano 250 mg/Kg produjo un 
aumento en los niveles de NAS (+159% con respecto al control). La dosis menor 
de L-Trp no produjo cambios significativos (Fig. 16). También los niveles de 
melatonina mostraron niveles mayores que los animales control en todos los 
tiempos estudiados (1, 3 y 6 horas tras el tratamiento con L-Trp 250 mg/Kg). La 
dosis de 50 mg/Kg no originó cambios significativos en la melatonina (Fig. 16). 
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Fig. 17. Secuencia temporal de cambios en los niveles de AANAT tras la 
administración intraperitoneal de L-triptófano (50 y 250 mg/Kg) durante el 
día. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada tiempo 
y tratamiento. No se observaron diferencias entre los grupos de la misma 
hora. 

Con respecto a la actividad AANAT pineal, no se observaron efectos 
significativos del tratamiento con L-Trp a las dos dosis ensayadas (Fig. 17). 
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Por último, tampoco se observaron alteraciones en el contenido de 
catecolaminas (NA y DA) en la glándula pineal tras el tratamiento con L-Trp (Fig. 
18). 
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Fig. 18. Secuencia temporal de cambios en los niveles de NA y DA tras la 
administración de L-triptófano (50 y 250 mg/Kg, i.p.) durante el día. Los datos 
representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada tiempo y tratamiento. 
No se observaron diferencias entre los grupos de la misma hora. 
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3.3.2. Administración de L-triptófano durante la noche 

En este experimento nocturno no se pudieron medir los niveles de 5-HTP 
pineales debido a problemas analíticos surgidos en la experimentación. Con 
respecto a los otros indoles, los niveles observados en el grupo control 
decayeron progresivamente durante las primeras horas de la noche, siendo a las 
6 horas significativamente menores que los hallados a tiempo cero (inicio de la 
noche). En los grupos en los que administró L-triptófano al inicio de la noche, se 
observó un incremento significativo en los niveles de 5-HT a 1 y 3 horas del 
tratamiento (p<0.05 vs respectivo control). El mayor efecto se observó a una 
hora tras la inyección del tratamiento y con la dosis de 250 mg/Kg (+117% vs 
control), el cual decayó hasta las 6 horas donde se obtuvieron valores similares 
al del grupo control (Fig. 19). Con la dosis de 50 mg/Kg solo se observó un 
aumento significativo a 1 hora post-inyección. 

Con respecto a los niveles de 5-HIAA, se observó una caída paulatina en el 
grupo control durante las 6 primeras horas de oscuridad (Fig. 19). En los 
animales tratados con L-Trp esta caída no fue tan acusada, particularmente en el 
grupo que recibió la dosis de 250 mg/Kg que presentó niveles de 5-HIAA 
mayores que el grupo control a las 3 horas del tratamiento (p<0.05). Con la dosis 
de 50 mg/Kg no hubo cambios significativos. 

Como se observa en la Figura 20, el tratamiento con L-Trp no afectó al 
incremento normal que se produce durante las primeras horas de la noche en los 
niveles de NAS y melatonina en la glándula pineal. Solo se observaron ligeros 
incrementos con la dosis mayor de L-Trp a las 6 h del tratamiento, coincidiendo 
con los mayores niveles de NAS y melatonina, aunque estos no fueron 
significativos. Tampoco se detectaron cambios significativos en la actividad 
AANAT (Fig. 21), la cual tanto en los grupos control como en los que recibieron 
L-Trp, presentó un fuerte aumento durante las primeras horas de la noche. 
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Fig. 19. Secuencia temporal de cambios en los niveles de 5-HT y 5-HIAA 
tras la administración intraperitoneal de L-triptófano (50 y 250 mg/Kg) 
durante la noche. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 animales en 
cada tiempo y tratamiento. *p<0.05 vs salino al mismo tiempo, ap<0.05 vs L-
triptófano 50 mg/Kg. La barra indica la fase de oscuridad. 
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Fig. 20. Secuencia temporal del contenido de NAS y melatonina tras la 
administración intraperitoneal de L-triptófano (50 y 250 mg/Kg) durante 
la noche. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 animales en 
cada tiempo y tratamiento. La barra indica la fase de oscuridad. No se 
observaron diferencias entre los grupos de la misma hora. 
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Fig. 21. Secuencia temporal de cambios la actividad AANAT tras la 
administración intraperitoneal de L-triptófano (50 y 250 mg/Kg) durante la 
noche. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 animales en cada 
tiempo y tratamiento. La barra indica la fase de oscuridad. No se 
observaron diferencias entre los grupos de la misma hora. 

Con respecto a las catecolaminas pineales, no se encontraron alteraciones en 
sus niveles debido al tratamiento con L-triptófano en ninguna de las dosis y 
tiempos estudiados (Fig. 22). 
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Fig. 22. Secuencia temporal de cambios en los niveles de NA y DA 
tras la administración intraperitoneal de L-triptófano (50 y 250 mg/Kg) 
durante la noche. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 
animales en cada tiempo y tratamiento. No se observan diferencias 
entre los grupos de la misma hora. La barra indica la fase de 
oscuridad. 
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TRABAJO EXPERIMENTAL 3  
 
 

 
1. Puesta a punto de una técnica de microdiálisis para el 

estudio in vivo de la liberación de melatonina en la 
glándula pineal de la rata. 

 
2. Evaluación mediante microdiálisis de los cambios 

diarios de los niveles extracelulares de indoles y 
melatonina en la glándula pineal de la rata en libre 
movimiento.  
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1. OBJETIVO 

En el Trabajo experimental 1 se ha demostrado que en la glándula pineal de 
la rata existe un marcado ritmo en el contenido de melatonina, el cual es 
generado en base a la actividad circadiana emitida desde el núcleo 
supraquiasmático del hipotálamo (Klein et al., 1997). Además, hemos 
constatado la existencia de elevadas concentraciones de 5-HT que juegan 
una función importante al servir como precursor de la síntesis de melatonina, 
hecho que viene corroborado por la correlación inversa entre los niveles de 
estos compuestos a lo largo el ciclo día/noche. No obstante, esta función 
podría no ser la única ya que: i) no existe una clara relación estequiométrica 
entre los niveles diurnos y nocturnos de serotonina y melatonina, ii) los 
niveles de 5-HT disminuyen prontamente al inicio de la fase de oscuridad, 
mientras que la actividad de la N-acetiltransferasa y la síntesis de 
melatonina no alcanzan su máximo hasta pasadas 2-3 horas de dicho inicio, 
iii) existen trabajos que demuestran que una parte de la 5-HT pineal puede 
ser secretada extracelularmente (Sun et al., 2002), pudiendo esta contribuir 
a la regulación de los niveles intrapinealocitarios y, con ello, a la 
disponibilidad de 5-HT para la síntesis de melatonina (Míguez et al., 1997b).  

A pesar de que los niveles de melatonina pueden ser determinados 
fácilmente en varios fluidos corporales y en el tejido pineal, la monitorización 
continua del proceso de secreción endocrina pineal puede ofrecer una visión 
más fiable de los cambios que ocurren en la síntesis de melatonina lo largo 
del ciclo diario y de los mecanismos de su regulación. En los últimos años, 
las técnicas de microdiálisis han sido utilizadas con éxito para monitorizar la 
liberación de neurotransmisores en diversos tejidos neuronales (Westerink y 
Cremers, 2007). La posibilidad de que estas técnicas puedan ser aplicadas 
en animales en libre movimiento las hace de especial interés para el estudio 
de procesos rítmicos que deben ser monitorizados de forma continuada con 
la menor alteración posible de la actividad animal. Por ello, un limitado 
número de laboratorios han intentado aplicar la microdiálisis al estudio de la 
función pineal en roedores (Azekawa et al., 1991; Barassin et al., 1999; Sun 
et al., 2003), habiéndose observado varios condicionantes técnicos que han 
de ser solventados en cada laboratorio de forma particular (Barassin et al., 
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1999). Teniendo en cuenta esos preliminares, en el presente trabajo nos 
hemos propuesto los siguientes objetivos:  

� Poner a punto una metodología de microdiálisis útil para la 
monitorización continua y prolongada en el tiempo de los niveles 
extracelulares de melatonina y de indoles en la glándula pineal de la 
rata en libre movimiento. 

� Evaluar las fluctuaciones diarias de la liberación de melatonina e 
indoles pineales en la rata en libre movimiento y profundizar en la 
comprensión de la interacción funcional entre el principal producto de 
la glándula pineal, la melatonina, y su precursor metabólico, la 
serotonina. 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Reactivos 

La melatonina, la 5-HT, la N-acetiltriptamina, y el 5-HIAA y el isoproterenol, 
fueron adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, EEUU). Los demás reactivos 
fueron de grado analítico y se obtuvieron de casas comerciales. El agua 
utilizada fue alta calidad obtenida a partir de un sistema de desionización. 
Los estándares cromatográficos (5-HT, 5-HIAA, melatonina y NAS) se 
prepararon tal y como se describe en el Trabajo experimental 1.  

2.2. Animales de experimentación 

Se emplearon ratas macho de la raza Sprague Dawley de 280 ± 20 g de 
peso mantenidas bajo un fotoperiodo L:O 14:10, con una temperatura 
controlada de 21 ± 1 ºC y con libre acceso a agua y comida. A efectos de 
facilitar del desarrollo experimental, en el experimento 1 los animales se 
expusieron a un fotoperiodo en el que se invirtieron las fases de luz y 
oscuridad, de forma que el encendido de las luces tuvo lugar a las 20:00 
horas y el pagado a las 10:00 horas. Los animales se mantuvieron en estas 
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condiciones durante al menos dos semanas consecutivas antes de realizar 
cualquier experimento. En el experimento 2 la situación lumínica fue la de un 
fotociclo normal con encendido de las luces a las 08:00 h y apagado a las 
22:00 horas. 

El manejo de los animales fue llevado a cabo según la legislación española: 
RD 1201/2005 del 10 de octubre sobre protección de los animales utilizados 
para experimentación y otros fines científicos (BOE nº 252 del 21 de 
octubre). 

2.3. Desarrollo de una técnica de microdiálisis válida para estudios 
pineales  

2.3.1. Fundamentos de las técnicas de microdiálisis intracerebral 

La microdiálisis cerebral es una técnica diseñada para obtener y poder 
cuantificar niveles de neurotransmisores, metabolitos y otras sustancias 
endógenas relacionadas con la actividad del sistema nervioso en animales 
conscientes y en libre movimiento (Westerink et al., 1987; Di Chiara et al., 
1996; Ungerstedt, 1997; Parent et al., 2001). Además, permite la 
administración de fármacos y tóxicos en animales de forma local, evitando 
interacciones inespecificas con los sistemas generales de regulación 
(Westerink y Cremers, 2007). La técnica se basa en la difusión de moléculas 
solubles a través de una membrana semipermeable, la cual es implantada 
entre el medio que contiene los compuestos a medir (por ejemplo el espacio 
intersticial cerebral) y una solución que carece de dichas sustancias (medio 
de perfusión). Para los estudios en el cerebro de animales de 
experimentación in vivo, se utilizan sondas que portan en su extremo final la 
membrana de diálisis. La implantación de dichas sondas mediante técnicas 
estereotáxicas permite acceder a un tejido cerebral específico. 

Esta técnica presenta una serie de ventajas con respecto a otras utilizadas 
para el estudio de la función nerviosa (Benveniste, 1989), entre ellas se 
pueden citar: 
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1. Puede ser utilizada en animales despiertos en libre movimiento 
(estudios de comportamiento) y en animales anestesiados (estudios 
neurofarmacológicos). 

2. Puede ser aplicada a casi todas las áreas cerebrales, 
independientemente de su tamaño (hasta cierto límite) y localización.  

3. El daño en el tejido cerebral es mínimo durante los primeros días 
posteriores a la implantación de la sonda. 

4. Se obtienen muestras poco contaminadas que no requieren 
desproteinización para su posterior análisis. 

5. Los compuestos obtenidos no sufren degradación enzimática. 

6. La sonda de microdiálisis puede ser utilizada como un sistema de 
suministro de fármacos in situ, permitiendo la localización específica 
de éstos en el área de investigación. 

El gran desarrollo de la microdiálisis cerebral desde hace aproximadamente 
tres décadas ha incrementado de forma sorprendente nuestros 
conocimientos sobre los procesos bioquímicos que tienen lugar en el tejido 
cerebral, convirtiéndose en el método de referencia para la toma de 
muestras in vivo.  

2.3.2. La sonda de microdiálisis: modelos y características 

Se han descrito al menos tres tipos de sondas para uso en microdiálisis: 
concéntricas, dobladas en U y transversales, todas ellas optimizadas para la 
aplicación a nivel cerebral según la zona a estudiar (Di Chiara, 1990; 
Ungerstedt, 1997). Tanto a nivel de uso experimental, como en lo referente a 
su disponibilidad comercial, las sondas de microdiálisis más habituales son 
las de tipo concéntrico con cánula única. En ellas la membrana de diálisis va 
insertada en el extremo final de una cánula metálica, por cuyo interior se 
hacen pasar dos capilares finos de sílice de diferente longitud y que 
constituyen las vías de entrada y salida del líquido de perfusión en la sonda. 
Estas sondas son particularmente útiles y ventajosas en la implantación 
vertical en la mayor parte de regiones cerebrales, ofreciendo además como 



Microdiálisis pineal en libre movimiento 

129 

 

ventajas su reducido volumen muerto y tamaño. Por otro lado, las sondas en 
U y las transversales son menos frecuentes, aunque presentan 
características interesantes para su utilización en zonas cerebrales de difícil 
acceso y en determinados modelos experimentales (Di Chiara, 1990). 

La membrana de diálisis es el componente crítico de la sonda, ya que es la 
interfase donde se produce la transferencia de sustancias entre el fluido 
extracelular en el que están presentes los compuestos de interés y el medio 
de perfusión utilizado (líquido cefalorraquídeo artificial: LCRa). Por ello la 
membrana de diálisis ideal debe de ser inerte (no irritante para el tejido) y 
permitir el paso selectivo de moléculas de pequeño tamaño (diámetro de 
poro menor de 15.000 daltons para neurotransmisores y sus metabolitos), 
pero prevenir el paso de enzimas para evitar la degradación de aquellos. En 
general, estas membranas son las mismas que se utilizan para diálisis renal 
y su composición suele ser sobre la base de polimeros acrílicos y de metil-
celulosa. 

 

Esquema 1. Estructura y funcionamiento de una sonda de microdiálisis. 

La utilización de las sondas de microdiálisis in vivo requiere el control de 
parámetros tales como la naturaleza, longitud de la membrana de diálisis y 
tasa de flujo de la perfusión. Estos factores determinan el rendimiento de la 
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sonda, es decir, el porcentaje de recuperación de los compuestos presentes 
en el líquido intersticial, por lo que su efecto ha ser establecido con 
anterioridad. Dada la enorme dificultad de realizar esta evaluación in vivo, 
ésta se lleva a cabo in vitro utilizando soluciones con concentraciones 
conocidas de las sustancias que se pretenden determinar. Aunque la 
difusión de sustancias a través de la membrana de diálisis debe ser 
diferente (presumiblemente menor) in vivo que in vitro, los valores de 
rendimiento de la sonda in vitro son un buen indicativo del funcionamiento 
correcto de la misma y de las condiciones de repetitibilidad del experimento. 

2.3.3. Implantación de las sondas y medios de perfusión 

El procedimiento que se sigue para la implantación y localización de las 
sondas en el cerebro es similar al que se sigue en la implantación de 
electrodos o de cánulas intracerebrales para administración de tratamientos, 
teniendo en cuenta que debe realizarse una fijación permanente de la sonda 
al hueso del cráneo, a fin de evitar el desplazamiento y rotura de la misma.  

La vida media de la sonda implantada en el cerebro es, por lo general, de 
unos pocos días, a partir de los cuales se produce una reacción gliótica que 
se desarrolla en el tejido que está en contacto con la sonda; el resultado es 
un revestimiento de la membrana semipermeable con células inflamadas y 
tejido conectivo que forma una barrera que impide la difusión entre el líquido 
extracelular cerebral y el medio de perfusión (Benveniste, 1989). 

Las soluciones de perfusión que se utilizan en experiencias de microdiálisis 
cerebral son aproximaciones a la composición real del líquido extracelular 
cerebral y de igual osmolaridad. De este modo, la presión osmótica ejercida 
por los iones de los compartimentos intra- y extracánula es idéntica, lo que 
permite el equilibrio entre los dos compartimentos y la difusión pasiva 
bilateral a través de la membrana de las sustancias. Así, el desplazamiento 
de los solutos dependerá básicamente de la diferencia de concentraciones 
entre el medio extracelular y el líquido de perfusión que circula por el interior 
de la sonda (Sharp et al., 1987). En general los medios de perfusión son 
soluciones con concentraciones fisiológicas de los iones electroactivos (Na+, 
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Cl-, K+, Ca++, Mg++, etc.) más comunes del líquido cefalorraquídeo. Es por 
ello que reciben la denominación de líquido cefalorraquideo artificial. 

2.3.4. Componentes del sistema de microdiálisis utilizado en los 

estudios 

El sistema básico de microdiálisis utilizado incluyó una bomba de 
microinfusión (KDScientific, Letica, Barcelona) con jeringas adaptables 
(Hamilton; 1 ml de volumen máximo), tubos de polietileno (CMA, diámetro 
interno de 0.38 mm y diámetro externo de 0.7 mm), conectores de plástico 
(CMA) y sondas de microdiálisis (fabricadas en nuestro laboratorio). Los 
tubos de polietileno y los conexiones fueron acortados al mínimo posible a 
fin de reducir el volumen muerto; los conectores plásticos sirvieron para unir 
las jeringas rellenas de LCRa con los tubos de polietileno y a estos con la 
entrada y salida de la sonda. Para la recolección de las muestras se 
utilizaron viales de cristal de volumen mínimo con sección cónica (Waters 
M144) especiales para autoinyectores. 

El LCRa utilizado en los experimentos, estuvo compuesto por: NaCl 125 
mM, KCl 2.5 mM, CaCl2 1.26 mM, MgCl2.6H2O 1.18 mM. (pH= 6.5-6.8). Este 
medio fue seleccionado de acuerdo con lo descrito por Adell y Artigas 
(1991). 

Construcción de sondas de microdiálisis “tipo L”  

La glándula pineal de la rata se sitúa justo por debajo de la confluencia del 
seno sagital superior y el seno transverso, lo que complica enormemente la 
implantación de sondas de tipo vertical. Por ello, y con el fin de no dañar el 
aporte sanguíneo, la implantación de la sonda debe realizarse de forma que 
evite estos senos. En este sentido, se han descrito métodos de implantación 
en sentido diagonal (Sun et al., 2003) y transversal (Drijfhout et al., 1993), 
todos ellos con aparataje específico y maniobras complejas que hacen difícil 
su incorporación a otros laboratorios.  
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En nuestro laboratorio hemos realizado una novedosa modificación de la 
sonda de microdiálisis para facilitar su implantación en la glándula pineal, 
permitiendo la realización de experimentos en animales en libre movimiento 
de forma continuada. Por ello la sonda fue construida expresamente para tal 
fin, presentando como característica principal la formación de un ángulo de 
90º, haciendo una “L” en la cánula de implantación (Fig. 1). La inserción de 
la sonda en el cerebro hasta alcanzar el tejido pineal implicó atravesar un 
hemisferio cerebral, introduciendo la sonda en un acceso lateral realizado en 
el temporal derecho del cráneo de la rata. 

Los detalles de la construcción de la sonda de microdiáisis fueron expuestos 
en el III Congreso de la Federación Española de Sociedades de Biología 

Experimental. Alicante, 2000, (Paz-Valiñas et al., 2000). En el 3rd European 

Conference on Comparative Neurobiology: Modern Views on Brain 

Homologies. Murcia, 2001, (Paz-Valiñas et al., 2001), y en la reunión de 

“Cronobiología 2000”, celebrado en el Institut des Neurosciences Cellulaires 

et Intégratives, Département de Neurobiologie des Rythmes de la 

Universidad de Estrasburgo, Francia, (Paz-Valiñas, 2000).  

A continuación se detallan brevemente los principales pasos para la 
fabricación de la sonda de microdiálisis, que utilizó los siguientes materiales 
específicos: 

1.-Membrana de diálisis de celulosa (Spectra/Por Hollow Fiber bundless; 
Spectrum Med. Inc.; LA, USA; diámetro interno de 200 µm). Cutoff de 
9000 daltons.  

2.-Cánulas metálicas de acero inoxidable de 26 G (d. i. de 450 µm) y 23 G 
(diámetro interno de 600 µm). 

3.-Capilares de sílice fundida de 40 µm d.i. x 150 µm d.e. (Harvard 
apparatus, Ma, EEUU).  

4.-Resina epoxi (Araldite rápido; Ciba-Geigy, Suiza). 

5.-Micropinzas, microtijeras, minitaladro con equipamiento diverso y lupa. 
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La secuencia de pasos para la realización de la sonda fue la siguiente 
(Fig.1): 

1. Introducir el capilar de sílice (aproximadamente 4 cm) por el interior de 
una cánula de acero inoxidable (26 G; 15 mm longitud), hasta la mitad de 
su longitud. Se realiza entonces un pequeño agujero en el lateral del 
sílice, a 1.5 mm del extremo final del mismo. Dicho extremo se había 
cortado previamente en bisel. 

2. Se dobla el tubo de acero inoxidable hasta realizar un ángulo de 90º. Se 
desliza con cuidado el sílice por el interior de la cánula metálica de tal 
forma que sobresalga 2 mm desde el extremo final. 

3. Se coloca una sección de membrana alrededor del extremo final del tubo 
de sílice, de un tamaño ligeramente mayor, de forma que se introduzca 2 
mm en la cánula metálica. Se sella la membrana a la cánula con resina 
epoxi. Además, con dicha resina se tapona el extremo final (ambos: 
membrana y sílice) de la sonda con cuidado de no bloquear el agujero 
lateral realizado anteriormente en el sílice. 

4. Finalmente se realiza el cuerpo de la sonda. Para ello en el extremo 
superior de la sonda, se introducen dos cánulas 26 G alrededor del sílice 
(cánula de entrada y cánula de salida). Estas cánulas metálicas actúan 
dan soporte y protección externa a los capilares de sílice por dentro de 
los cuales discurre el líquido de perfusión. Por último, se sitúan los 
elementos ensamblados en un molde y éste se rellena con resina epoxi 
formado el cuerpo de la sonda. 
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Fig. 1. Sonda de microdiálisis “tipo L”, con ángulo de 90º para facilitar la 
implantación hemitranscerebral y la localización en la glándula pineal. 

2.4. Ensayos de recuperación in vitro para determinar el rendimiento de 
las sondas de microdiálisis 

Previamente a su utilización, las sondas fueron testadas in vitro a fin de 
establecer el porcentaje de rendimiento de las mismas. Para ello, las sondas 
fueron primeramente lavadas a fin de eliminar los posibles residuos que 
pudieran quedar en el interior de las cánulas y en la membrana de diálisis. El 
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lavado se realizó con metanol 15% (15 min a 4 µl/min) seguido por agua 
desionizada (15 min a 4 µl/min). 

El rendimiento de cada sonda fue evaluado mediante pruebas in vitro. Para 
ello, se preparó una solución de LCRa en la que se diluyeron los 
compuestos de interés: 5-HT, 5-HIAA y NAS (todos a la concentración de 25 
pg/µl) y melatonina (100 pg/µl). Las sondas se introdujeron en esta solución 
y fueron perfundidas a diferentes flujos (1-4 µl/min). Los compuestos 
extraídos fueron analizados mediante HPLC.  

2.4.1. Implantación de la sonda en la glándula pineal de la rata 

Los animales fueron anestesiados con cloral hidrato (450 mg/Kg, i.p.). Una 
vez bajo los efectos de la anestesia, la piel de la cabeza del animal fue 
afeitada y se realizó una incisión en la zona que cubre el cráneo con unas 
microtijeras a fin de dejar éste al descubierto. Tras observar las suturas 
craneales se efectuó la colocación de dos tornillos que servirán de punto de 
sujeción para la sonda. Posteriormente el animal fue fijado al aparato de 
estereotáxia (Narishige Sci. Instr. Lab., Tokio, Japón) y se tomaron como 
referencia el bregma y el lambda para realizar las medidas verticales a fin de 
localizar el cráneo en posición horizontal. Se realizó también un corte en el 
lateral y se limpió el cráneo en una pequeña zona del temporal derecho. Con 
la ayuda de un microtorno (Narshige, Tokio, Japón) se realizó un acceso 
para facilitar la inserción hemitranscerebral de la sonda, en dirección a la 
glándula pineal. Dicho proceso se realizó con ayuda del micromanipulador y 
tomando las coordenadas oportunas dadas por atlas esterotáxicos 
(Pellegrino et al., 1979; Palkovitz y Brownstein, 1988) (Fig. 2). 

El bregma fue utilizado como punto de referencia de las coordenadas 
antero-posterior (AP: -8.3 mm) y la superficie del cráneo para la coordenada 
dorso-ventral (+2.4 mm). La distancia medio-lateral se calculó en el 
momento de la implantación situando la sonda encima del cráneo, justo por 
detrás del lambda. Seguidamente se perforó la duramadre para asegurar la 
accesibilidad en el momento de la inserción de la sonda. Este proceso fue 
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realizado con sumo cuidado para evitar el daño del tejido cerebral y/o los 
senos adyacentes. 

Para su implantación las sondas fueron colocadas en el micromanipulador 
del aparato de estereotáxia y se mantuvieron perfundidas a un flujo de 4 
µl/min para aumentar la tensión intramembrana y evitar su rotura. Una vez 
implantadas, la sonda se fijó con cemento dental al cráneo y a los tornillos 
insertados en él. En la Figura 3 se esquematiza la localización ideal de la 
sonda en la glándula pineal. 
 

 

Fig. 2. Animal de experimentación en el aparato de estereotáxia con 
la sonda de microdiálisis implantada. 

Una vez finalizada la implantación, se procedió a suturar la piel del cráneo, 
añadiéndose un antiséptico de uso tópico. El tiempo requerido para realizar 
todo el proceso de implantación fue de 30-40 min. Durante este tiempo las 
ratas anestesiadas se dispusieron de manera continuada sobre una manta 
calefactora a fin de mantener una temperatura corporal constante. 
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Tras la operación, el animal se retiró del aparato de estereotáxia y se colocó 
en el sistema de freely moving en el cual se recuperó de la anestesia (Fig. 
4). Los animales se dejaron recuperar durante al menos 15 horas antes de 
realizar cualquier experimento. 

 

 

Fig. 4. Sistema experimental de microdiálisis in vivo y en libre movimiento 
utilizado para la perfusión de las sondas implantadas en la glándula pineal 
de la rata. 

Fig. 3. Dibujo esquemático 
de la sonda implantada en la 
glándula pineal. 
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2.5. Experimento 1. Estudio in vivo de los cambios diarios de los 
niveles extracelulares de 5-HT, 5-HIAA, NAS y melatonina en la 
glándula pineal de la rata 

Este experimento tuvo la finalidad de, por un lado, validar la técnica de 
microdiálisis descrita anteriormente analizando el contenido extracelular de 
indoles y melatonina en la glándula pineal de rata, así como establecer su 
validez para estudios crónicos (recolección de muestras durante varios días 
consecutivos). Por otro lado, se monitorizaron los cambios diarios de dichos 
compuestos a fin de establecer sus características rítmicas y estudiar la 
relación entre ellos. 

Las ratas utilizadas fueron expuestas a un fotoperiodo invertido desde dos 
semanas antes de realizar el experimento. Dada la complejidad de las 
intervenciones y del muestreo, el experimento se llevó a cabo individuo a 
individuo, es decir que no se simultanearon animales. El día previo al 
experimento, se canuló la rata correspondiente que se dejó recuperando de 
la operación toda la noche, perfundiendo medio salino (2 µl/min) a través de 
la sonda implantada en la glándula pineal. A la mañana siguiente se 
procedió a la recolección de muestras cada 30 min, empezando a las 8:00 
de la mañana y finalizando a las 22:00 horas. En total se tomaron 28 
muestras cada día, las cuatro primeras correspondieron con el final de la 
fase de luz, las 20 siguientes en la fase de oscuridad, y para finalizar 4 
muestras más en la fase en la que se encendieron de nuevo las luces 
(Esquema 2).  
 
 
 
 

 

Esquema 2. Recogida de muestras en la fase luz/oscuridad. 

Ciclo de luz/oscuridad 
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Con el objeto de comprobar el rendimiento a largo plazo de la sonda de 
microdiálisis, el proceso de recolección de muestras se llevó a cabo sobre el 
mismo animal durante 3 días consecutivos y luego el quinto y séptimo día. 
Este proceso se repitió en cuatro animales.  

Tras la finalización de cada experimento, los animales fueron sacrificados 
por decapitación y la correcta implantación de la sonda en la glándula pineal 
fue determinada in situ visualmente, es decir, comprobando que la sonda 
estaba insertada en la pineal. Aquellos animales en los que la sonda se 
implantó externamente, o de forma muy lateralizada en la glándula, fueron 
excluidos. 

2.6. Experimento 2. Efecto de la administración del agonista β-
adrenergico L- isoproterenol 

Mediante este experimento se pretendió comprobar la eficacia del sistema 
de microdiálisis pineal en la respuesta a fármacos aplicados de forma local. 
Para ello se usaron ratas que fueron expuestas a un ciclo L:O normal (sin 
inversión de las fases lumínicas). La administración de isoproterenol se 
realizó de forma local en la glándula pineal a través de la sonda de 
microdiálisis que se implantó tal y como se ha descrito previamente. La 
administración del fármaco se realizó durante la fase de luz y consistió en 
tres dosis de ISO aplicados de forma consecutiva durante 40 minutos, 
dejando un intervalo entre ellas de 120 minutos en el cual se administró 
LCRa. En pruebas previas se estimó que este tiempo entre tratamientos era 
suficiente para la recuperación del efecto ejercido por la infusión previa de 
isoproterenol. Las dosis administradas fueron: 

o 0.1 µM (n=4) durante 40 minutos. 

o 1.0 µM (n=4) durante 40 minutos. 

o 10 µM (n=4) durante 40 minutos. 

Se tomaron muestas del dializado pineal cada 20 minutos, manteniendo un 
flujo de perfusión constante de 2 µl/min. Las tres muestras anteriores a la 
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administración de cada concentración de isoproterenol (solo LCRa) fueron 
tomadas como referencia de niveles basales.  

 

 

Esquema 3. Administración del tratamiento con ISO. 

2.7. Determinaciones analíticas de los niveles de 5-HT, NAS y 
melatonina 

2.7.1. 5-HT, 5-HIAA y NAS 

Muestras (20 µl) del dializado se inyectaron directamente al sistema 
cromatográfico. Este estaba formado por una bomba Waters M515 (Milford, 
MA, USA), equipada con un amortiguador de pulsos y conectada a una 
columna de fase estacionaria Tracer Extrasil ODS2 (3 µm de partícula, 7.5 x 
0.46 cm; Tecknocroma, Barcelona), precedida por una precolumna rellena 
de la misma fase estacionaria. La fase móvil utilizada fue la de ácido cítrico-
fostato [NaHP04 43 mM, EDTA-Na2 0.1 mM, ácido cítrico 0.8 mM, ácido 
octano sulfónico 0.3 M y 18% de metanol (v/v), pH final 3.1 ajustado con 
ácido o-fosfórico)] que fue posteriormente filtrada y desgasificada por medio 
de una bomba de vacío. Las separaciones fueron hechas a temperatura 
ambiente y el flujo utilizado fue de 0.75 ml/min. 

La detección de las sustancias se llevó a cabo mediante un detector 
electroquímico Coulochem II (ESA, Bedford, MA, EEUU), el cual estaba 
equipado con una célula analítica ESA M5011 mantenida a un potencial 

Fase con luz 

ISO 0.1µM ISO 1.0µM ISO 10µM 
LCRa LCRa LCRa 
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oxidativo de +30 mV en el primer electrodo y +280 mV en el segundo 
electrodo. La inyección de las muestras se efectuó mediante un autoinyector 
Waters M717 (Milford, MA, EE.UU.). La identificación y cuantificación de los 
picos del cromatograma se llevó a cabo mediante un paquete informático 
Kontron Integration 450. 

2.7.2. Melatonina 

Se tomaron 20 µl de la muestra de microdiálisis y se inyectaron directamente 
en el sistema de HPLC. La fase móvil estuvo compuesta de acetato sódico 
anhídrico (CH3COONa) 10 mM, EDTA-Na2 0.01 mM y acetonitrilo (35%, v/v) 
(pH final 5.1), y fue filtrada y desgasificada por medio de vacío antes de su 
uso. El flujo de la fase móvil fue de 1.0 ml/min y la separación de los 
compuestos se llevó a cabo a temperatura ambiente. La melatonina se 
detectó por fluorescencia, con las siguientes longitudes de onda: λex: 280 
nm y de λem: 345 nm. 

2.8. Análisis estadístico 

En los experimentos de validación de la técnica y descripción de ritmos 
diarios de los compuestos pineales, los datos se expresaron como la media 
± E.E.M. del porcentaje de descenso o incremento de los valores de cada 
punto con respecto los niveles basales. Los niveles basales fueron 
calculados como la media de las cuatro muestras con luz, antes del inicio de 
la fase de oscuridad. En los experimentos de administración de 
isoproterenol, los datos están expresados como la media ± E.E.M. del 
porcentaje de descenso o incremento sobre los niveles basales, calculados 
como la media de las tres muestras anteriores a la aplicación de este 
agonista de receptores β-adrenérgicos. El análisis estadístico de los datos 
se llevó a cabo mediante la la prueba de la t de Student para comparación 
de dos grupos (Systat Software, Inc.).  

Para caracterizar los patrones rítmicos de secreción de melatonina y NAS, 
así como las características temporales del pico nocturno de liberación, se 
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llevó a cabo un análisis de regresión no lineal mediante el software 
SigmaPlot 11.0 (SPSS ASC GMBH, Erkrath, Alemania). A partir de la 
secuencia temporal de datos obtenidos de cada animal, se seleccionó la 
curva de mejor ajuste y sobre ella se calculó el momento del día (primeras 
horas de la noche) en el que se alcanzó el 50% del aumento máximo (AN50) 
del pico nocturno, así como el momento temporal en el que se alcanzó el 
50% de descenso (DN50) del pico nocturno. La anchura del pico nocturno se 
calculó como la diferencia entre AN50 y DN50 y permitió establecer su 
duración temporal. 

3. RESULTADOS 

3.1. Ensayos in vitro para determinar el rendimiento de las sondas 

Los patrones de recuperación in vitro pueden verse en la Figura 5. La 
determinación de la recuperación de las sondas se estableció sobre la base 
de los valores absolutos (cantidad total recuperada en un tiempo 
determinado) y relativos (% recuperado del total presente en el medio de 
incubación).  

La recuperación relativa fue inversamente proporcional al flujo de perfusión, 
hallándose para 5-HT valores de 8% con un flujo de 1 µl/min y de 3.1% con 
flujo de 4 µl/min. En el caso de la melatonina se obtuvo un patrón similar 
aunque con valores menores (4.1% a 1 µl/min, pasando a 1.5% con un flujo 
de 4 µl/min).  

Tal y como era de esperar, la recuperación absoluta de los compuestos 
aumentó a medida que se incrementó el flujo de perfusión, aunque con una 
clara tendencia a estabilizarse, sobre todo con flujos superiores a 3 µl/min. 
Así, se recuperaron un total de 2 pg/min de 5-HT con un flujo de 1 µl/min y 
3.1 pg/min con flujos de 4 µl/min. Para la melatonina se pasó de valores del 
1.3 a 2.5 pg/min al variar el flujo de 1 a 4 µl/min respectivamente.  
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Fig 5. Efecto del flujo de perfusión sobre los valores absolutos y relativos de 
recuperación in vitro de las sondas de microdiálisis para 5-HT, 5-HIAA, NAS y 
melatonina. 

3.2. Validación de la técnica de microdiálisis para su aplicación a 
estudios de la función pineal 

En los experimentos llevados a cabo para la validación de las técnicas de 
microdiálisis no se observó mortalidad debido a las intervenciones 
quirúrgicas motivadas por la implantación de las sondas de microdiálisis. La 
verificación de la correcta implantación tisular de la sonda se llevó a cabo 
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tras decapitación de los animales al final de los experimentos 
correspondientes (inspección post-morten). Se encontró que en 
aproximadamente un 30% de los animales canulados, la implantación de la 
sonda fue fallida, es decir que se localizó fuera del tejido pineal o muy 
lateralizado. En estos casos, los niveles de compuestos pineales analizados 
(indoles, melatonina) fueron muy bajos, aunque en la mayoría se obtuvieron 
evidencias de un cierto patrón rítmico de liberación, probablemente derivado 
de la presencia de los compuestos en las inmediaciones de la glándula. 
Estos individuos no fueron tenidos en cuenta en los experimentos. En las 
ratas en los cuales la sonda estuvo correctamente implantada, se obtuvieron 
niveles muy variables entre los distintos individuos, pero relativamente 
constantes en cada individuo, en los que además se puso en evidencia 
también la existencia de variaciones muy marcadas a lo largo del ciclo 
día/noche. Por lo tanto, los datos obtenidos de estos individuos fueron 
tomados como válidos para los experimentos realizados.  

En las figuras 6, 7, 8 y 9 se muestran los patrones individuales de liberación 
de 5-HT y melatonina establecidos en base a los niveles extracelulares 
medidos en muestras de microdiálisis obtenidas de las glándulas pineales 
de cuatro ratas. En cada animal, los datos se expresaron en porcentaje de 
los valores de cada una de las muestras tomadas a lo largo del ciclo 
día/noche con respecto a la media de los valores obtenidos en las cuatro 
primeras muestras (tomadas antes de la fase de oscuridad), la cual fue 
considerada como el 100% de liberación de cada compuesto analizado.  

El hecho de expresar los datos como porcentaje y no como valor real de 
cada compuesto fue motivado, en primer lugar, por la fuerte variación 
interindividual observada en los niveles de los compuestos analizados, que 
impidió establecer valores homogéneos considerando los datos obtenidos 
del conjunto de los animales. En segundo lugar, se observó una caída 
paulatina en el rendimiento de las sondas implantadas, de forma que los 
niveles diurnos y nocturnos decrecieron ligeramente durante el segundo día 
de implantación y fuertemente a partir de tercer día tras implantar la sonda, 
no siendo detectables en algunos animales durante el cuarto (solo en 2 de 
las 4 ratas) y séptimo día (solo una rata). A pesar de esta reducción, todos 
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los animales incluidos en el experimento mostraron (en mayor o menor 
medida) un perfil rítmico, con fuertes cambios diarios que se mantuvieron sin 
gran alteración al menos durante los dos primeros días del ensayo (Tabla 1).  

 Nº rata 5-HT 5-HIAA NAS Melatonina 

Día 1 
2 
3 
4 

87,7 
178,5 
238,1 
197,8 

231,7 
130,7 
108,0 
114,6 

2,9 
3,0 
3,3 
1,6 

7,6 
8,2 

16,9 
2,5 

Noche 1 
2 
3 
4 

31,2 
58,7 

136,1 
83,4 

150,5 
67,0 
92,1 
33,5 

162,7 
233,4 
368,9 
165,1 

43,7 
79,6 

141,0 
72,9 

Tabla 1. Niveles (pg/20 µl) basales de 5-HT, 5-HIAA, NAS y melatonina detectados 
en los dializados obtenidos de la glándula pineal de cuatro ratas distintas durante el 
día (dos horas antes de apagado de luces) y la noche (mitad de la noche). 

Con estas premisas, se estableció como prioritario el análisis de los datos de 
cada animal con respecto a sus valores basales, considerando estos como 
las muestras obtenidas durante las fases de luz del primer y segundo día. 

3.3. Ritmos diarios de la liberación de 5-HT, 5-HIAA, NAS y melatonina 
en la glándula pineal de la rata 

Tal y como se observa en la Figura 6, los niveles extracelulares de 5-HT 
mostraron un patrón diario rítmico (día/noche) y con tres fases bien 
definidas. Durante el periodo de luz existe una fuerte liberación de 5-HT que 
todavía se incrementa más durante las dos primeras horas de la noche. Este 
incremento durante la transición luz/oscuridad fue rápido pero observable 
(aunque con distinto grado) en los cuatro animales y osciló entre un 20-50% 
con respecto a los valores previos de día. Posteriormente, tuvo lugar un 
fuerte descenso de la cantidad liberada alcanzando valores mínimos (del 
orden del 60-80% con respecto al porcentaje de liberación de los valores de 
día) a medianoche y gran parte de la segunda mitad de la noche. 



Trabajo experimental 3 

146 

 

Muestras (cada 30 min)

0 2 4 6 8 1012141618202224262830

%
 5

-H
T

0

20

40

60

80

100

120

140

160

Día 1
Día 2

Muestras (cada 30 min)

0 2 4 6 8 1012141618202224262830

%
 5

-H
T

 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

Día 1
Día 2

Muestras (cada 30 min) 

0 2 4 6 8 1012141618202224262830

%
 5

-H
T

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

Día 1
Día 2

Muestras (cada 30 min)

0 2 4 6 8 1012141618202224262830

%
 5

-H
T

0

20

40

60

80

100

120

140

160

Día 1
Día 2

Finalmente, los niveles de la amina se recuperaron ya antes de finalizada la 
noche, alcanzando valores similares a los de la fase de luz. 

Como se muestra en la Figura 7, la liberación de melatonina pineal también 
se caracterizó por un patrón rítmico similar en todas las ratas. No obstante, 
la cantidad liberada durante la fase de oscuridad de este compuesto mostró 
fuertes variaciones entre los distintos animales, con valores que aumentaron 
del orden de 1200-1500% hasta 2500-3000% con respecto a los valores de 
día. Sin embargo, los perfiles rítmicos fueron muy homogéneos entre 
animales, debido a que los momentos en los que tuvo lugar el aumento y el 
descenso del pico nocturno de melatonina fueron muy reproducibles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Variación interindividual de la liberación in vivo de 5-HT monitorizada 
mediante microdiálisis pineal en cuatro ratas durante dos días consecutivos. La 
barra indica la duración de la fase de oscuridad. 
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Fig. 7. Variación interindividual de la liberación in vivo de melatonina monitorizada 
mediante microdiálisis pineal en cuatro ratas durante dos días consecutivos. La 
barra indica la duración de la fase de oscuridad. 

En la Figura 8 se muestra el perfil de liberación de melatonina cuando se 
consideraron de forma agrupada los valores obtenidos de los cuatro 
animales incluidos en el experimento. Mediante regresión no lineal se pudo 
estimar las características de dicho ritmo, estableciéndose el momento diario 
en el cual se alcanzó el 50% de aumento (AN50) y descenso (DN50) del 
pico nocturno. Teniendo en cuenta los valores monitorizados durante el 
primer día, se pudo establecer que el AN50 tuvo lugar a los 104 ± 8 min tras 
el encendido de la luz, mientras que el DN50 aconteció 89 ± 22 min antes 
del fin de la oscuridad.  
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Fig. 8. Valores medios de los niveles extracelulares de melatonina y serotonina en 
la glándula pineal de rata (n=4) sometidas a microdiálisis durante dos días 
consecutivos. La barra indica la duracion del periodo de oscuridad. 

La duración media del pico nocturno de melatonina (bajo un fotociclo con 10 
horas de oscuridad), determinada como la diferencia entre AN50 y DN50, 
fue de 6.78 horas, mientras que la amplitud media fue de 1650% respecto a 
los valores de día. Estos valores fueron reproducibles, con mínimas 
diferencias (no significativas), en el segundo día de monitorización. 
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De forma similar, se puede observar que los valores medios de 5-HT 
extracelular obtenidos de los dializados de las cuatro ratas (Fig. 6) siguen un 
perfil muy homogéneo en el que destaca el aumento brusco y transitorio de 
los niveles de la amina al inicio de la noche (25 ± 5% respecto a los valores 
de día) y su posterior caída a medianoche. La comparación gráfica 
simultánea de los patrones de liberación de melatonina y serotonina durante 
un ciclo de luz-oscuridad muestra la fuerte correlación negativa entre ambos 
compuestos (Fig. 9). Además, se observa claramente que el pico de 5-HT 
extracelular al inicio de la noche antecede temporalmente al pico de 
melatonina, superponiéndose con la fase de inicio y ascenso de dicho pico.  
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Fig. 9. Superposición de los perfiles diarios de los niveles de melatonina y 
serotonina en dializados obtenidos de glándulas pineales de rata (n=4). La 
barra indica la duración del periodo de oscuridad. 

Con respecto a los niveles extracelulares de NAS (Fig. 10) se pudo observar 
una fuerte correlación positiva con los de melatonina, con un pico nocturno 
de características (duración y amplitud) similares. Al igual que para la 
melatonina, los niveles de NAS fueron altamente reproducibles durante los 
dos primeros días, aunque conviene señalar que la monitorización de este 
compuesto ya no fue posible en buena parte del tercer día tras la 
implantación de la cánula debido a la fuerte reducción de sus niveles.  
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Por último, en la Figura 10 también se pueden observar los ritmos diarios de 
liberación de 5-HIAA. Como puede verse, el perfil de este metabolito 
serotoninérgico se correlacionó de forma inversa con los de melatonina y 
NAS y positivamente con los de 5-HT.  
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Fig. 10. Valores medios de los niveles extracelulares de NAS y 5-HIAA en la 
glándula pineal de rata (n=4) sometidas a microdiálisis durante dos días 
consecutivos. La barra indica la duracion del periodo de oscuridad. 

A diferencia de lo reflejado para la 5-HT, el ritmo de 5-HIAA extracelular se 
caracterizó por una única inflexión diaria dada por la fuerte caída de sus 
niveles durante la noche, alcanzándose los valores mínimos a mitad del 
periodo de oscuridad. La recuperación de los valores de día también tiene 
lugar con bastante paralelismo a la descrita para la 5-HT pineal. 
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3.4. Efecto de la aplicación local de isoproterenol sobre la liberación de 
compuestos pineales 

Como se observa en la Figura 11, el isoproterenol provocó incrementos en los 
niveles extracelulares de 5-HT y 5-HIAA que fueron breves y directamente 
proporcionales en magnitud a las concentraciones administradas. Así, la 
liberación de 5HT sufrió incrementos máximos del 28%, 60% y del 90% a 
concentraciones de ISO de 0.1, 1.0 y 10 µM respectivamente, con diferencias 
estadísticamente significativas en relación a la administración de salino 
(p<0.05).  

En la liberación de 5-HIAA, este incremento no fue tan acusado, de forma que 
con la concentración de 0.1 µM de ISO solo se observó un ligero aumento no 
significativo. Con las concentraciones de 1.0 y 10 µM se hallaron incrementos 
máximos de aproximadamente un 40% sobre los valores basales, los cuales 
fueron estadísticamente significativos (p<0.05).  

Al igual que en la 5-HT y el 5-HIAA, la administración local de isoproterenol 
también produjo incrementos en la liberación de NAS y melatonina, aunque 
estos fueron de magnitud mucho mayor (Fig. 12). Además, el efecto alcanzado 
en estos compuestos estuvo directamente relacionado con la concentración del 
agonista β-adrenérgico. Así, en el caso de la NAS se observó un aumento de 
los niveles extracelulares de aproximadamente un 140% (con respecto al valor 
basal) con la concentración de 0.1 µM, de 450% y 500% con las 
concentraciones de 1.0 y 10 µM, respectivamente. En todos los casos, el efecto 
fue estadísticamente significativo en comparación con los niveles basales 
(p<0.05). En cuanto a la liberación de melatonina, ésta sufrió un incremento de 
150%, 250% y 450% a las concentraciones de 0.1, 1.0 y 10 µM, 
respectivamente, (p<0.05 vs valores basales en todos los casos). 
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Fig. 11. Niveles extracelulares de 5-HT y 5-HIAA en la glándula pineal de 
rata tras la administración local de isoproterenol. Los datos representan 
la media ± E.E.M. de 4 animales, *p<0.05 vs niveles basales previos a la 
aplicación del fármaco. 
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Fig. 12. Niveles extracelulares de NAS y melatonina en la glándula 
pineal de rata tras la administración local de isoproterenol. Los datos 
representan la media ± E.E.M. de 4 animales, *p<0.05 vs niveles 
basales previos a la aplicación del fármaco. 
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La Figura 13 muestra de forma conjunta los perfiles de liberación de 5-HT y 
melatonina tras la administración de isoproterenol. Como se observa, los 
niveles extracelulares de ambos compuestos mantienen una estrecha 
relación temporal de forma que la activación farmacológica de los receptores 
β-adrenérgicos con isoproterenol provoca un aumento rápido de liberación 
de 5-HT que se sigue de un aumento mayor, pero ligeramente retrasado, de 
la liberación de melatonina. Este efecto fue especialmente evidente con la 
concentracion más elevada del fármaco (10 µM), observándose que el 
incremento máximo alcanzado por los niveles extracelulares de 5-HT tiene 
lugar cuando los niveles de melatonina son todavía relativamente bajos. Por 
otro lado, se puede observar que mientras el incremento de 5-HT 
extracelular fue de corta duración, la liberación de melatonina se prolongó 
mucho más allá de la duración de la aplicación de isoproterenol.  
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Fig. 13. Representación conjunta de los valores medios de liberación de 5-HT y 
melatonina pineal tras la administración de 3 concentraciones de isoproterenol a 
traves de la cánula de microdiálisis. Los datos representan la media ± E.E.M. de 4 
animales. 
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ANTAGONISTAS y AGONISTAS SEROTONINÉRGICOS 
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1. OBJETIVO 

Durante la noche, el incremento de la liberación de NA desde las terminales 
presinápticas pineales conlleva la estimulación de los receptores β1-
adrenérgicos, con el consiguiente incremento de los niveles intracelulares de 
AMPc, de la síntesis de 5-HT y de la actividad AANAT, esta última responsable 
en última instancia del pico nocturno de formación de melatonina (Ganguly et al., 
2002). Sin embargo, existen cada vez más pruebas de que, además del control 
noradrenérgico, la función de la pineal está bajo una extensa acción de 
modulaciones. Pruebas de ello son la existencia de inervación de diversa 
naturaleza (Moller y Baeres, 2002), así como la presencia de receptores para 
distintos tipos de moduladores (incluyendo aminoácidos, péptidos y aminas 
biógenas) diferentes a los de NA en la glándula pineal de mamíferos, así como 
los efectos descritos para algunos de ellos sobre la producción de melatonina 
(Simonneaux y Ribelayga, 2003).  

La existencia de receptores serotoninérgicos de tipo 5-HT2 en la glándula pineal 
de mamíferos (Sparks y Little 1990, Govitrapong et al., 1991) abre la puerta a la 
hipótesis de que esta amina pueda tener un papel importante en la regulación de 
la síntesis de melatonina. No obstante, la función de estos receptores no ha sido 
estudiada en profundidad, no estando claros hasta que punto su activación 
podría condicionar la función endocrina de la glándula pineal. Diferentes estudios 
indican que la 5-HT, además de servir de precursor de la melatonina, podría 
estar implicada en el control fisiológico de su producción. La concentración de 5-
HT en la glándula pineal es una de las más elevadas del cerebro, presentando, 
además, fuertes fluctuaciones circadianas (Young y Anderson, 1982, Azekawa et 
al., 1991). Además, en pinealocitos de rata en cultivo, la adicción de 5-HT 
amplifica la activación de la AANAT inducida por la estimulación de los 
receptores β1-adrenérgicos, aunque no afecta a la actividad enzimática basal 
(Sugden, 1990; Olcese y Münker, 1994; Míguez et al., 1997b). En base a ello, se 
ha propuesto que la 5-HT, a través de receptores serotoninérgicos del subtipo 5-
HT2, podría ejercer un papel modulador sobre la actividad AANAT nocturna y, 
por tanto, sobre la síntesis de melatonina (Steardo et al., 2000). Por ello, el 
objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la administración de 



Trabajo experimental 4 

158 

 

agonistas y antagonistas de receptores 5-HT2 sobre la producción nocturna de 
melatonina en la glándula pineal de la rata. 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Reactivos 

Al igual que en los anteriores experimentos, la melatonina y la N-acetiltriptamina 
fueron adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.), el L-triptófano, ketanserina, 
SDZ-SER 082, α-metil-5-hydroxytryptamina a Tocris (Biogen Sci., Madrid) y el (-) 
-1-(2,5-dimethoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane hydrochloride (DOI) a RBI 
(Sigma Chem. Co). Los demás reactivos fueron de grado analítico y de distintas 
casas comerciales. Los estándares cromatográficos de melatonina y de la 
AANAT se prepararon tal y como se describe el Trabajo experimental 1.  

2.2. Animales de experimentación 

Se utilizaron 54 ratas macho adultas (peso 310 ± 15 g) de la raza Sprague-
Dawley que fueron acondicionadas bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 horas 
(encendido de las luces a las (8:00 horas) durante al menos dos semanas 
previas al experimento. Se distribuyeron seis animales por jaula, que en todo 
momento tuvieron acceso libre a agua y comida, con una temperatura estable de 
la estancia (21 ± 1ºC). El manejo de los animales fue llevado a cabo según la 
legislación existente sobre uso de animales en experimentación (RD 1201/2005 
del 10 de octubre, BOE nº 252 de 21 de octubre). 

2.3. Experimento 1. Efecto de la administración de antagonistas y agonistas 
de los receptores de serotonina 5-HT2 

Se estudió el efecto de los diferentes agonistas y antagonistas de receptores 5-
HT2, que se indican a continuación:  

-Ketanserina, antagonista selectivo 5-HT2A/2C 

-SDZ-SER 082, antagonista selectivo 5-HT2B/2C 
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-α-metil-5-HT, agonista no selectivo 5-HT2 
-DOI, agonista selectivo 5-HT2A/2C 

Se establecieron diferentes grupos de animales (n = 6) que fueron tratados por 
vía intraperitoneal con uno de los siguientes tratamientos: 1) salino (grupo 
control), 2) ketanserina 1 mg/Kg, 3) ketanserina 3 mg/Kg, 4) SDZ-SER 082 
1mg/Kg, 5) α-metil-5-HT 2.5 mg/Kg, y 6) DOI 0.5 mg/Kg (ver esquema 1). 

Para su administración, todas las drogas fueron disueltas en cloruro sódico 0.9% 
y administradas por vía intraperitoneal. El grupo control recibió el vehículo salino. 
Todos los tratamientos se administraron justo antes del apagado de las luces. 
Los animales de todos los grupos fueron sacrificados por decapitación seis horas 
después del tratamiento, es decir a las 2:00 horas de la noche.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Esquema 1. Esquema de los diferentes tratamientos administrados. 

 

ANIMALES 
(n=30) 

 

Control 
(n=6) 

Ketanserina 
1mg/kg  
(n=6) 

Ketanserina 
3mg/kg 
(n=6) 

SDZ-SER 082 
1mg/kg 
(n=6) 

α-metil-5-HT 
2.5mg/kg 

(n=6) 
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2.4. Experimento 2. Efecto de la administración conjunta de L-Trp y 
antagonistas de los receptores de serotonina 5-HT2 

Se procedió de manera similar al experimento anterior. Los animales fueron 
divididos en cuatro grupos (n = 6) que recibieron los siguientes tratamientos por 
vía intraperitoneal: 1) salino (grupo control), 2) L-triptófano 250 mg/kg, 3) L-
triptófano 250 mg/kg + Ketanserina 3 mg/kg, 4) L-triptófano 250 mg/kg + SDZ-
SER 082 1 mg/Kg. Los tratamientos se administraron justo antes del apagado de 
las luces y los animales fueron sacrificados 6 horas más tarde, coincidiendo con 
la mitad del periodo nocturno.  

 

 

Esquema 2. Esquema de los tratamientos administrados a los diferentes grupos de 
animales. 

2.5. Toma de muestas y determinaciones analíticas 

Inmediatamente tras el sacrificio de los animales, se extrajeron las glándulas 
pineales para viales mantenidos sobre nieve carbónica, los cuales fueron 
posteriormente guardados a –80ºC hasta su análisis. En ese momento, las 
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glándulas pineales fueron descongeladas sobre hielo, se eliminaron los posibles 
restos de sangre y se introdujeron individualmente en viales tipo Eppendorf de 
1.5 ml, en donde fueron sonicadas en frío en un procesador ultrasónico de alta 
intensidad a 30 ciclos (3x3 seg) en 100 µl de tampón fosfato 0.1 M (pH de 6.8) 
conteniendo 0.5 mM de Acetil-CoA. Posteriormente, los tejidos se centrifugaron a 
14000rpm durante 10 minutos a 4ºC. Del sobrenadante se tomaron alícuotas 
para la determinación inmediata de la actividad enzimática de la AANAT, 
mientras que otras alícuotas fueron congeladas a –80ºC para el posterior análisis 
cromatográfico del contenido de melatonina e indoles en la glándula pineal. 

Se determinó el efecto de los tratamientos sobre la actividad del enzima AANAT 
siguiendo los procedimientos descritos en el trabajo experimental 1 para los 
ensayos de esta enzima. Por otro lado, se cuantificaron los niveles de 
melatonina en el sobrenadante del tejido pineal mediante técnicas de HPLC con 
detección fluorimétrica, tal y como se describe previamente (Trabajo 1). 

2.6. Análisis estadístico 

Los datos se presentan como la media ± E.E.M. de los valores obtenidos en los 
diferentes grupos experimentales. En el experimento 1 el efecto del tratamiento 
con respecto al control fue determinado mediante el análisis estadístico por el 
test de ANOVA de una vía y un test de comparaciones múltiples de Student-
Newman Keuls (Systat Software, Inc.). Estas mismas pruebas estadísticas se 
usaron en el experimento 2 para la comparación del efecto de antagonistas 
serotoninérgicos con respecto al grupo control y al grupo tratado con L-Trp. 

3. RESULTADOS 

3.1. Experimento 1. Efecto de la administración de antagonistas y agonistas 
de los receptores de serotonina 5-HT2 

En la Figura 1 se muestran las variaciones del contenido nocturno de melatonina 
y de la actividad enzimática AANAT en la glándula pineal de la rata Sprague-
Dawley tras la administración de agonistas y antagonistas de receptores 5-HT2. 
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Se puede observar que los niveles de melatonina fueron afectados 
negativamente tanto por la administración de ketanserina (1 mg/kg: -15% vs 
control; 3 mg/kg: -25% vs control) como la de SDZ-SER 082 1 mg/kg (-50% vs 
control). De manera similar, la ketanserina descendió la actividad AANAT en un -
25% (dosis de 3 mg/Kg), mientras que con la SDZ-SER 082 la redujo en un -
28%. Sin embargo, en ningún caso las disminuciones fueron estadísticamente 
significativas con respecto al control. 
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Fig. 1. Contenido nocturno de melatonina y activiad AANAT en la 
glándula pineal ratas tras la administración i.p. de salino (control) y 
de agonistas y antagonistas de receptores de serotonina del tipo 
5-HT2. Los datos representan la media ± E.E.M. de 6 animales. 
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En cuanto a la administración de los agonistas, ni la α-metil-5HT (agonista 5-HT2 

no selectivo) ni el DOI (agonista 5HT2A/2C) produjeron cambios destacables ni en 
la melatonina ni en actividad AANAT (Fig. 1). 

3.2. Experimento 2. Efecto de la administración conjunta de L-Trp y 
antagonistas de los receptores de serotonina 5-HT2 

El grupo tratado sólo con L-triptófano aumentó ligeramente el contenido de 
melatonina en relación a los animales que recibieron salino (control), pero sin 
cambios significativos. Ver figura 2. 

Cuando se administraron los antagonistas de receptores 5-HT2 (ketanserina y 
SDZ-SER 082) en combinación con el L-triptófano (250 mg/kg), se observó un 
descenso en el contenido de melatonina en la glándula pineal. En el caso del 
SDZ-SER 082 (1 mg/Kg) este efecto fue significativo con respecto al grupo 
control y al tratado con L-trp (-57% y -67% respectivamente). La administración 
de ketanserina (3 mg/Kg) conjuntamente con el L-triptófano, también produjo una 
disminución del contenido de melatonina que fue estadísticamente significativa 
frente al grupo tratado con L-triptófano (-41%), pero no en comparación con el 
grupo tratado con salino (Fig. 2). 

En cuanto a la actividad AANAT, sólo se observaron cambios significativos en el 
grupo tratado conjuntamente con L-triptófano y SDZ-SER 082, en el que se 
produjo un descenso de un 30% en la actividad de este enzima (p<0.05 vs grupo 
control; Fig. 2).  
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Fig. 2. Contenido nocturno de melatonina y actividad del enzima 
AANAT en la glándula pineal de ratas tras la administración de salino 
(control) o de L-trp + ketanserina y L-Trp + SDZ SER 082. Los datos 
representan la media ± E.E.M. de 6 animales *(p<0.05) vs salino; # 
(p<0.05) vs L-triptófano. 
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TRABAJO EXPERIMENTAL 5 

MODULACIÓN SEROTONINÉRGICA DE LA SÍNTESIS 
DE MELATONINA IN VIVO. PAPEL DE LOS 

RECEPTORES 5-HT2 PINEALES 
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1. OBJETIVO 

En los mamíferos se acepta de una forma bastante generalizada que la síntesis 
de melatonina en la glándula pineal está controlada por el aumento de la 
actividad del enzima AANAT (Borjigin et al., 1995), la cual a su vez está regulada 
por la inervación adrenérgica procedente del ganglio cervical superior (Klein et 
al., 1997). Los cambios que a lo largo del ciclo día/noche ocurren en la liberación 
de NA resultan determinantes de las variaciones rítmicas de la síntesis de 
melatonina. Por otro lado, la vía adrenérgica pineal también integra la 
información rítmica generada en el reloj circadiano localizado en el NSQ del 
hipotálamo, lo que permite que la oscilación del proceso de síntesis de 
melatonina se mantenga en situaciones de ambiente constate y se ajuste al ciclo 
luz/oscuridad (Liu y Borjigin, 2005). 

Como se ha demostrado en los trabajos anteriores, la 5-HT es una molécula 
esencial en la función de la glándula pineal. En el trabajo 2 hemos visto que la 
reducción en el contenido de 5-HT en los pinealocitos promovida por un déficit 
en su síntesis, supone una limitación en la producción normal de melatonina y en 
la capacidad de la glándula de mantener el ritmo día/noche de la hormona. Por 
otro lado, mediante técnicas de microdiálisis hemos monitorizado de forma local 
la secreción pineal, aportando evidencias de que, en circunstancias normales, 
una parte de 5-HT es liberada al medio extracelular (Trabajo 3). Dicha liberación 
sigue un patrón diario contrario en líneas generales al de la melatonina, lo que 
está de acuerdo con que el papel que tienen la 5-HT pineal como sustrato 
metabólico a partir del cual se forma la melatonina. No obstante, hemos 
observado que existe un aumento de la liberación de 5-HT pineal al inicio de la 
noche, justo antes del pico nocturno de melatonina, hecho que concuerda con lo 
mostrado por otros autores utilizando microdiálisis in vivo (Azekawa et al., 1991; 
Sun et al., 2002). Se ha especulado con que dicha 5-HT extracelular podría jugar 
un papel relevante en la modulación de la producción de melatonina pineal, ya 
que: i) se han localizado receptores del tipo 5-HT2 en la glándula pineal de 
mamíferos (Govitrapong et al., 1991), ii) la aplicación de 5-HT en cultivos de 
pinealocitos produce un aumento de la actividad AANAT promovida por 
agonistas ß-adrenérgicos tales como el isoproterenol (Sugden, 1990), iii) la 
aplicación de antagonistas de receptores 5-HT2 bloquea el aumento de la 
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acumulación de AMPc intracelular y de la producción de melatonina inducida por 
isoproterenol (Olcese y Munker, 1994; Míguez et al., 1997b), iv) la administración 
i.p. de antagonistas de receptores 5-HT2 puede llegar a bloquear el aumento 
nocturno de la actividad AANAT y del contenido de melatonina pineal (Steardo et 
al., 2000).  

Aunque los estudios in vitro son relevantes a la hora de verificar mecanismos 
celulares que regulan un proceso fisiológico, no cabe duda de que la evaluación 
in vivo permite descartar posibles influencias del mantenimiento del tejido (o 
células) en los ensayos in vitro. Por el contario, los estudios in vivo en lo que se 
evalúa la respuesta de una función específica a un fármaco (ej, agonista/ 
antagonista de receptores) administrado por vía sistémica son susceptibles de 
contener acciones no específicas del fármaco llevadas a cabo sobre 
localizaciones diferentes a la que se desea evaluar (ej., el efecto de un fármaco 
sobre la producción de melatonina pineal podría derivar de su acción sobre el 
NSQ hipotalámico y no sobre la propia pineal). Mediante las técnicas de 
microdiálisis in vivo se pueden reducir estos efectos inespecíficos de los 
tratamientos, dado que estos pueden ser incluidos en el propio medio que se 
utiliza para monitorizar de forma local la liberación de compuestos desde el tejido 
de interés. Teniendo esto en cuenta, el presente trabajo fue diseñado para 
estudiar mediante microdiálisis el posible papel que juegan los receptores 5-HT2 
pineales en la producción nocturna de melatonina en la rata en libre movimiento, 
valorando la respuesta de dicho proceso a diferentes antagonistas 
serotoninérgicos. 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Reactivos 

Al igual que en los anteriores experimentos, la melatonina y la NAS fueron 
adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.). La Ketanserina (antagonista 5-
HT2A,2B), el SDZ-SER (antagonista 5-HT2C) fueron adquiridos a RBI (Sigma 
Chem. Co.). Los demás reactivos fueron de grado analítico y de distintas casas 
comerciales.  
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2.2. Animales de experimentación 

Se utilizaron ratas macho de la raza Sprague Dawley con un peso comprendido 
entre los 270 ± 25 g. Los animales fueron acondicionados a un fotoperiodo 
invertido de luz/oscuridad de 14/10 horas, con encendido de las luces a las 20:00 
horas y apagado de las mismas a las 10:00 horas. Se mantuvieron a una 
temperatura controlada de 21 ± 1 ºC y con libre acceso a agua y comida. Los 
animales permanecieron en estas condiciones durante al menos dos semanas 
antes de realizar cualquier experimento. 

El manejo de los animales fue llevado a cabo según la legislación española: Real 
Decreto 1201/2005 del 10 de octubre sobre protección de los animales utilizados 
para experimentación y otros fines científicos (BOE nº 252 del 21 de octubre). 

2.3. Microdiálisis pineal in vivo  

Los procedimientos de microdiálisis pineal fueron llevados a cabo tal y como se 
detalla en el Trabajo Experimental 3. Las sondas fueron construídas en nuestro 
laboratorio y su implantación en el cerebro del animal se llevó a cabo el día 
previo al comienzo de la monitorización del fluido extracelular pineal. Los 
animales se mantuvieron en condiciones de libre movimiento y las sondas fueron 
prefundidas de manera contínua con LCRa a un flujo de 2 µl/minuto. 

En cada animal implantado, tras un periodo de recuperación de 16 horas, se 
procedió a analizar cromatográficamente los valores de los compuestos 
recuperados del medio extracelular, como un índice previo de la correcta 
implantación de la sonda en la glándula pineal. Posteriormente se tomaron 
muestras del dializado cada 30 minutos durante dos días consecutivos.  

Los tratamientos fueron disueltos en el LCRa a la concentración deseada e 
incluidos en el medio de diálisis. Cada animal fue monitorizado durante dos días 
consecutivos, de forma que el primer día fue utilizado como valores control y el 
segundo día como valores tras la aplicación del tratamiento respectivo. Al final 
del experimento los animales fueron sacrificados por decapitación, tras lo cual se 
procedió a verificar la correcta localización de la sonda en el órgano pineal 
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mediante inspección visual. Los casos en los que la localización de la sonda fue 
extrapineal, o de forma muy marginal en la pineal, fueron descartados. 

2.4. Tratamientos administrados 

Como ya se mencionó previamente, los tratamientos con fármacos específicos 
se administraron vía intracánula durante el segundo día de monitorización. Esos 
mismos animales recibieron durante el primer día un tratamiento similar pero que 
contenía solo el LCRa en el que se disolvieron los fármacos (control).  

Los tratamientos farmacológicos (ver esquema 1), administrados el segundo día, 
fueron tal y como se indica a continuación: 

1. Ketanserina 10 µM durante tres horas al inico de la noche: desde una 
hora antes del apagado de las luces hasta dos horas posteriores al 
apagado de las mismas (9:00-12:00 horas).  

2. Ketanserina 10 µM durante seis horas al inicio de la noche: desde 
una hora antes del apagado de las luces hasta cinco horas posteriores al 
apagado de las mismas (9:00-15:00 horas).  

3. Ketanserina 10 µM durante seis horas en la segunda mitad de la 

noche: desde la mitad de la fase de oscuridad hasta el final de la misma 
(14:00-20:00 horas).  

4. SDZ SER O82 10 µM durante 6 horas desde el inicio de la noche: 
desde una hora antes del apagado de las luces hasta cinco horas 
posteriores al apagado de las mismas (9:00-15:00 horas)  
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Esquema 1. Administración de Ketanserina 10 µM localmente en la glándula pineal. 

1) 

 

 

 

 

2) 
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Esquema 2. Administración de SDZ SER 082 10 µM localmente en la glándula pineal. 
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2.5. Determinaciones analíticas de los niveles extracelulares de 5-HT, NAS 
y melatonina 

Las determinaciones analíticas de los niveles de 5-HT, NAS y MEL se llevaron a 
cabo directamente sobre el dializado pineal mediante las técnicas de HPLC con 
detección fluorimétrica (melatonina) y electroquímica (5-HT, NAS) descritas 
previamente (ver Trabajo experimental 3). 

2.6. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos de cada animal fueron tratados individualmente, de forma 
que el día 1 fue tomado como control y el día 2 como aplicación del tratamiento 
con el correspondiente antagonista serotoninérgico. Para cada animal, los datos 
obtenidos en cada muestra se expresaron en porcentaje de descenso o 
incremento con respecto a los valores basales de ese mismo animal. Los valores 
basales fueron calculados como la media de 3 muestras de la fase de luz 
(previas al tratamiento). Posteriormente los datos del día 1 (control) y día 2 
(tratamiento) de los animales que recibieron el mismo tratamiento fueron 
agrupados y expresados como la media ± E.E.M (n=4-5). Las comparaciones 
estadísticas se realizaron entre los mismos puntos temporales de los dos días, 
utilizando la prueba de la t de Student (Systat Software, Inc.). 

Para las cantidades totales de cada compuesto, se calculó la cantidad total 
liberada durante la noche del día 1 (control) y del día 2 (tratamiento). En cada 
animal dicha cantidad fue calculada como el sumatorio de los niveles obtenidos 
en todos los puntos temporales de la noche del día 1 y del día 2. A fin de 
establecer comparaciones entre los diferentes tratamientos efectuados, se 
expresó  la cantidad total liberada en el dia 2 (tratamiento) como porcentaje de la 
liberada en el día 1 (control), adjudicándosele a esta última un valor del 100%. 
Posteriormente se agruparon los datos de los animales que recibieron el mismo 
tratamiento y se expresaron como media ± E.E.M. Las comparaciones se 
llevaron a cabo mediante un ANOVA de una vía seguido de un test de Student-
Newman-Keuls. El nivel de significación fue fijado con p<0.05. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Administración de ketanserina 10 µM durante 3 horas al inicio de la 
oscuridad 

La administración local del antagonista 5-HT2A/C ketanserina a la dosis de10 µM 
durante tres horas al inicio de la noche (9-12 horas) no produjo cambios 
significativos en los niveles extracelulares de 5-HT en la glándula pineal a lo 
largo de la fase nocturna en comparación con los valores hallados en los mismos 
animales cuando recibieron el tratamiento salino (día 1) (Fig. 1).  
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Fig. 1. Efecto de administración local de ketanserina 10 µM durante 3 horas al 
inicio de la fase de oscuridad (desde las 9:00 hasta las 12:00 horas) sobre los 
niveles extracelulares de 5-HT pineal. Los datos se expresan en porcentaje del 
nivel basal (media de tres muestras previas al tratamiento) y representan la 
media ± E.E.M. de 5 animales. La barra indica la fase de luz/oscuridad. 

Sin embargo, la ketanserina administrada durante las primeras horas de la noche 
produjo una disminución de la liberación de NAS que se mantuvo durante la 
mayor parte de la noche (Fig. 2).  
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Fig. 2. Efecto de administración local de ketanserina 10 µM durante 3 horas al 
inicio de la noche (desde las 9:00 a las 12:00 h) sobre la liberación de NAS y 
melatonina en la glándula pineal. Los datos se expresan en porcentaje del nivel 
basal (media de tres muestras previas al tratamiento) y representan la media ± 
E.E.M. de 5 animales. La barra indica la fase de luz/oscuridad. *p<0.05 vs salino. 

Los mayores efectos se lograron desde el final de la aplicación local del 
tratamiento y hasta la mitad de la noche, alcanzándose niveles que fueron un 
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30% menores que los encontrados durante el tratamiento con salino (p<0.05). 
Durante la segunda mitad de la noche, los niveles de NAS continuaron siendo 
menores que los del control, pero sin llegar a alcanzar significación estadística. 
De forma similar a la NAS, los niveles extracelulares de melatonina en la pineal 
fueron reducidos por la aplicación local de ketanserina durante 3 horas al inicio 
de la noche, de forma que los valores de melatonina fueron del orden del 40% 
más bajos que los observados con el tratamiento salino (Fig. 2). De manera 
similar a la NAS, las diferencias fueron significativas desde la parte final del 
tratamiento hasta bien pasada la media noche.  

3.2. Administración de ketanserina 10 µM durante 6 horas en la primera 
mitad de la noche 

El aumento de la duración (seis horas) de la exposición de los animales a 
ketanserina administrada desde el inicio de la noche no produjo cambios 
significativos en la liberación de 5-HT, en relación con la administración de salino 
(Fig. 3). La liberación de NAS se vió fuertemente reducida tras la administración 
de este antagonista de receptores serotoninérgicos, siendo esta disminución 
evidente durante toda la fase de oscuridad. La reducción de la liberación de NAS 
supuso que los niveles extracelulares fuesen de aproximadamente un 60% 
menores que con el tratamiento salino (Fig. 4). 

Al igual que con la NAS, la liberación de melatonina también se redujo tras la 
administración durante 6 horas de ketanserina (Fig. 4), alcanzándose valores 
que fueron aproximadamente un 57% de los hallados en los tratamientos con 
salino (dia 1). La reducción provocada por la ketanserina fue significativa con 
respecto al tratamiento salino durante la mayor parte de la noche. 
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Fig. 3. Efecto de administración local de ketanserina 10 µM durante 6 horas al inicio 
de la noche (desde las 9:00 a las 12:00 h) sobre los niveles de 5-HT extracelular 
pineal. Los datos se expresan en porcentaje del nivel basal (media de 3 muestras 
previas al tratamiento) y representan la media ± E.E.M. de 5 animales. La barra 
indica la fase de luz/oscuridad. 
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Fig. 4. Efecto de administración local de ketanserina 10 µM durante 6 horas 
al inicio de la noche (desde las 9:00 h hasta las 15:00 horas) sobre la 
liberación de NAS y melatonina pineal. Los datos se expresan en porcentaje 
del nivel basal (media de 3 muestras previas al tratamiento) y representan la 
media ± E.E.M. de 5 animales. La barra indica la fase de luz/oscuridad. 
*p<0.05 vs salino. 
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3.3. Administración de ketanserina 10 µM durante 6 horas en la segunda 
mitad de la noche 

La aplicación local de ketanserina 10 µM en la glándula pineal durante seis 
horas, desde la mitad de la fase de oscuridad hasta el encendido de las luces al 
día siguiente (14-20 horas), no produjo cambios significativos en la liberación de 
5-HT en comparación con los valores obtenidos en los mismos animales tras 
recibir un tratamiento control (Fig. 5). Tampoco se observaron diferencias 
debidas al tratamiento con ketanserina durante la segunda mitad de la noche en 
los niveles de NAS o de melatonina en los dializados (Fig. 6). 
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Fig. 5. Efecto de administración local de ketanserina 10 µM durante 6 
horas en la segunda mitad de la noche (desde las 14:00 h hasta las 20:00 
h) sobre los niveles extracelulares de 5-HT en la pineal. Los datos se 
expresan en porcentaje del nivel basal (media de las muestras antes de la 
oscuridad) y representan la media ± E.E.M. de 5 animales. La barra indica 
la fase de luz/oscuridad. 
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Fig. 6. Efecto de administración local de ketanserina 10 µM durante 6 horas 
en la segunda mitad de la noche (desde las 14:00 h hasta las 20:00h) sobre 
la liberación de NAS y melatonina pineal. Los datos se expresan en 
porcentaje del nivel basal (media de las muestras antes de la oscuridad) y 
representan la media ± E.E.M. de 5 animales. La barra indica la fase de 
luz/oscuridad. 
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3.4. Administración de SDZ SER 082 10 µM durante 6 horas en la primera 
mitad de la noche 

La administración local en la glándula pineal del antagonista de receptores 5-HT 
2B/C, SDZ SER 082, durante seis horas en la primera mitad de la noche (desde 
una hora antes del apagado de las luces hasta la mitad del ciclo de oscuridad) 
no produjo cambios significativos en la liberación de 5-HT en relación con los 
valores obtenidos en el día 1, cuando se administró un tratamiento similar con 
solución salina (Fig. 7). 
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Fig. 7. Efecto de la administración local de SDZ SER 082 10 µM durante 6 
horas en la primera mitad de la noche (desde una hora antes de la oscuridad 
hasta la medianoche: 9:00-15:00 horas) en la liberación de 5-HT en la 
glándula pineal. Los datos se expresan en porcentaje del nivel basal (media 
de las muestras antes de la oscuridad) y representan la media ± E.E.M. de 5 
animales. La barra indica la fase de luz/oscuridad. 

En cuanto a la liberación de NAS, se observó una cierta caída en la mitad de la 
fase de oscuridad tras el tratamiento con SDZ-SER 082 pero la diferencia no fue 
estadísticamente signficativa comparada con la administración de salino (día 1) 
(Fig. 8). Una reducción similar tras el tratamiento con el fármaco se observó en 
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en la liberación de melatonina de la glándula pineal. No obstante, esta redución 
sólo fue puntualmente (justo a la finalización de la infusión del fármaco) 
significativa con respecto a los valores del dia 1 (tratamiento con salino). 
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Fig. 8. Efecto de la administración local de SDZ SER 082 10 µM durante 6 
horas en la primera parte de la noche (desde una hora antes de la 
oscuridad hasta la medianoche: 9:00-15:00 horas) sobre la liberación de 
NAS y melatonina en la glándula pineal. Los datos se expresan en 
porcentaje del nivel basal (media de las muestras antes de la oscuridad) y 
representan la media ± E.E.M. de 5 animales. *p<0.05 vs salino. La barra 
indica la fase de luz/oscuridad. 
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3.5. Efecto de los tratamientos con ketanserina y SDZ-SER 082 sobre la 
cantidad total de 5-HT, NAS y melatonina liberadas a la noche en la 
glándula pineal 

Las Figuras 9 y 10 sumarizan las cantidades totales de los compuestos pineales 
liberados al medio extracelular tras los tratamientos efectuados. Los datos se 
expresan en porcentaje del respectivo control, es decir, de los niveles 
monitorizados durante el día 1 tras la canulación en el que los animales 
recibieron un tratamiento salino (valores tomados como 100%). Se puede 
observar que no hubo cambios significativos en la cantidad total de 5-HT 
extracelular con ninguno de los tratamientos efectuados (Fig. 9).  
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Fig. 9. Cantidad total de 5-HT liberada durante la noche en la glándula pineal 
tras la administración local de ketanserina (diferentes momentos y 
duraciones) y SDZ-SER 082. Los datos representan la media ± E.E.M. de 5 
animales. 

Con respecto a las cantidades totales de NAS y de melatonina (Fig. 10) se 
observaron cambios similares en ambos compuestos tras los tratamientos 
respectivos. Así, cuando el tratamiento con ketanserina se administró al principio 
de la noche y con una duracion de 3 o de 6 horas, se produjo un fuerte descenso 
del total liberado de NAS (-35% y -58% a las 3 y 6 horas respectivamente) y 
melatonina (-35% y -45% a las 3 y 6 horas respectivamente). En contraste, la 
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aplicación local de ketanserina durante la segunda mitad de la noche no provocó 
cambios significativos en la cantidad total liberada, aunque si hubo un ligera 
tendencia al descenso. El SDZ-SER también redujo los niveles de NAS (-24% 
con respecto al control) y de melatonina (-17% con respecto al control), pero 
estos efectos no alcanzaron la significación estadística. 
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Fig. 10. Cantidades totales de NAS y melatonina liberadas durante la noche 
desde la glándula pineal tras la administración local de ketanserina (diferentes 
momentos y duraciones) y SDZ-SER 082. Los datos representan la media ± 
E.E.M. de 5 animales. *p<0.05 vs salino. 
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1. Variaciones diarias del contenido de catecolaminas, indolaminas y 
derivados 5-metoxindólicos en la glándula pineal 

En el primer trabajo de la presente Tesis se estudiaron de forma detallada las 
fluctuaciones diarias del contenido de catecolaminas, indolaminas y 5-
metoxindoles implicados en la vía de síntesis de melatonina en la glándula pineal 
de la rata de laboratorio, así como las principales actividades enzimáticas de 
dicha ruta metabólica. Los datos obtenidos confirman en líneas generales que la 
función de la glándula pineal de los mamíferos está afectada de manera 
primordial por los cambios derivados del ciclo lumínico diario (Binkley, 1983; 
Mefford et al., 1983; Klein, 1985; King y Steinlechner, 1985; Goldman y Darrow, 
1983; Hermes et al., 1994; Míguez et al., 1995a, 1996a). Los elevados niveles de 
melatonina producidos durante la noche en relación a los bajos valores durante 
el día, son la base para la integración fotoperiódica y el ajuste rítmico de muchas 
funciones en el organismo. Dado que la actividad del órgano neurosecretor 
pineal está bajo control nervioso directo del NSQ en el que reside el reloj 
circadiano principal (Klein y Moore, 1979), los ritmos de melatonina representan 
una señal fiable de la actividad del sistema circadiano y, al mismo tiempo, la 
principal vía de salida de dicha información hacia las células del organismo 
(Pévet, 2003). Desde este punto de vista, es destacable el hecho de que el ritmo 
diario de melatonina descrito en la rata de laboratorio presente caracteristicas 
similares a las halladas en especies estacionales de roedores, en las que el 
ritmo de melatonina (bien en base a la amplitud del pico nocturno o bien en base 
a su duración) juega un papel fundamental en el ajuste anual de la función 
reproductiva, entre otras (Illnerova et al., 1983, 1984; Pévet et al., 1989; Vivien-
Roels et al., 1992; Hermes et al., 1994; Míguez et al., 1995a, 1996a). Ello apoya 
la hipótesis generalmente aceptada de que el ritmo de la melatonina formada en 
la glándula pineal sirve para integrar la información del fotoperiodo ambiente, 
tanto en el plano diario como a nivel estacional (Pévet, 2003). 

En la mayor parte de los mamíferos la actividad del enzima AANAT es el 
principal mecanismo celular que condiciona el incremento nocturno de la 
melatonina (Ganguly et al., 2002). De acuerdo con ello, los datos del trabajo 
experimental 1 muestran que en la rata existe una fuerte correlación entre la 
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actividad AANAT y las concentraciones de NAS y melatonina a lo largo del ciclo 
día/noche. El incremento nocturno en estos parámetros se produce de manera 
simultánea y con un retardo de cerca de tres horas desde el inicio de la 
oscuridad, probablemente motivado por el tiempo necesario para la activación de 
los elementos intracelulares pineales que llevan a la síntesis de novo del ARNm 
de la AANAT (sus niveles son casi nulos de día) y la acción de la enzima HIOMT 
sobre la NAS para formar melatonina. Entre estos elementos intracelulares se 
encuentran el incremento en los niveles de AMPc derivado de la estimulación 
nocturna de los receptores α- y β-adrenérgicos localizados en los pinealocitos. El 
AMPc formado activa la fosforilación del factor CREB mediada por una PKA, lo 
que redunda en un aumento de la transcripción del gen de la AANAT (Roseboom 
y Klein, 1995; Roseboom et al., 1996). Nuestros datos muestran que el descenso 
del pico nocturno de NAS y melatonina ya comienza antes del final de la noche y 
tiene lugar de forma drástica, derivada de una rápida caída de la actividad 
AANAT. Los mecanismos implicados en la finalización de la actividad nocturna 
de este enzima no son bien conocidos, pero parecen implicar un descenso en los 
niveles de AMPc, la desfosforilación de CREB y el cese de la transcripción de la 
AANAT. Diversos estudios han puesto en evidencia la importancia de la acción 
de las ARNasas sobre el ARNm residual de la AANAT, así como la acción 
proteolítica sobre la proteína AANAT residual, las cuales contribuyen a limitar de 
forma rápida la actividad de este enzima (Klein et al., 1997; Ganguly et al., 
2002). 

Como ya se ha indicado con anterioridad, la 5-HT juega un papel central en el 
metabolismo indolaminérgico de la glándula pineal de mamíferos. Nuestros datos 
muestran la existencia de niveles muy elevados de 5-HT en la glándula pineal, 
asi como de fuertes cambios diarios en esos niveles, que pasan desde máximos 
de 150 ng/glándula al final de la fase de luz, hasta mínimos de 20 ng/pineal en 
mitad de la noche. Estas variaciones fueron similares a las descritas por otros 
autores en la rata y algunas especies de hámster (Mefford et al., 1983; 
Steinlechner et al., 1983; Champney et al., 1984; McNulty et al., 1986; Lerchl y 
Schlatt, 1992; Hermes et al., 1994; Míguez et al., 1995a, 1996a; Harumi y 
Matsushima, 1998). También hemos hallado una fuerte correlación entre el ritmo 
diario de 5-HT y el de su precursor metabólico, el 5-HTP. Sin embargo, la 
actividad del enzima TP-OH, la cual representa el paso limitante de la síntesis de 
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5-HT pineal, muestra una fuerte correlación negativa con los niveles de 5-HTP y 
5-HT, con máximos localizados durante la fase nocturna que representan 
alrededor de un 100% de aumento frente a los niveles de día. Datos similares 
sobre la actividad diaria de la TP-OH fueron mostrados en estudios previos en 
roedores (Shibuya et al., 1977; Ehret et al., 1991; Besançon et al., 1996). 
Además, Sugden (2003) demostró la existencia de un aumento nocturno (niveles 
cuatro veces superiores a los de día) en en los niveles de ARNm de la TP-OH en 
la pineal de rata, lo que concuerda con lo mostrado en este trabajo. Todo ello 
indica que, durante la noche, se produce un incremento de la síntesis y de la 
actividad enzimática de la TP-OH, y sugiere que este proceso podría determinar 
la concentración de 5-HT pinealocitaria disponible para la formación de 
melatonina.  

Tal y como se observa en la Tabla 1 incluida en esta discusión, hemos 
encontrado una fuerte correlación estadística negativa entre el contenido de 5-
HT pineal con el contenido de NAS y de melatonina. Además, dicha correlación 
también existe con la actividad del enzima AANAT que regula la síntesis de 
ambos derivados serotoninérgicos. En general se puede ver que el análisis de 
correlaciones establecido sobre la media de los distintos grupos a lo largo del 
ciclo día/noche, ofrece valores de correlación mayores que cuando se analizan 
datos individuales, lo que refleja probablemente la existencia de una importante 
variabilidad entre animales. Estos efectos se evidencian todavía con mayor 
claridad en la correlación negativa existente entre 5-HT y la actividad TP-OH, 
que aunque más débil que en los casos anteriores, también fue estadísticamente 
significativa incluso en el análisis de datos individuales. El conjunto de estos 
datos indica claramente que el descenso del contenido de 5-HT pineal durante la 
noche es debido principalmente al fuerte aumento de la actividad AANAT que 
provoca su rápida transformación en NAS y melatonina. Al final de la noche, la 
caída de la actividad de este enzima redunda en una caída de la síntesis de 
melatonina y una recuperación de los niveles de 5-HT. Estos cambios de los 
niveles de 5-HT y melatonina se observaron ya una hora antes del encendido de 
las luces (fin de la noche), lo que prueba que el contenido de 5-HT pineal sufre 
variaciones pasivas en función de su utilización para formar melatonina. 
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Tabla 1. Correlación entre las variaciones diarias de los niveles de diferentes indoles y 
derivados presentes en la glándula pineal de la rata. 

Parametros correlacionados Medias de grupos a lo 
largo del ciclo día/noche 

Datos individuales a lo 
largo del ciclo día/noche 

5-HT vs  5-HTP 
vs  5-HIAA 
vs  NAS 
vs  MEL 
vs  NAT 
vs  TP-OH 

 

0.92a 
0.93a 
-0.80b 
-0.83b 
-0.86b 

-0.62 
 

0.80a 
0.79a 
-0.63ª 
-0.67ª 
-0.67ª 
-0.31c 

5-HIAA vs  NAS 
vs  MEL 
vs  NAT 
vs  TP-OH 

 

-0.85b 
-0.89a 
-0.91a 
-0.67c 

-0.44b 
-0.55a 
-0.58a 

-0.28 
 

NAS vs  MEL 
vs  NAT 
vs  TP-OH 

 0.99a 
 0.98a 
 0.87a 

0.94a 
0.84a 
0.66a 

 

MEL vs  NAT 
vs TP-OH 

 0.98a 
 0.84b 

0.91a 
0.67a 

 

Las correlaciones entre medias de grupos fueron estimadas a partir de ocho valores de  
cada uno de los parámetros. Cuando se consideraron datos obtenidos de animales 
individuales, se utilizaron entre 46-48 datos para cada parámetro. Estadística: Test de 
correlación de Pearson. a: p<0.001; b: p<0.01; c: p<0.05. 

Estudios muy iniciales de Snyder et al. (1967) han sugerido que el ritmo diario en 
el contenido de 5-HT pineal posee un carácter endógeno, tanto en cuanto parece 
persistir en ratas cegadas o mantenidas en oscuridad constante. Más 
recientemente, Sun et al. (2002) usando técnicas de microdiálisis pineal 
mostraron pruebas de un ritmo de liberación de 5-HT (probablemente asociado 
al ritmo de síntesis de la amina) con características endógenas. En el presente 
trabajo usando condiciones lumínicas cíclicas hemos hallado que la 
concentración de 5-HT pineal desciende ya en la primera hora de la noche, 
aunque la síntesis de melatonina no parece comenzar hasta pasadas tres horas 
de oscuridad. Este dato pone de manifiesto que otros factores diferentes de los 
cambios diarios en la actividad AANAT podrían afectar al contenido endógeno de 
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5-HT pineal. De hecho, que la 5-HT pineal sea utilizada como sustrato en 
diferentes rutas metabólicas, asi como que una parte pueda ser liberada al 
medio extracelular (ver más adelante), pueden ser aspectos que lleguen a 
condicionar el ritmo de contenido de 5-HT pineal.  

El metabolismo de la 5-HT en la glándula pineal es sumamente complejo. A 
parte de una acetilación para formar NAS y posteriormente melatonina, la 5-HT 
puede participar en al menos otras dos rutas: oxidación para formar 5-HIAA, 5-
HTOL y 5-MTOL, y orto-metilación directa para formar 5-MT. De ellas, la ruta de 
oxidación es muy activa debido a la alta actividad constitutiva del enzima MAO 
mitocondrial (King y Steinlechner, 1985). En la pineal de rata se han descrito dos 
tipos de MAO en función de su sensibilidad a inhibidores y sustratos: la MAO A, 
presente en las terminales nerviosas, y la MAO B presente en los pinealocitos. 
En lo que respecta a la oxidación de 5-HT pineal, la MAO A es más activa 
(Oxenkrug et al., 1985; Masson-Pévet y Pévet, 1989; Yeung Lam et al., 2004) y 
en consecuencia se ha propuesto que la 5-HT saldría de los pinealocitos para 
ser oxidada en las terminales noradrenérgicas (Masson-Pévet y Pévet, 1989). No 
obstante esta posibilidad ha sido puesta en entredicho dado que la incubación 
de pineales de ratas ganglionectomizadas (se elimina la inervación simpática 
pineal) muestra liberación de 5-HIAA, aunque menos que las pineales de ratas 
normales, sugiriendo que una gran parte de la 5-HT podría ser oxidada en los 
propios pinealocitos (Míguez et al., 1995b). Por otro lado, se ha descrito la 
existencia de variaciones diarias en la actividad MAO pineal con niveles más 
elevados durante el día que de noche (King y Steinlechner, 1985), aunque 
Yeung Lam et al. (2004) no encuentran diferencias día/noche en el contenido de 
ARNm y actividad enzimática de la MAO A pineal. Tampoco se ha demostrado si 
el presunto ritmo de MAO podría condicionar el ritmo del contenido de 5-HT y la 
producción de melatonina.  

En nuestro trabajo hemos observado un claro ritmo diario en el contenido de 5-
HIAA pineal, que muestra altos niveles diurnos y bajos nocturnos. Este ritmo está 
correlacionado directamente con el contenido de 5-HT, e inversamente con los 
niveles de NAS y melatonina. Todo ello indica que existe una importante 
oxidación de 5-HT de forma continuada a lo largo del ciclo de 24 horas y que los 
niveles de 5-HIAA que se forman no dependen de variaciones en la actividad 
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MAO, sino de la disponibilidad de 5-HT. La caída nocturna de este indol, debido 
a su transformación en melatonina, redunda en una caída paralela en la 
formación de 5-HIAA. Estos datos están de acuerdo con los mostrados 
previamente por Mefford et al. (1983) en la rata y por Miguez et al. (1995a, 
1996a) en hámsters. Todo ello permite concluir que existe una relación 
metabólica estricta y recíproca entre las rutas de N-acetilación y oxidación de 5-
HT pineal, de forma que son fundamentalmente las variaciones de la actividad 
AANAT las que provocan cambios simultáneos e inversos en los niveles de los 
derivados indólicos que se forman en ambas rutas pineales. 

En la mayor parte de los mamíferos estudiados, el aumento de la síntesis 
nocturna de melatonina es precedido por la liberación de NA desde las fibras 
nerviosas simpáticas que inervan la glándula pineal (Moore y Klein, 1974; 
Drijfhout et al., 1993). En la rata, se ha demostrado un ritmo en el contenido de 
NA pineal con niveles más elevados durante la noche que durante el día 
(Brownstein y Axelrod, 1974; Fujiwara et al., 1980; Saavedra et al., 1973). 
Nuestros datos confirman la existencia de dicho ritmo diario, aunque con algunas 
particularidades dado que los niveles mínimos de NA se detectaron al inicio de la 
noche y fueron seguidos por una reactivación que llevó a alcanzar el máximo 
nivel en la parte final de la noche. La razón de este descenso nocturno de NA 
pineal es desconocida. No obstante, estudios de microdiálisis han demostrado 
que existe una fuerte liberación de este neurotransmisor desde los primeros 
momentos de la noche, la cual podría reducir su contenido intracelular (Drijfhout 
et al., 1993, 1996c). En todo caso, no hay trabajos que demuestren 
específicamente una relación entre síntesis, almacenaje a nivel de las terminales 
neuronales y liberación al medio extracelular de NA en la glándula pineal. Los 
elevados niveles de DA durante la noche hallados en el presente trabajo, 
apuntan a una mayor síntesis catecolaminérgica como consecuencia de la alta 
actividad neuronal simpática nocturna, lo que concuerda con estudios en la rata 
(Craft et al., 1984; Hernández et al., 1994). La falta de correlación entre las 
variaciones diarias de DA y NA, sugieren que pueda existir algún tipo de 
almacenamiento de NA en las terminales nerviosas, lo que podría enmascarar el 
efecto que sobre su contenido tendría una mayor liberación a la noche. 
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Nuestros datos indican la existencia de un claro ritmo diario del contenido de DA 
en la glándula pineal de la rata y concuerdan plenamente con los presentados 
por otros autores en diferentes especies de roedores (Fujiwara et al., 1980; 
Hermes et al., 1994; Míguez et al., 1995a, 1996a). Todo ello sugiere que la DA, 
actuando como neurotransmisor, podría jugar un papel en la síntesis de 
melatonina pineal. En esta misma dirección apuntan algunos estudios que han 
demostrado que la DA puede regular la actividad AANAT y la síntesis de 
melatonina in vitro (Govitrapong et al., 1989a), así como también la existencia de 
receptores dopaminérgicos de los subtipos D1 y D2 que han sido puestos de 
manifiesto en pineales bovinas (Govitrapong et al., 1984; Simonneaux et al., 
1991). Por último, Rey et al. (2001) muestran que la DA puede interactuar con 
receptores adrenérgicos α-1 para inducir señales de Ca++ intracelular en la pineal 
de la rata. Es evidente, por tanto, que todos estos datos refuerzan la 
consideración de la DA como un neurotransmisor pineal, aunque se desconoce 
su posible papel fisiológico. 

En suma, los datos obtenidos midiendo los ritmos diarios del contenido de 
diversos indoles y metoxindoles pineales resaltan el papel central de la 5-HT en 
la actividad rítmica pineal. El elevado contenido de esta amina ha sido 
considerado como un almacén de sustrato para la síntesis de melatonina, hecho 
que es avalado porque su ritmo diario es claramente opuesto al de melatonina. 
Sin embargo, esta podría no ser solo su función dado que durante las 
transiciones luz/oscuridad y oscuridad/luz no existe una buena correlación entre 
el contenido de ambos compuestos. Los resultados obtenidos descartan que el 
uso de 5-HT en  rutas metabólicas de no N-acetilación, tales como la oxidación o 
la metilación, sea causante de tales discrepancias, y apuntan a que otros 
procesos, tales como la liberación de 5-HT al medio extracelular, puedan jugar 
algún papel regulando el contenido intrapinealocitarios de 5-HT. En este sentido, 
los resultados también resaltan la importancia que podría tener la síntesis de 5-
HT como un factor de regulación de la disponibilidad de 5-HT para la formación 
de melatonina durante la noche. Este hecho será discutido a continuación. 
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2. Papel de la síntesis y disponibilidad citoplasmática de serotonina pineal 
en la producción rítmica diaria de melatonina  

A nivel celular, la 5-HT pineal se encuentra localizada en los pinealocitos, donde 
es sintetizada, y en las terminaciones adrenérgicas que los inervan donde podría 
ser almacenada y presumiblemente catabolizada por la MAO (King y 
Steinlechner, 1985). En pinealocitos de bovinos también se ha descrito la 
presencia de transportadores de 5-HT que podrían tener algún papel en el 
intercambio entre las terminales nerviosas y los pinealocitos (Ducis y Stephano, 
1980), hecho que también ha sido constatado en pineales de rata in vitro 
(Míguez et al., 1995c). En cuanto a la 5-HT pinealocitaria, los escasos estudios 
existentes apuntan a que se encuentra mayoritariamente almacenada dentro de 
vesículas que se han localizado en extensiones de los pinealocitos (Hayashi et 
al., 1999). También se han localizado transportadores vesiculares de 5-HT del 
tipo 1, que podrían tener un papel en la regulación de los niveles 
vesiculares/citoplasmáticos de 5-HT (Hayashi et al., 1999). Evidentemente todos 
estos mecanismos van a contribuir a regular los niveles de 5-HT de los 
pinealocitos y su uso en la producción de melatonina.  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el experimento 1 y los datos 
existentes en la bibliografía, hemos orientado el segundo trabajo de la tesis 
doctoral a profundizar en el papel que puede tener disponibilidad pinealocitaria 
de 5-HT en la capacidad de la glándula para sintetizar cantidades apropiadas de 
melatonina durante el día y la noche. Así, los resultados demuestran que la 
administración de benserazida, un inhibidor de la enzima LAAD, resulta en un 
aumento de los niveles de 5-HTP y descenso en el contenido de 5-HT, NAS y 
melatonina, tanto de día como de noche. Estos datos están de acuerdo con los 
encontrados a nivel de la melatonina plasmática por Ho y Smith (1982) que 
también aplicaron benserazida en la rata. Asimismo, los resultados concuerdan 
con los obtenidos en otros trabajos tras la administración de p-clorofenil-alanina 
(pCPA), un inhibidor de la TP-OH (Deguchi y Barchas, 1972; Niles et al., 1984; 
Nonaka y Reiter, 1990; King et al., 1994) que resulta en un reducido contenido 
de 5-HT y de melatonina en la pineal.   
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King et al. (1984b) comparando el efecto de pCPA en ratas normales y en ratas 
denervadas por extracción quirúrgica del ganglio cervical superior, mostraron 
que la reducción del contenido de 5-HT pineal por pCPA era mayor en ratas 
denervadas que en ratas intactas, sugiriendo que gran parte de la 5-HT que era 
afectada por el tratamiento estaba contenida en los pinealocitos. Además, estos 
autores demostraron que la estimulación del tratamiento con pCPA reducía 
fuertemente el efecto estimulador del ISO sobre la síntesis de melatonina pineal 
en las ratas intactas, mientras que lo anulaba totalmente en las ratas 
denervadas. Por otra parte, Míguez et al. (1997b) utilizando pinealocitos de rata 
en cultivo demostraron que la incubación con pCPA reducía fuertemente en 
contenido intracelular y la liberación de 5-HT. En estas condiciones, el efecto 
estimulador de ISO sobre la liberación de melatonina también era reducido por el 
tratamiento con pCPA. Nuestros datos actuales concuerdan plenamente con 
estos estudios y demuestran, además, que el mantenimiento de la síntesis de 5-
HT de forma continuada es un proceso importante para asegurar la adecuada 
producción de melatonina. Este hecho es especialmente evidente durante el día, 
dado que la benserazida, al reducir la cantidad de 5-HT presente en la pineal, 
anuló prácticamente la síntesis basal de melatonina. Durante la noche, la 
benserazida redujo el contenido de 5-HT pineal en similar grado a lo observado 
durante el día, y también redujo el contenido de melatonina, pero en un 
porcentaje menor que lo observado durante el día. Cabe destacar también que 
los efectos de la benserazida sobre la producción de melatonina no fueron 
mediados por cambios en la actividad AANAT ni de día ni de noche. 

Con estos resultados, se pueden extraer las siguientes conclusiones: i) en la 
pineal de rata existe un almacén pinealocitario de 5-HT que es fácilmente 
reducido por la inhibición de la síntesis de esta amina, tanto de día como de 
noche. Ello sugiere que el turnover de 5-HT pineal es muy rápido y solo una 
elevada síntesis de 5-HT permite asegurar un nivel estable, aunque transitorio, 
de la amina; ii) la dinámica de uso de 5-HT pineal es notoriamente diferente 
durante el día y la noche, como probablemente lo sea también la disponibilidad 
de la amina para su uso en diferentes rutas metabólicas. Durante el día, esta 
disponibilidad condiciona totalmente los niveles basales de melatonina que son 
producidos en la glándula pineal, de forma que la inhibición de la síntesis de 

novo de 5-HT anula prácticamente la producción de melatonina. Durante la 
noche, sin embargo, el bloqueo farmacológico de la síntesis de 5-HT pineal 
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afecta en menor grado a la producción de melatonina, lo que podría significar 
que existe un pool de 5-HT citoplasmático fácilmente movilizable que no es 
afectado por la síntesis de novo de 5-HT, pero que resulta ser fundamental para 
la producción rápida de melatonina. En este sentido, los datos permiten 
especular con que la 5-HT pinealocitaria se encuentra ligada, almacenada o de 
alguna manera que dificulta su inminente uso metabólico. Con un apropiado 
estímulo fisiológico, por ejemplo la activación adrenérgica pineal nocturna, se 
produce un desligamiento de esa 5-HT que pasa a estar disponible para su uso 
por la elevada cantidad de AANAT presente en los pinealocitos. En estos 
cambios, sin embargo, permanece incierto que papel jugarían los niveles de 5-
HT que podrían estar almacenados en las terminaciones adrenérgicas pineales. 

La administración de benserazida también provocó una fuerte reducción en la 
concentración pineal de 5-HIAA tanto de día como de noche. En ambos casos se 
observó una elevada correlación entre los cambios que provocó el fármaco en 
los niveles de 5-HT y en los de 5-HIAA, lo que apoya las conclusiones extraídas 
en el trabajo 1 acerca de las relaciones entre estos dos indoles. Dado que la 
MAO es una enzima mitocondrial, su acción sobre la 5-HT va a estar dirigida 
sobre la forma que permanece libre en el citoplasma, es decir sobre la misma 
que también será utilizada por la AANAT para formar melatonina. Los datos 
mostrados en este experimento apuntan a que hay un uso prioritario de la 5-HT 
para formar NAS, dado que durante la noche, los animales tratados con 
benserazida mantienen unos niveles relativamente elevados de NAS y 
melatonina (aunque menores que los controles), pero con un contenido mínimo 
de 5-HIAA. De alguna manera se podría decir que se preserva la función de 
síntesis de melatonina, favoreciendo la accesibilidad de la 5-HT como sustrato 
para la enzima AANAT en detrimento de la MAO. Ello podría ser debido a la 
simple localización espacial de los enzimas (AANAT en citoplasma; MAO en 
mitrocondrias) en relación al mismo sustrato sobre el que actúan, o bien a que 
estos enzimas podrían actuar de forma paralela sobre otros sustratos y ello 
condicionara, en parte, su capacidad para transformar la 5-HT disponible.  

Los datos obtenidos con la administración diurna y nocturna de benserazida se 
complementaron con aquellos derivados del experimento en que se administró 
conjuntamente benserazida e ISO. Es bien conocido que el agonista adrenérgico 
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ISO produce una fuerte estimulación de la producción de melatonina pineal 
debido a la activación de los receptores postsinápticos β-adrenérgicos y, en 
menor grado, los α1-adrenérgicos (Klein et al., 1983). De acuerdo con ello, 
nuestros datos mostraron un fuerte efecto dosis-dependiente del ISO sobre los 
niveles de NAS y melatonina, en paralelo al incremento de la actividad AANAT 
pineal. Este hecho refleja claramente que la activación de la AANAT por 
mecanismos adrenérgico-dependientes es clave para lograr el incremento 
nocturno de melatonina. Asimismo, el bloqueo con benserazida de la LAAD en 
animales tratados con ISO provocó un fuerte aumento dosis-dependiente del 
contenido de 5-HTP, a la vez que redujo los niveles de 5-HT y 5-HIAA. Estos 
efectos fueron comparables a los que produjo la benserazida durante el día en 
animales no estimulados con ISO. En paralelo, la administración conjunta de 
benserazida e ISO dio lugar a una fuerte caída en los niveles de NAS y 
melatonina pineales en relación a los animales que solo recibieron ISO, siendo la 
caída de la NAS mayor (en porcentaje) en los animales que recibieron la dosis 
más elevada de ISO, mientras que el efecto sobre la melatonina fue similar con 
ambas dosis de ISO. Estos datos reflejan el gran efecto que la limitación de la 
disponibilidad de 5-HT tiene sobre la formación de NAS mediante la enzima 
AANAT, particularmente cuando hay una gran demanda de 5-HT para cubrir la 
elevada actividad del enzima. En circunstancias en las que esa disponibilidad de 
5-HT está limitada, por ejemplo tras la inhibición farmacológica de la síntesis, 
tiene lugar una menor formación de melatonina en los pinealocitos.  

En mamíferos existen abundantes datos que demuestran que se produce un 
incremento de la actividad TP-OH a la noche, medidada por la estimulación 
fisiológica nocturna y/o farmacológica de los receptores β-adrenérgicos pineales, 
(Ehret et al., 1991; Trabajo 1). Recientes estudios han indicado que dicha 
estimulación ocurre sobre la isoforma TP-OH 1 (Huang et al., 2008) que es 
mucho más abundante en la pineal que la TP-OH 2 (Sugden, 2003). La 
activación nocturna de la enzima requiere del aumento de los niveles de AMPc 
intracelular promovido por la estimuación β-adrenérgica, lo que conlleva 
activación de una proteín-quinasa que fosforila la TP-OH 1. Además, la 
estimulación β-adrenérgica nocturna promueve un aumento de la expresión 
génica y de los niveles de TP-OH 1 (Privat et al., 2002; Sugden, 2003). Como 
complemento a este conocimiento, nuestros datos demuestran que, tanto en 
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condiciones basales como tras estimulación adrenérgica pineal, se requiere una 
elevada actividad de la TP-OH para mantener los niveles intracelulares de 5-HT 
en una forma utilizable (probablemente como 5-HT libre citosólica) para formar 
melatonina. Por tanto, podemos concluir que la disponibilidad de 5-HT pineal 
resulta del equilibrio entre su síntesis (mediada por la TP-OH) y su uso en las 
diferentes rutas metabólicas, principalmente oxidación –durante el día- y 
acetilación –durante la noche-. Es posible también que una parte de dicha 5-HT 
sea liberada al medio extracelular (Sun et al., 2002; ver también Trabajo 3) y que 
ello contribuya a reducir el pool celular de 5-HT libre, haciendo todavía más 
importante la necesidad de un aporte inmediato proporcionado por la nueva 
síntesis de la amina.  

Es evidente, por tanto, que si bien la utilización de 5-HT es importante a la hora 
condicionar los niveles y la disponibilidad intracelular de la amina, no es menos 
importante el papel que tiene la síntesis de nueva 5-HT a partir del aminoácido L-
Trp. Por ello, en la segunda parte de trabajo 2 hemos investigado el efecto de la 
administración diurna y nocturna de L-trp sobre la síntesis de 5-HT y melatonina 
pineal. Se ha demostrado que la aplicación de L-Trp durante el día resulta en un 
aumento dosis-dependiente del contenido de 5-HTP, 5-HT y 5-HIAA pineales. En 
el caso de la 5-HT, la dosis mayor de L-Trp produjo un aumento de 2.5 veces 
(con respecto al grupo control) en sus niveles, lo que tuvo un fiel reflejo en un 
aumento similar del 5-HIAA durante las 3 horas posteriores al tratamiento, pero 
decayeron a las 6 horas alcanzando el valor de los controles. También se 
observó un aumento mantenido durante las 6 horas del nivel de NAS y de 
melatonina con la dosis mayor de L-Trp, sin que ello implicase un cambio en la 
actividad AANAT pineal. Las dosis de 50 mg/kg de L-Trp indujeron aumentos 
menores en todos los derivados indólicos que solo puntualmente alcanzaron 
significación estadística. 

Los resultados obtenidos durante la noche tras la administración de L-Trp con 
respecto a los niveles de 5-HT y 5-HIAA fueron similares a los hallados durante 
el día, con la salvedad de que los valores de ambos compuestos en los animales 
control ya tendieron a caer paulatimanente a las tres y seis horas debido al 
incremento nocturno en la formación de melatonina. En todo caso, 3 horas 
después del tratamiento con la dosis más elevada de L-Trp se observaron 
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mayores niveles de 5-HT y 5-HIAA que en el control, hecho que ya no se 
encontró a las 6 horas (mitad de la noche). No obstante, y a diferencia de lo 
hallado durante el día, no se observaron cambios significativos en el contenido 
de NAS y melatonina pineal en los animales tratados con L-Trp, aunque si hubo 
una tendencia al aumento, particularmente en el contenido de melatonina. El 
tratamiento con L-Trp tampoco afectó a los valores de actividad AANAT 
nocturna.  

Todos estos datos indican que la síntesis de 5-HT pineal es fácilmente 
modulable por los niveles intracelulares de L-triptófano, probablemente debido a 
la elevada tasa de hidroxilación del mismo y la no saturación del enzima TP-OH 
por el sustrato (Sugden et al., 1985). Además, se pone claramente de manifiesto 
que, durante el día y con una baja actividad AANAT, un aumento de la 
disponibilidad de 5-HT inducido por la activación de su síntesis (debido al 
aumento de los niveles de L-Trp pinealocitario) redunda de inmediato en un 
aumento de la síntesis de melatonina. De noche, sin embargo, el aumento de la 
disponibilidad de 5-HT tras la administración de L-Trp, no tiene un claro efecto de 
aumento de la producción de melatonina. Esto probablemente indica que de 
noche existe un control más estricto de la actividad AANAT, o bien que la 
elevada actividad de este enzima no es suficiente para transformar de forma 
inmediata toda la 5-HT formada. Por tanto, en esta situación sería esperable que 
una buena parte de la 5-HT sintetizada de novo a la noche fuese almacenada en 
el citoplasma (libre o ligada) o pudiese ser secretada desde la célula al medio 
extracelular (se discutirá más adelante). 

Trabajos recientes han demostrado la existencia de un transporte de alta 
afinidad de L-Trp en los pinealocitos de rata, el cual no es afectado por otros 
aminoácidos neutros, pero si por fenilalanina y tirosina (Gutiérrez et al., 2003). 
Estos autores sugirieron que el transporte del aminoácido es mayor durante el 
día que a la noche, y aumenta en situaciones en las que la disponibilidad de 5-
HT pineal está reducida (ej, tras pCPA). También en ratas se ha observado un 
ritmo del contenido de L-Trp en la pineal, con niveles más elevados de día que 
durante la noche (Young y Anderson, 1982), de forma similar a lo que ocurre con 
el contenido plasmático del aminoácido (Redfern y Martin, 1985). A pesar de ello, 
no existen evidencias claras de que la disponibilidad de L-Trp pueda ser una 
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limitación para la formación de melatonina pineal, aunque Zimmerman et al. 
(1993) han mostrado que una dieta sin L-Trp reduce la producción de melatonina 
en humanos.  

Diversos trabajos demostraron que la administración de L-Trp por diferentes vías 
(i.p., i.v.) induce un aumento del contenido de Trp, 5-HT y 5-HIAA pineal (Young 
y Anderson, 1982; Reiter et al., 1990), en la misma línea que lo mostrado en 
nuestro trabajo. Con respecto a la melatonina, los datos existentes son mucho 
menos concordantes. Así, la administración de L-Trp y de 5-HTP resultó en 
aumentos de la melatonina circulante en la rata (Ferreti et al., 1990; Huether et 
al., 1993; Yaga et al., 1993), el pollo (Huether et al., 1992) y en el humano (Hajak 
et al., 1991), pero no está claro si este efecto se debe a una mayor producción 
de la hormona en la pineal o a una posible participación de fuentes extra-
pineales. En este sentido, Yaga et al., (1993) demostraron que el aumento 
plasmático de melatonina tras administración de L-Trp se mantenía en ratas 
pinalectomizadas, apuntando a un posible origen intestinal para dicha 
melatonina. Con respecto a la glándula pineal, los datos del efecto de la 
administración de L-Trp también son contradictorios. Así, se han hallado 
aumentos de pequeña entidad en los niveles de melatonina tras la 
administración de L-Trp (Young y Anderson, 1982) o de 5-HTP (Ferreti et al., 
1990), mientras que en otros casos no se obtuvieron efectos significativos 
(Ferreti et al., 1990), e incluso se ha descrito un efecto inhibitorio sobre la 
síntesis de melatonina mediado por un descenso de la actividad AANAT (Reiter 
et al., 1990).  

Los datos presentes ponen claramente de manifiesto que, al margen de 
potenciales efectos a nivel extrapineal, la administración de L-Trp redunda en un 
efecto estimulador de la producción de melatonina pineal durante el día, 
sugiriendo de nuevo que, en estas circunstancias, la disponibilidad de 5-HT 
podría ser un factor limitante de la formación de melatonina. Por otra parte, 
durante la noche no se evidencia dicho efecto estimulador del triptófano, a pesar 
del fuerte aumento de concentración de 5-HT pineal. Por otro lado, los hallazgos 
indican que los efectos del L-Trp tienen lugar sin alteración alguna de la 
transmisión adrenérgica pineal, dado que ni de día ni de noche, se produjeron 
alteraciones en los niveles de NA/DA, ni en la actividad AANAT que podría 
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resultar afectada si dichos cambios tuviesen lugar. Todo ello refuerza la idea de 
que la disponibilidad de sustrato utilizable por la AANAT podría ser un factor que 
contribuyese a limitar la síntesis de melatonina en la glándula pineal de la rata, 
particularmente durante el día. 

3. Monitorización de la liberación de compuestos pineales: aplicación de 
las técnicas de microdiálisis pineal en la rata en libre movimiento 

Uno de los aspectos que más llama la atención de la glándula pineal es la 
ritmicidad que presenta la producción de melatonina, así como las relaciones 
temporales de este compuesto con los diversos indoles relacionados con su ruta 
de síntesis (Trabajo 1). Sin embargo, la mayoría de los estudios que describen 
los ritmos pineales, así como los mecanismos reguladores de los mismos, han 
sido llevados a cabo midiendo el contenido de los compuestos en tejido post 

morten, en ensayos de cultivos de pinealocitos y en muestras de plasma, sin 
tener en cuenta que la dinámica metabólica y funcional de los diferentes 
compuestos puede estar afectada por factores que modifiquen temporal y/o 
espacialmente sus contenidos. Entre estos factores cabría citar: i) las 
propiedades químicas de cada compuesto que favorecen o impiden en mayor o 
menor grado su difusión a través de la membrana, ii) la existencia de almacenes 
celulares específicos (vesiculares, uniones a proteínas, etc), iii) la acción 
simultánea de enzimas sobre un mismo sustrato, iv) la tasa de metabolización 
intracelular, v) los procesos de secreción a través de las membranas celulares, 
etc. Dado que la glándula pineal tiene una función eminentemente secretora, 
particularmente de melatonina, es importante utilizar técnicas que permitan 
monitorizar en continuo dicho proceso y como este puede ser afectado por la 
regulación metabólica y neuronal propia de la glándula.  

Por otro lado, los resultados obtenidos en el primer trabajo de esta tesis nos han 
mostrado que a pesar de que el fuerte aumento nocturno de melatonina parece 
condicionar fuertemente las fluctuaciones de todos los demás indoles y 
derivados indólicos pineales, no existe una estricta relación temporal ni 
estequiométrica entre ellos. Como aspecto más llamativo está el hecho de que el 
descenso inmediato al inicio de la noche de la concentración de 5-HT en la 
glándula pineal no se acompaña de un aumento simultáneo del contenido de 
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melatonina, sino que este tiene lugar con un cierto retraso. Existen datos previos 
de que la 5-HT, de forma similar a la melatonina, también es un producto de 
secreción de la glándula pineal y de que dicho proceso acontece de forma 
rítmica diaria (Sun et al., 2002). Además, diversos estudios usando perifusión de 
órganos pineales (Aloyo y Walker, 1987, 1988) y cultivos de pinealocitos (Olcese 
y Munker, 1994; Míguez et al., 1997b) demostraron que la liberación de 5-HT 
pineal, al igual que la síntesis de melatonina, es un proceso regulado 
adrenérgicamente. Por lo tanto, es evidente que existe interés en monitorizar en 
paralelo la secreción de 5-HT y melatonina pineal a fin de establecer una posible 
relación fisiológica entre los procesos de síntesis/liberación de ambos 
compuestos. 

En nuestro caso, se ha puesto a punto una técnica de microdiálisis adaptada a la 
glándula pineal y basada en las clásicas técnicas de microdiálisis cerebral 
utilizadas en la monitorización de neurotransmisores en animales en libre 
movimiento. La glándula pineal posee una serie de particularidades anatómicas 
que han obligado a realizar diversas adaptaciones en la sonda de diálisis. Entre 
esas particularidades destacan el reducido tamaño de la glándula, así como la 
existencia de gruesos senos venosos (seno sagital superior y seno transverso) 
que confluyen recubriendo el órgano pineal y cuya sección podría provocar 
extravasación con la consiguiente hemorragia y alteración del flujo sanguíneo 
local. Por ello, la sonda ha sido desarrollada específicamente en nuestro 
laboratorio y su ventaja reside en la forma de L de su cánula central, lo que 
permite que mediante una inserción lateral y hemicerebral, se pueda alcanzar la 
glándula pineal con relativa facilidad y seguridad. Con este procedimiento, y las 
técnicas de HPLC descritas previamente, se ha podido monitorizar de forma 
continua los niveles extracelulares de 5-HT, 5-HIAA, NAS y melatonina durante 
dos días consecutivos en la rata en libre movimiento. 

Durante los últimos años se han descrito en la bibliografía al menos cuatro 
procedimientos distintos de microdiálisis aplicados a la glándula pineal de la rata. 
En el primero de ellos Azekawa et al. (1991) utilizaron una sonda clásica y un 
procedimiento de inserción vertical que, aparentemente, implica un alto riesgo de 
dañar los senos venosos con la consiguiente extravasación sanguínea. No 
obstante, con esta técnica los autores monitorizaron los ritmos de indoles y 
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melatonina pineal a lo largo de 24 horas. Posteriormente, Drijfhout et al. (1993) 
promovieron el uso de una sonda transversal que se implanta cruzando los dos 
hemisferios cerebrales. En su zona media la sonda porta una membrana de 
diálisis la cual se puede localizar en la glándula pineal. Este procedimiento  se 
mostró particularmente eficaz para tratamientos farmacológicos (Drijfhout et al., 
1996b), aunque Barassin et al. (1999) realizaron ligeras modificaciones exitosas 
a fin de secuenciar en detalle los ritmos de NA y melatonina pineales durante 
varios días. Más recientemente Sun et al. (2002) desarrollaron una técnica de 
implantación oblicua (la sonda se implanta ligeramente inclinada desde una zona 
adyacente a la glándula pineal) altamente eficaz para la monitorización a largo 
plazo (hasta 7 días) de los niveles de melatonina e indoles pineales. En todos 
estos casos, los procedimientos descritos implican una amplia variedad de 
materiales y metodologías en función del laboratorio de origen. En nuestro caso, 
la técnica utlilizada ha permitido obtener resultados muy reproducibles durante 
los dos primeros días de monitorización, aunque evidenció una fuerte reducción 
en la recuperación de los compuestos pasado este tiempo, probablemente 
debido a los procesos de gliosis desarrollados sobre la membrana de diálisis y 
que suelen provocar su obturación secuencial (Benveniste, 1989). En este 
sentido nuestra técnica es útil para estudios a corto plazo de la ritmicidad pineal 
o para aquellos ligados al estudio del efecto a corto plazo de fármacos, pero 
quizás menos adecuada para investigaciones a largo plazo de la actividad 
rítmica pineal que las descritas por Barassin et al. (1999) y Sun et al. (2002).  

Al margen de las consideraciones técnicas, los resultados obtenidos muestran 
que los niveles extracelulares de los compuestos pineales medidos (5-HT, 5-
HIAA, NAS y melatonina) presentan una elevada variabilidad interindividual (ver 
Tabla 1 del Trabajo 3), hecho que concuerda plenamente con lo descrito por 
Barassin et al. (1999) en la rata Wistar. En parte, esta heterogeneidad podría ser 
atribuida a cuestiones técnicas, fundamentalmente relacionadas con la 
localización de la sonda en la glándula. De hecho, nuestra experiencia mostró 
que en aquellos animales en los que la sonda se implantó muy lateralmente 
(cerca de la superficie de la glándula) los niveles de melatonina y otros indoles 
pineales eran menores que en aquellos en los que la implantación fue centrada. 
Por otro lado, conviene tener en cuenta que la glándula pineal es una estructura 
altamente irrigada por vasos sanguíneos, lo que favorece la obturación de la 
membrana de diálisis allí implantada, y que la eficacia de esta varíe 



Discusión 

204 

 

aleatoriamente entre animales. Además de esta cuestiones técnicas, Barassin et 
al. (1999) sugiere que, al menos para la melatonina, la heterogeneidad 
observada en el patrón de secreción podría sustentarse en razones de 
variabilidad genética, asumiendo que la síntesis de melatonina en la rata podría 
estar bajo “control genético”, algo que ya se demostró en la oveja (Zaragaza et 
al., 1998). Dicho control podría afectar a los componentes del sistema circadiano 
(oscilador central, vías nerviosas) que median la respuesta fotoperiódica pineal, 
modulando los intervalos temporales y, con ello, los procesos de regulación 
nerviosa (liberación de NA de las terminales simpáticas pineales, ritmos de los 
receptores adrenérgicos, etc.) de la glándula pineal. 

La elevada variabilidad interindividual encontrada en nuestro modelo 
experimental conllevó que los valores obtenidos a lo largo del ciclo día/noche 
para los compuestos medidos fuesen expresados en porcentaje respecto a los 
valores respectivos de cada día (niveles basales). De esta manera, se pudo 
observar una elevada estabilidad de los perfiles rítmicos de los diferentes 
compuestos en relación a la fase diaria y una buena repetitibilidad dentro del 
mismo individuo. Así, por ejemplo, en el caso de la melatonina, los principales 
marcadores temporales (inicio y final del ritmo, amplitud) se mantuvieron 
relativamente constantes en el mismo individuo y también entre individuos, de 
forma que el inicio del pico de melatonina (tomado como el momento en que 
alcanzó el 50% del aumento nocturno) se estableció a los 104 ± 8 min del inicio 
de la fase de oscuridad, y el descenso del pico aconteció a los 89 ± 22 min antes 
del encendido de las luces (tomado como el momento en que alcanzó el 50% del 
descenso nocturno). Estos datos están de acuerdo con los existentes en la 
bibliografía (Azekawa et al., 1991; Drijfhout et al., 1993; Kanematsu et al., 1994) 
y demuestran la estabilidad del ritmo de melatonina como marcador de la 
actividad del reloj circadiano. Estos datos también justifican el uso del registro 
obtenido durante el primer día como un control del/os tratamiento/s que puedan 
llevarse a cabo durante el segundo día de monitorización (ver Trabajo 5). 

El estudio de las fluctuaciones diarias de los compuestos pineales a nivel 
extracelular muestra un patrón similar para NAS y melatonina, y otro patrón 
similar para 5-HT y 5-HIAA. Entre la NAS y la melatonina se observa un fuerte 
paralelismo que refleja claramente que la transformación de NAS en melatonina 
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por la HIOMT es inmediata. Esa buena correlación indica también que los niveles 
de NAS pueden ser considerados como un índice apropiado de la actividad 
circadiana, tal y como han señalado previamente otros autores (Liu y Borjigin, 
2005). A pesar de ello, llama poderosamente la atención la elevada cantidad de 
NAS presente en el medio extracelular durante la noche, con niveles similares a 
los de melatonina. Ello sugiere que existe una saturación de la capacidad 
enzimática de la HIOMT por las elevadas cantidades de NAS formadas a la 
noche en la glándula pineal, lo que provoca que una parte de esa NAS sea 
secretada al medio extracelular.  

Clásicamente la actividad AANAT ha sido considerada como el paso limitante de 
la formación de melatonina pineal en mamíferos (Klein y Moore, 1979) lo que 
explica la elevada coincidencia temporal entre el pico nocturno de AANAT y el de 
melatonina (Trabajo 1). Asimismo, la actividad AANAT es considerada como el 
punto metabólico en el que convergen los diferentes estímulos que regulan la 
producción de melatonina (Klein et al., 1997). Sin embargo, recientes trabajos de 
Liu y Borjigin et al. (2005) utilizando microdiáisis pineal han expresado dudas 
acerca de que la AANAT sea un verdadero enzima limitante de dicha ruta 
metabólica. De manera similar a lo encontrado en el presente trabajo, esos 
autores muestran que los niveles de NAS formados por acción de la AANAT a la 
noche sobrepasan ampliamente a la capacidad enzimática de la HIOMT. Por 
tanto, las fluctuaciones de la actividad AANAT y del contenido de NAS 
influenciarán muy poco, o nada, la cantidad de producto final (melatonina) 
formado. De hecho, esos autores postulan que la influencia viene dada en mayor 
medida por la actividad de la enzima HIOMT, la cual también muestra ligeras 
variaciones diarias, aunque menores que las de la AANAT (Ribelayga et al., 
1999). Nuestros datos apoyan el planteamiento de esos autores y sugieren que 
el incremento nocturno de la actividad AANAT debe ser considerado como un 
proceso necesario para la producción nocturna de melatonina, mientras que la 
HIOMT debe tomarse como el enzima limitante de la amplitud del pico de 
melatonina. En todo caso, los datos actuales, conjuntamente con los obtenidos 
en el Trabajo 1, resaltan la importancia que tiene la AANAT en la duración del 
pico nocturno de melatonina, permitiendo la formación de elevadas cantidades 
de NAS al inicio de la noche y limitando su producción al final de la noche.  
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Nuestros estudios también revelan un claro ritmo de 5-HT extracelular con un 
patrón que podríamos definir como trifásico dado que: i) los niveles diurnos son 
relativamente elevados, pero aumentan todavía más (50-60% sobre los valores 
de día) durante las 2-3 primeras horas de oscuridad, ii) disminuyen a media 
noche y permanecen bajos durante varias horas, iii) inician un aumento 
aproximadamente una hora antes del comienzo de la fase de luz. Este patrón de 
5-HT extracelular concuerda totalmente con el descrito en la rata por Azekawa et 
al. (1991) y por Sun et al. (2002, 2003). La fluctuación diaria de la 5-HT presentó 
una elevada correlación positiva con la de 5-HIAA, excepto que los niveles de 
este metabolito no mostraron claramente un aumento al inicio de la noche. Por 
otro lado, se observó una correlación inversa de la 5-HT extracelular con 
melatonina y NAS, también con la nota discordante del aumento puntual de la 5-
HT al inicio de la noche, que no tuvo su reflejo en aumentos simultáneos de los 
niveles de NAS y melatonina. Al contrario, los datos ponen claramente de 
manifiesto que el incremento brusco y de corta duración de la 5-HT extracelular 
antecede temporalmente al pico de melatonina (ver grafica 4 del Trabajo 3), de 
forma que se superpone con la fase de ascenso de sus niveles nocturnos.  

Como ya se ha mencionado previamente, la liberacion de 5-HT pineal es un 
proceso activo que in vitro es estimulado por NA (Walker y Aloyo, 1985; Aloyo y 
Walker, 1987; Benson et al., 1989), probablemente a través de receptores α-
adrenérgicos (Walker y Aloyo, 1985; Racké et al., 1991). Además, Yamada et al. 
(2002) indican que la estimulación noradrenérgica de la liberación de 5-HT 
pinealocitaria es un proceso exocitótico y Ca++ dependiente, aunque presenta 
características diferentes de la exocitosis de neurotransmisores desde 
microvesiculas sinápticas. En base a ello, se ha sugerido que la liberación de 5-
HT pineal in vivo podría ocurrir en respuesta a la estimulación noradrenérgica 
nocturna de la glándula (Sun et al., 2002; Trabajo 1). Nuestros datos reafirman 
totalmente la existencia de una importante liberación in vivo de 5-HT, la cual se 
mantiene con niveles elevados durante toda la fase de luz, cuando el contenido 
de 5-HT intrapineal es también elevado, y niveles bajos en mitad y final de la 
noche, cuando el contenido de 5-HT intrapineal es muy bajo debido a su 
utilización masiva para la formación de melatonina. Por tanto, el aumento de la 
liberación de 5-HT al inicio de la noche, coincidiendo con el comienzo del pico de 
melatonina, parece ser una clara respuesta al estímulo adrenérgico nocturno que 
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promueve un rápido aumento de síntesis de 5-HT. Dado que al inicio de la noche 
la síntesis de melatonina sufre un cierto retardo en relación al aumento de la 
síntesis de 5-HT, los niveles de 5-HT formados se acumulan momentáneamente 
en el citoplasma y, al menos una parte, acaba saliendo al espacio extracelular. 
Así pues, la secreción de 5-HT pineal podría ser concebida como un proceso 
pasivo de escape de 5-HT, en el que quizás participen transportadores de 
membrana o secreción vesicular. 

La conclusión extraída en este trabajo concuerda totalmente con la formulada 
por Míguez et al. (1997b) usando pinealocitos en cultivo, quienes observaron que 
la liberación de 5-HT era estimulada por ISO y anulada por inhibidores de la TP-
OH, al igual que lo era la acumulación intracelular de la amina. Además, 
nuestros datos de microdiálisis también muestran que la estimulación local de la 
glándula pineal con ISO da lugar a incrementos concentración-dependientes en 
los niveles de NAS y melatonina, los cuales fueron acompañados por 
incrementos menores de la liberación de 5-HT y 5-HIAA. Analizando en detalle 
estas respuestas se observa que la liberación de 5-HT (al igual que la de 5-
HIAA) es limitada en el tiempo y antecede al aumento de liberación de 
melatonina (ver Fig. 13, Trabajo 3). Estos resultados coinciden plenamente con 
los obtenidos al monitorizar los ritmos diarios de estos compuestos. En ambos 
casos, el pico de liberacion de 5-HT surge como una respuesta pasiva al 
incremento intracelular del indol debido al incremento de su síntesis inducida por 
la estimulación adrenérgica. Posteriormente, cuando la producción de 
melatonina es máxima (un tiempo tras el inicio de la noche o tras la aplicación 
local de ISO), el exceso de 5-HT acumulado intracelularmente se metaboliza 
rápidamente por la AANAT, lo que redunda en una disminución de su liberación 
al espacio extracelular.  

Se han formulado diversas hipótesis de un posible papel fisiológico que podría 
tener la 5-HT extracelular pineal. Por un lado, el hecho de que una parte de la 5-
HT contenida en los pinealocitos sea liberada al inicio de la noche y, por tanto, 
no sea útil para la formación de melatonina, podría indicar que dicha liberación 
contribuye a limitar el pico nocturno de melatonina. Por otro lado, Sun et al. 
(2002) demostraron que el ritmo de liberación de 5-HT es endógeno dado que 
permanece en ratas mantenidas en condiciones de oscuridad constante, en base 
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a la actividad del oscilador localizado en el NSQ del hipotálamo. Por tanto, como 
tal señal endógena, la 5-HT extracelular pineal podría jugar un papel en la 
sincronización del metabolismo de la glándula (Ebadi et al., 1989). Por último, y 
en relación con lo anterior, se ha demostrado la existencia de receptores de 
serotonina en la glándula pineal de mamíferos, lo que sustenta que esta amina 
pueda ejercer una acción de tipo paracrino y/o autocrino. Este aspecto es 
discutido en detalle a continuación. 

4. La serotonina extracelular como potencial mecanismo de regulación de 
la síntesis de melatonina. Implicación de receptores 5-HT2 pineales 

Como ya hemos mencionado anteriormente, en la glándula pineal de bovinos se 
han identificado receptores de serotonina del subtipo 5-HT2, los cuales también 
podrían estar presentes en otros subordenes de mamíferos (Govitrapong, 1984). 
Sin embargo, no se conoce la existencia de fibras nerviosas serotoninérgicas 
que alcancen la pineal, por lo que es probable que la activación de dichos 
receptores pueda tener lugar por medio de la 5-HT liberada localmente desde las 
propias células pineales (pinealocitos y/o terminaciones noradrenérgicas). En 
este sentido, diversos estudios con pinealocitos aislados han demostrado un 
potencial papel de la 5-HT extracelular como modulador de la vía de síntesis de 
melatonina. Así, se ha observado que la aplicación de 5-HT en el medio de 
cultivo amplifica el aumento de la actividad AANAT promovida por estimulación 
β-adrenérgica, resultando en un aumento de la producción de melatonina. Dicho 
efecto probablemente implique un incremento de la concentración intracelular de 
AMPc (Olcese y Münker, 1994), y podría estar modulado por activación de 
receptores 5-HT2 dado que fue bloqueado por el antagonista ketanserina (Olcese 
y Münker, 1994; Míguez et al., 1997b).  

Recientes trabajos de Steardo et al. (2000) encuentran que la administación i.p 
de antagonistas de receptores serotonina 5-HT2 es altamente eficaz para 
bloquear el incremento nocturno de la actividad AANAT y de los niveles de 
melatonina en la pineal de ratas inyectadas con ISO. Concretamente estos 
autores hipotetizan que la posible modulación serotoninérgica de la actividad 
pineal tiene lugar a través de receptores del subtipo 5-HT2C, dada la eficacia de 
los antagonistas selectivos de dichos receptores (tales como el RS 102221) en 
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comparación con otros fármacos con mayor afinidad por el subtipo 5-HT2A. Sin 
embargo, el hecho de que los agentes farmacológicos se hayan administrado por 
via sistémica (y no localmente en la glándula) no aclara que si la estimulación de 
dichos receptores pineales pueda tener lugar fisiológicamente por la 5-HT 
extracelular presente a nivel pineal. Tampoco ofrece una clara visión de las 
circunstancias en la que dicha modulación ocurre a lo largo del ciclo día/noche. 

Con el fin de estudiar en detalle el posible efecto modulador de la 5-HT pineal 
sobre la producción de melatonina e intentar descifrar el mecanismo receptor 
que media dicha acción, nuestra investigación se basó en dos procedimientos 
experimentales distintos: i) evaluar el efecto de la administración i.p. de fármacos 
agonistas y antagonistas de receptores 5-HT2 sobre la actividad AANAT y los 
niveles de melatonina pineales a la noche (Trabajo 4), ii) mediante técnicas de 
microdiáisis pineal, evaluar el efecto de la administración local de antagonistas 
selectivos de los receptores 5-HT sobre la liberación in situ de melatonina en 
ratas en libre movimiento (Trabajo 5). 

Tal y como se muestra en los resultados del Trabajo 4, la administración i.p. al 
inicio de la noche de ketanserina, un antagonista selectivo de receptores 5-
HT2A/2C con el casi el doble de afinidad por los receptores 5-HT2A que por los 5-
HT2C (Barnes y Sharp, 1999), provocó un descenso de los niveles de melatonina 
pineales. Este efecto, aunque no fue significativo, mostró una clara tendencia a 
ser dosis-dependiente, siendo la dosis de ketanserina 3 mg/kg seguida de un 
descenso en los niveles de melatonina de alrededor de un 30%. Resultados 
similares a los obtenidos con la ketanserina fueron observados tras la 
administración de SDZ-SER 082, un antagonista selectivo de receptores 5-
HT2B/2C con baja afinidad por los receptores 5-HT2A (Nozulak et al., 1995). 
Ademas del efecto sobre la melatonina, los resultados mostraron que ambos 
antagonistas, ketanserina y SDZ SER 082, inhibieron en un porcentaje próximo 
al 30% (no significativo frente al grupo control) la actividad AANAT, lo que 
sugiere que el efecto negativo de ambos fármacos sobre la formación de 
melatonina se debió a una atenuación del aumento de la actividad AANAT que 
normalmente tiene lugar en respuesta a la activación noradrenérgica nocturna de 
la glándula pineal. 
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En un segundo experimento asociado al trabajo 4, se investigó el efecto de la 
ketanserina y de SDZ SER 082 en animales tratados simultáneamente con L-
Triptófano. En este caso, ambos fármacos inhibieron la producción nocturna de 
melatonina en comparación con el grupo que recibió solo el L-Trp, hecho que fue 
más notorio con el SDZ SER 082, el cual también inhibió la actividad AANAT. En 
base a ello, cabe postular que la acción de bloqueo de los receptores 5-HT2 
pineales tiene mayores consecuencias sobre la síntesis de melatonina cuando 
los niveles intracelulares (y presumiblemente los extracelulares) de 5-HT están 
incrementados por la acción estimuladora del L-Trp. Así pues, estos datos 
refuerzan todavía más la posibilidad de que la 5-HT extracelular participe en la 
potenciación de la síntesis nocturna de melatonina actuando sobre receptores 
localizados a nivel pineal. 

También hemos comprobado el efecto de dos agonistas de receptores 5-HT2 
sobre la producción pineal nocturna de melatonina. Ni la administración de α-
metil-5HT (agonista 5-HT2 no selectivo), ni de DOI (potente agonista de 
receptores 5-HT2A/C) produjeron efectos significativos sobre la actividad del 
enzima AANAT y el contenido de melatonina. Estos datos contrastan con los 
obtenidos por Steardo et al. (2000) quienes mostraron que tanto la 
administración de mCPP (agonista 5-HT2B/C), como de DOI (a dosis del rango 
utilizado en nuestro estudio), promovían fuertes aumentos (hasta un 500% vs 
control) de la síntesis de melatonina mediados por incrementos similares de la 
actividad AANAT. Además, el efecto de ambos agonistas fue bloqueado por la 
administración de RS 102221, un potente antagonista de receptores 5-HT2C, 
pero no por ketanserina, postulando estos autores la participación de los 
receptores 5-HT2C, pero no de los 5-HT2A, en el efecto modulatorio de la 5-HT 
sobre la actividad pineal. 

Es evidente, por tanto, que existen fuertes discrepancias entre los datos 
reflejados en nuestro trabajo y los aportados por Steardo et al. (2000). En el caso 
del efecto logrado por los antagonistas, nuestros datos no permiten decantarnos 
claramente por la posiblidad de que los receptores implicados sean de tipo 5-
HT2A o 5-HT2C, dado que, tanto la ketanserina como el SDZ SER 082, produjeron 
inhibiciones similares en el contenido de melatonina. En el caso de los agonistas 
5-HT2, en nuestro estudio no hemos observado efecto alguno sobre la síntesis 
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de melatonina, lo que contrasta profundamente con los observados por esos 
autores. No obstante, conviene tener en cuenta que la inervación principal de la 
glándula pineal (y reguladora de la producción de melatonina) es la vía simpática 
noradrenérgica, mientras que a otros neurotransmisores/ neuromoduladores, 
como es el caso de la 5-HT, se le pueden asignar papeles secundarios a dicha 
inervacion simpática. En función de ello, no es del todo evidente la explicación 
de cómo los agonistas serotoninérgicos pueden incrementar la síntesis de 
melatonina de una manera tan fuerte como la descrita por Steardo et al. (2000). 
Una posible razón para ello es que dichos fármacos, administrados por vía i.p., 
ejerzan efectos más allá de la propia pineal, y que ello condicione o enmascare 
los efectos directos sobre la actividad de la glándula.  

Una de las ventajas de las técnicas de microdiálisis pineal es la posibilidad de 
aplicar tratamientos disueltos en el propio medio de perfusión de la sonda de 
microdiáisis, de forma que el compuesto en cuestión difunde a través de la 
membrana y actúa localmente en la región de la que se pretende monitorizar su 
actividad secretora. Por ello, y en un intento de definir mejor la acción de 
fármacos serotoninérgicos sobre la actividad pineal, en el Trabajo 5 hemos 
explorado el efecto de la administración local de ketanserina y SDZ SER sobre 
los niveles extracelulares de melatonina monitorizados de forma continua 
mediante microdiáisis pineal. Los resultados obtenidos nos muestran que la 
ketanserina administrada durante tres horas al principio de la noche provoca una 
fuerte caída de la producción de melatonina, que se concreta en un descenso en 
los niveles extracelulares de NAS y de la propia melatonina. Además, la 
aplicación de ketanserina durante seis horas desde el inicio de la noche produjo 
efectos similares, con descensos de la liberación de NAS y melatonina, aunque 
más prolongados en el tiempo, ya que abarcaron la totalidad de la noche.  

Los resultados obtenidos con la administración de ketanserina demuestran 
claramente que el bloqueo farmacológico de los receptores 5-HT2A/2C de la 
glándula pineal resulta en una inhibición de la síntesis de melatonina inducida 
adrenérgicamente a la noche. La ketanserina no afectó a los niveles de 5-HT 
extracelulares, indicando que no alteró la producción de 5-HT ni su contenido 
intrapineal. Por otro lado, los efectos paralelos alcanzados sobre los niveles de 
NAS y melatonina sugieren que la acción de la ketanserina fue mediada por una 
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reducción de la actividad AANAT, entendiendo este efecto como una atenuación 
del incremento nocturno de AANAT que normalmente tiene lugar en la pineal 
durante la noche. Ello concuerda plenamente con los mostrados en cultivos de 
pinealocitos en los que se demostró que la ketanserina inhibía la estimulación de 
la actividad de síntesis de melatonina inducida por NA (Olcese y Münker, 1994) y 
por ISO (Míguez et al., 1997b). Estos datos también permiten descartar una 
acción presináptica de la ketanserina sobre las terminaciones simpáticas 
noradrenérgicas que inervan la glándula pineal, e indican que la acción de la 
ketanserina debe ser llevada a cabo sobre los pinealocitos donde tiene lugar la 
síntesis de melatonina.  

En un intento de caracterizar mejor el subtipo de receptor responsable de un 
posible efecto modulador de la 5-HT sobre la actividad pineal, se evaluó el efecto 
de SDZ SER 082, antagonista selectivo de receptores 5-HT2C. En este caso, la 
aplicación local del fármaco mediante la sonda de microdiálisis también tuvo un 
efecto reductor de la liberación de NAS y melatonina, aunque mucho menor que 
el promovido por la aplicación de ketanserina. De hecho tras el tratamiento con 
SDZ SER 082 se alcanzó una inhibición máxima de la liberación de melatonina 
del 25% con respecto a los valores controles, mientras que un tratamiento similar 
con ketanserina (durante tres horas al inicio de la noche) inhibió la liberación de 
la hormona en un 43%.  

Estos datos contrastan de nuevo con los obtenidos por Steardo et al. (2000) que 
resaltaban la importancia de los receptores 5-HT2C dada la eficacia del 
antagonista selectivo RS 102221 (con gran afinidad por receptores 5-HT2C) en 
comparación con ketanserina (con mayor afinidad por receptores 5-HT2A). La 
mayor especificidad de nuestro estudio utilizando técnicas de microdiálisis y 
aplicación local de los fármacos, en comparación al llevado a cabo por esos 
autores utilizando administración i.p. de los fármacos y análisis del contenido 
pineal, nos permite plantear una vez más la posibilidad de que los 
agonistas/antagonistas serotoninérgicos administrados sistémicamente puedan 
ejercer acciones a nivel extrapineal que enmascaren su efecto sobre la propia 
glándula. En nuestro caso, es evidente además que la administración i.p. de 
agonistas/antagonistas serotoninérgicos tuvo efecto inhibitorio sobre la síntesis 
de melatonina (datos ya comentados), pero menor que el hallado por Steardo et 
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al., (2000). En el caso de los agonistas, su falta de efecto podría deberse a que 
la estimulación que provocan a nivel pineal no sea suficiente para potenciar la 
actividad AANAT y la producción de melatonina, procesos estos que ya están 
incrementados por la estimulación β-adrenégica nocturna. En el caso de los 
antagonistas, su débil efecto tras administración i.p., junto con su fuerte acción 
inhibitoria observada tras la aplicación local con microdiálisis, parece indicar que 
poseen un efecto directo y específico a nivel pineal, pero que dicha especificidad 
es reducida al aplicarlos por vía sistémica. Recientemente se ha descrito que la 
administración i.p. de agonistas de receptores 5-HT2A/2C y de agonistas 5-HT2C, 
alteran, la expresión de genes reloj en el NSQ del hipotálamo (Varcoe et al., 
2003; Varcoe y Kennaway, 2008) y afectan a los ritmos de excreción de 
melatonina (Kennaway et al., 1996). Por tanto, es evidente que los resultados 
obtenidos mediante las técnicas de microdiálisis son más concluyentes que 
aquellos derivados de la aplicación sistémica, al menos a la hora de describir la 
implicación de receptores serotoninérgicos en la regulación local de la glándula 
pineal. 

Los resultados basados en evidencias farmacológicas indican claramente una 
posible función de los receptores 5-HT2 pineales. Según los datos obtenidos tras 
la aplicación de ketanserina y SDZ SER 082, parece posible que dichos 
receptores sean del subtipo 5-HT2A, aunque no es descartable una cohabitación 
con el subtipo 5-HT2C. Resulta llamativo el hecho de que cuando la aplicación de 
ketanserina tuvo lugar a media noche y se prolongó durante toda la segunda 
mitad de la noche (6 horas) no se obtuvo efecto significativo alguno sobre la 
liberación de NAS y melatonina, lo que contrasta con el fuerte efecto inhibidor 
que produce al aplicarse durante las 3-6 primeras horas de la noche. Ello nos 
permite especular con que la 5-HT liberada en la pineal en respuesta a la 
estimulación simpática nocturna pueda actuar sobre receptores de membrana de 
los pinealocitos (e incluso de las terminaciones simpáticas) y estimular el 
incremento nocturno de la actividad AANAT, resultando en una potenciación de 
la producción de melatonina. Teniendo en cuenta los resultados del Trabajo 3 en 
los que se evidencia un aumento de la concentración extracelular de 5-HT en las 
primeras horas de noche, coincidiendo con el inicio del  pico de melatonina, 
podríamos establecer un papel de la 5-HT extracelular pineal como promotor de 
la producción de melatonina y una acción autocrina de indudable interés. El 
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hecho de que el bloqueo de receptores serotoninérgicos con ketanserina solo 
tenga efectos al inicio de la noche, implicaría la existencia de un periodo de 
máxima sensibilidad en dicha acción autocrina, que podría sustentarse en 
factores tiempo-dependientes ligados a los propios receptores o de los 
mecanismos intracelulares que median dicha respuesta.  

Por tanto, los resultados apoyan la posibilidad de que la 5-HT liberada al medio 
extracelular pineal al inicio de la noche sirva como una señal potenciadora de la 
producción de melatonina. Dicho efecto sería mediado por receptores 5-HT2 

(presumiblemente del subtipo 5-HT2A) y ocurriría principalmente en las primeras 
horas de la noche promoviendo una mayor activación de la enzima AANAT. El 
vínculo mecanístico entre la activación de los receptores 5-HT2 y la estimulación 
de la AANAT no es del todo evidente, aunque es bien sabido que en otros 
sistemas neuronales los mecanismos de transducción de los receptores 5-HT2 
implican la hidrólisis de fosfoinosítidos y la liberación de calcio desde los 
depósitos intracelulares. En mamíferos, se sabe que el Ca++ intracelular es un 
segundo mensajero (receptores α-adrenérgicos) que juega un papel importante 
potenciando la inducción β-adrenérgica de la síntesis de melatonina en la 
glándula pineal (Klein et al., 1997). En base a ello, es posible que la información 
mediada por receptores serotoninérgicos pineales sirva para potenciar las 
mismas vías intracelulares que median la respuesta adrenérgica que controla la 
síntesis nocturna de melatonina. 
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1. El contenido de indoles y melatonina en la glándula pineal de la rata 
presenta fuertes variaciones cíclicas diarias motivadas por el aumento 
brusco y mantenido de la actividad AANAT durante la noche, la cual 
responde a la liberación de NA desde las terminales simpáticas que 
inervan la glándula. El pico nocturno de AANAT es responsable del 
aumento de síntesis de melatonina, pero también del fuerte descenso de 
los niveles de 5-HT. Esta amina es utilizada prioritariamente en la vía de 
N-acetilación durante la noche, en detrimento de su uso oxidativo que 
predomina durante el día.  

2. Se ha demostrado la importancia de una síntesis elevada y continua de 
5-HT en el metabolismo y función de la glándula pineal. La inhibición de 
la síntesis de 5-HT anula la síntesis basal de melatonina durante el día y 
supone un serio handicap para producir unos niveles óptimos de 
melatonina durante la noche. Dado que la TP-OH pineal duplica su 
actividad nocturna, podemos considerar a este enzima como un factor 
clave para mantener unos niveles óptimos de 5-HT, que serán utilizados 
para formar una cantidad adeduada de melatonina en respuesta a la 
estimulación adrenérgica de la glándula. 

3. La dinámica de uso de la 5-HT pineal es notoriamente diferente durante 
el día y la noche, como también lo es su disponiblidad citoplasmática 
para formar melatonina. Durante el día, la disponibilidad de 5-HT está 
asegurada por su síntesis de novo, de forma que si esta se inhibe se 
reduce la producción de melatonina, y si se estimula, se aumenta la 
producción de melatonina. Durante la noche, sin embargo, parece existir 
una movilización de 5-HT desde un pool citoplasmático que no estaría tan 
afectado por la síntesis de novo, pero que resultaría fundamental para la 
disponibilidad rápida de grandes cantidades de melatonina. 

4. Mediante una técnica de microdiálisis pineal se ha demostrado la 
existencia de una liberación continua diaria de serotonina, NAS y 
melatonina, la cual fue monitorizada durante dos días consecutivos. El 
contenido extracelular pineal de estos compuestos muestra una elevada 
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variación interindividual que podría estar en relación con aspectos 
técnicos o bien con características propias de cada individuo.  

5. La cantidad de NAS liberada desde los pinealocitos durante la noche es 
comparable con la de melatonina, lo que indica que el incremento 
nocturno de la actividad del enzima AANAT es imprescindible, pero no 
estrictamente limitante, de la cantidad de melatonina formada. En este 
sentido, los resultados apoyan que la enzima HIOMT tenga un papel 
importante limitando la amplitud del pico nocturno de melatonina. 

6. Se ha demostrado un aumento de la concentración de 5-HT extracelular 
pineal al inicio de la noche, coincidiendo con la fase de subida del pico de 
melatonina. Dicho aumento proviene de una mayor liberación de la 5-HT, 
la cual está asociada a una elevada síntesis intracelular promovida por la 
estimulacion noradrenérgica de la glándula. El hecho de que al inicio de 
la noche se asocien aumentos de síntesis, disponibilidad citoplasmática y 
liberación de 5-HT, junto con un incremento de la síntesis de melatonina, 
lleva a pensar que existe un vínculo funcional (mas allá del puramente 
metabólico) entre dichos procesos.  

7. La administración de antagonistas serotoninérgicos afecta negativamente 
a la formación de melatonina pineal. Este efecto es mayor cuando se 
aplican localmente a través de la sonda de microdiálisis que cuando se 
administrán por vía sistémica, lo que refleja que es mediado por 
mecanismos locales de la glándula. Se han presentado evidencias de 
que estos mecanismos involucran receptores del subtipo 5-HT2A, aunque 
no se puede descartar que también participen los receptores del subtipo 
5-HT2C. El bloqueo farmacológico de estos receptores (particularmente 
los 5-HT2A) reduce fuertemente la secreción nocturna de melatonina. 

8. La 5-HT extracelular pineal podría tener un papel modulador de la 
síntesis de melatonina, el cual parece ser más destacable durante las 
primeras horas de la noche cuando tiene lugar el aumento de la actividad 
AANAT. Es probable que los mecanismos intracelulares que median el 
efecto de la 5-HT extracelular sean comunes a los que participan en la 
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regulación adrenérgica de la síntesis de melatonina. De esta forma, la 
activación nocturna de los receptores serotoninérgicos contribuiría a 
potenciar el aumento de la actividad AANAT y la producción de 
melatonina pineal durante la noche. 
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