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The neurctransmitters and the hormones regulates the
reproductive process in different animal species. At the intracellular
level some of them, increase the level of the second messenger eyelic
AMP (cAMPF). In this work we have studied the effect of different
neurotransmitters over the intracellular levels of cAMP in genads of
A ten purpuratus ("scallop of the north®) and Conclolepas
con Flono'." tonin, dopami d line and gamma-
aminobutyric acid were able to raise the cAMP both in scaj?:p and
"loce”. In""loco" the effect of dopamine was dose-dependent, with a
maximun increase of the cyclic nucleotide at a concentration of 106 M,
over this tration, the effect d returning to basal values at
102 M. The effect of dopamine is transient, with a maximal rise at 2
min of exposure, These results su t the existence both in scallop
and "loco” of functional receptors for the different neurotransmitters
assayed. These receptors are probably involved in the il:‘ysiolugical
and melecular control of the reproductive process in both marine
invertebrates.
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INTRODUCCION

En los invertebrados marinos el creci-
miento, la maduracién y la liberacién de
los gametos son procesos controlados por
la interaccion de factores exdgenos (como
cambios de temperatura, salinidad, pre-
sién hidrostitica, y alimentacién, etc.)
junto a factores endégenos como son las
hormonas y los neurotransmisores. En

los moluscos bivalvos y pmsol}lam:luios

no se ha demostrado la existencia de
glindulas endocrinas epiteliales que
puedan secretar hormonas. Debido a esto
se ha pensado que serfan las neurosecre-
ciones, producidas en el sistema ner-
vioso, las encargadas de coordinar qui-
micamente los diferentes procesos fisio-
16gicos (Geraerts, 1976; Joose & Geraerts,
1984). El sistema nervioso en los molus-
cos estd constituldo por cierto niimero de
ganglios conectados por comisuras y te-
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jido conectivo. Entre ellos los méds comu-
nes son el ganglio cerebral pareado, el
pleural, el parietal, el pedal y, uno mis
simple, el visceral. Las células neurose-
cretoras estan localizadas en la periferia
de cada uno de estos ganglios y desde
éstas se producirfa la liberacién de las
neurosecreciones (Joose & Geraerts, 1984;
Takeda, 1989).

En los estudios existentes en in-
vertebrados marinos, las monocaminas
han concentrado la atencion. Asf se han
identificado los terminales nerviosos
monoaminérgicos de las gonadas, los ni-
veles de neurotransmisores y su relacion
con el ciclo reproductivo y el efecto que
ellos ejercen sobre los procesos repro-
ductivos (Stefano & Aiello, 1975; Chang

et al., 1984; Matsutani & Nomura, 1984;

Khotimchenko et al., 1985).

En el mecanismo de accién de los
neurotransmisores y a nivel intracelular,
actian los llamados segundos mensaje-
ros que pueden aumentar o disminuir
sus niveles como respuesta a la interac-
cién de ligandos especificos con los re-
ceptores correspondiente de la mem-
brana plasmatica, desencadenando hacia
el interior de la célula una cascada de
eventos bioquimicos que controlan los
diferentes procesos fisiolégicos celulares,
incluyendo por cierto los procesos repro-
ductivos,

Uno de los segundos mensajeros
méis estudiados es el AMP ciclico
(AMPc), que se genera a partir de ATP
por la accién de una enzima llamada
adenil ciclasa (Greengard, 1979), enzima
que puede ser estimulada o inhibida por
la accién del neurotransmisor u hormona
lo que determina un aumento o una dis-
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minucién del AMPe a nivel intracelular.

En los invertebrados marinos se ha
descrito que procesos como la contracién
muscular en Mytilus (Kohler & Lindl,
1980), la homeostasis iénica en bivalvos
de agua dulce (Scheide & Dietz, 1986) y
la funcién gonadal en moluscos y erizos
(Khotimchenko & Deridovich, 1989), po-
drian ser controlados por neurotransmi-
sores los que activando los receptores
adecuados generarian AMPc como se-
gundo mensajero.

En nuestro pais, se ha iniciado
desde hace algn tiempo la explotacién
comercial de moluscos, como es el caso
del cultivo del Argopecten purpuratus
(Bivalvia; Pectinidae) ("ostién del norte )
y la captura indiscriminada de
Concholepas concholepas (Mollusca; Gas-
tropoda; Muricidae) ("loco") con los ries-
gos que conlleva una sobreexplotacién
del recurso. Ambos moluscos son recur-
sos marinos de gran importancia socioe-
condmica y es por lo tanto necesario una
mayor comprensién de la fisiologia de
estos moluscos, sobre todo de los proce-
sos asociados a su reproduccion y sus
mecanismos subyacentes.

Al respecto, Martinez et al. (1992)
han demostrado la presencia de monoa-
minas en el tejido nervioso, en las gona-
das y en las branquias del "ostion del
norte", junto a cambios en sus niveles
asociados al ciclo reproductivo.

En este trabajo se inicia el estudio
del efecto que diferentes neurotransmiso-
res ejercen sobre los niveles intracelula-
res de AMPe, tanto en goénadas de
"ostién" como de "loco", con el objeto no
solo de conocer los procesos de regula-
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¢ién involucrados en la reproduccién de
estos moluscos sino también llegar a ma-
nejar tecnolégicamente dichos procesos.

Resultados preliminares de este
trabajo han sido presentados previa-
mente (Campos ef al., 1991; 1992).

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO: las génadas de
Argopecten purpuratus, disecadas en sus
porciones masculina y femenina, se ob-
tuvieron de ejemplares provenientes del
Centro de Cultivo de la Bahia de Tongoy
(IV Regién), mantenidos en los laborato-
rios de la Facultad de Ciencias del Mar
de la Universidad Catélica del Norte, en

Coquimbo.

Las goénadas de Concholepas
concholepas se disecaron a partir de ejem-
plares hembras, que provenian de Las
Cruces (V Regi6n), los que una vez cap-
turados se trasladaron inmediatamente a
la Unidad de Neurobiologfa Molecular
de la Pontificia Universidad Catélica de
Chile en Santiago.

EFECTO IN VITRO DE LO5 NEURO-
TRANSMISORES: en "ostién" estos expe-
rimentos se realizaron en goénadas
(porciones femenina y masculina) de
animales recién desovados y en "loco” en
gonadas maduras. Para esto se incubaron
explantes de tejido (5 a 6 trozos de 2a 3
mg cada uno) en agua de mar filtrada
(Millipore de 0,45 pm) en presencia de
los neurotransmisores dopamina, seroto-
nina, adrenalina, acetilcolina y 4acido
gamma aminobutirico (GABA) (Sigma
Chem. Co., St. Louis, M.O., USA), con sus
respectivos controles. Completados los
tiempos de incubacién se procedié a ex-
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traer y cuantificar el AMPc de acuerdo al
método descrito a continuacién.

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE
AMPe: la extraccién del AMPc de los te-
jidos se realizé por homogenizacién en
acido perclérico 0,5 N y centrifugacién a
10.000 rpm. Se obtuvo asi un sobrena-
dante que fue neutralizado con KOH 5 N
hasta un pH préximo a 6.0. El precipi-
tado de perclorato de potasio fue elimi-
nado por centrifugaciéon y el AMPc de-
terminado en el sobrenadante. Este nu-
clestido se cuantificé por un método ra-
diactivo de competencia, que se basa en
la unién especifica del AMPc a una pro-
tefna ligante (subunidad reguladora de la
protefna quinasa) (Gilman, 1970). El
AMPc no marcado de la muestra o del
estindar compite con el radiactivo (de
concentracién conocida) por la proteina
ligante. Con carbén activado se retiene
todo el nucleétide marcado no unido,
determinindose en una alfcuota del so-
brenadante la radiactividad que proviene
del complejo protefina ligante-AMPc
marcado unido, valor que se extrapola a
una curva construida con concentracio-
nes conocidas de AMPc,

DETERMINACION DE FROTEINAS: se
utilizé el método de Lowry ef al. (1951),
utilizando como estdndar albiimina sé-
rica de bovino.

RESULTADOS

NIVELES DE AMPc EN GONADAS DE
"OSTION®,

En la figura 1 se muestra el efecto de dis-
tintos neurotransmisores sobre los nive-
les intracelulares de AMPc en las
gonadas femenina (Fig. 1A) y masculina
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(Fig. 1B) del "ostion". Se puede observar
que los niveles basales (controles) entre
ambas porciones son diferentes; en la
porcién femenina alcanzan a 2,16 + 0,10
pmoles de AMPc/mg de proteinas
mientras que en la porcién masculina los
niveles son mds elevados, alcanzando a
7,64 + 0,24 pmoles/mg de protefnas. De
los neurotransmisores ensayados, en la
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porcién femenina de las génadas, la do-
pamina y la adrenalina fueron los que
ejercieron un efecto mayor, teniendo se-
rotonina y GABA un efecto menor.
Mientras tanto, en la porcién masculina
de las génadas del "ostién", fueron la se-
rotonina y la dopamina los neurotrans-
misores mas efectivos en elevar los
niveles del AMPc.
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Figura 1. Efecto de neurotransmisores sobre los niveles intracelulares de AMP clclico en génadas de

Argopecten purpuratus ("ostion”).

Explantes de génadas femeninas (A) y masculinas (B) de "ostién® (trozos de 2a 3 1-:2) fueron

incubados en presencia de los neurotransmisores indicados a una concentracion de 103
1 1 byl 1

F como p

promedio + SEM (n=6).

por dos

de AMPc/mg de proteinas y corresponden al
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SB) NIVELES DE AMPc EN GONADAS DE
LOCO".

En las gonadas femeninas madu-
ras de "loco" se ensayaron los mismos
neurotransmisores anteriores, méas la
acetilcolina. Como se observa en la
figura 2, los niveles basales alcanzaron a
1,25 + 0,39 pmoles de AMPc/mg de
protefnas. Con la adicién de acetilcolina
no fue posible observar un aumento del
AMPc intracelular, mientras que con se-
rotonina, dopamina y adrenalina sf se
produjeron  cambios  significativos,
siendo el GABA el que ejercié un efecto
menor.
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En los mecanismos de accién de
las hormonas y de los neurotransmisores,
dos caracterfsticas son fundamentales
para ejercer su accién. Una de ellas es
que los efectos sean dependientes de la
concentracion del ligando y la otra es que
su accién se traduzea en un efecto tran-
siente a nivel del segundo mensajero ge-
nerado (Greengard, 1979). Por esto nos
interes¢ verificar para cada uno de los
neurotransmisores ensayados estos dos
efectos: concentracién y Hempo. En el
presente trabajo se presentan y discuten
los resultados que se obtuvieron con do-

pamina.
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Figura 2. Efecto de neurotransmisores sobre los niveles intracelulares de AMP ciclico en génadas de

Concholepas concholepas ("loco®).

Explantes de génadas femeninas de "loco” (trozos de 2a 3 n"&) fueron incubados en presencia de

los neurotransmisores indicados a una concentracion de 102

por dos minutos. Los resultados se

expresan como pmoles de AMPc/mg de proteinas y corresponden al promedio + SEM (n=6).



230 Revista de Biologia Marina

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE DO-
PAMINA SOBRE LOS NIVELES DE AMPc
EN GONADAS DE "LOCO".

En la figura 3 se puede observar el efecto
que ejercen distintas concentraciones de
dopamina sobre los niveles intracelulares
de AMPec. Desde un nivel basal de 1,93 +
0,05 pmoles AMPc/mg de proteinas, este
neurotransmisor ejerce un efecto depen-
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diente de la concentracién. Asl a una
concentracién de 10# M de dopamina el
AMPc es de 2,30 + 0,09, alcanzdndose un
méximo de 2,94 + 0,58 pmoles/mg pro-
tefnas, con una concentracién de 106 M.
Por arriba de esta concentracién se pro-
duce una disminucién del efecto inicial,
llegando incluso a niveles por debajo del
basal.

AMPc (pmeles /mg proteinas)
N
‘Q‘K

sobre los niveles intracelul

de AMP ciclico en

Figura 3. Efecto de la concentracién de dopami
génadas de Condolepas condholepas {*loco").
Explanbaa de sdmadas femeninas de "loco” {h‘oml de 2 a 3 fuemn u\cnbados con

de d : (10-10 O'ZNI}PDIZ i Ita € exp
como pmo!en de AMPc/mg de pmlEl‘.nas ¥ comesponden al promedio + SEM (n=3).

CURSO TEMPORAL DEL EFECTO DE
DOPAMINA SOBRE LOS NIVELES DE
AMPc EN GONADAS DE "LOCO".

La curva del efecto temporal por un
méximo de 15 minutos de exposicién, se
realizé6 con dopamina a una concentra-

cién de 106 M con la que se habfa obte-
nido la respuesta mixima (ver Fig. 3).
Como se observa en la figura 4, el efecto
es de corta duracién (transiente) obte-
niéndose un aumento miximo a los 2
minutos, para luego volver a los niveles
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basales. El aumento, a los 2 minutos de
estimulacién, es de 5 veces por sobre el
nivel basal, para luego volver ripida-
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mente al nivel basal, situacién que se
i d te el iempo estudiado de

15 minutos.

AMPec (pmoles/myg proteinas)
-~
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temporal del efecto de dopamina, sobre los niveles intracelulares de AMP ciclico en

Figura 4. Curs
& gbnada: de (.r::dwakpas concholepas (“loco”)

Explantes de génadas femeninas de "loco” (trozos de 2a 3 se incubaron con do ina 10+ M
a los ti dicados se dié a d &« n:s"‘-ndeﬁmc.[d.i.co ]ﬁ:msulhdma{

expresan como pmoles de M/mﬁ dep

DISCUSION

Nuestros resultados indican que en las
génadas de "ostion” como de "loco" exis-
tirian receptores funcionales para los
neurotransmisores serotonina, adrena-
lina, dopamina y GABA, lo cual fue de-
terminado de manera indirecta, a través
de la medicién de los niveles intracelula-

¥

F onden a'I'r

fio + SEM (n=3).

res de AMPe g dos al ser activados
los receptores correspondientes.

En relacién a los resultados obte-
nidos con las génadas del "ostién", her-
mafrodita funcional con ciclo reproduc-
tivo continuo y dos épocas principales de
desove en nuestro pafs (Wolff, 1988), es-
tos son muy relevantes si uno los asocia a



32 Revista de Biologia Marina

los hallazgos de Martinez et al. (1992)
quienes han demostrado la presencia de
neurosecreciones (serotonina, dopamina
y noradrenalina) en ganglios, branquias y
gonadas de "ostién" donde existen varia-
ciones de sus niveles, los cuales son de-
pendientes del estado del ciclo repro-
ductivo en que se encuentren los indivi-
duos. Asf, por ejemplo en las génad
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1991) se ha reportado que los niveles es-
tacionales de la dopamina y de la seroto-
nina coinciden con la méxima actividad
gametogénica. Ademds, se observé un
efecto estimulador de la dopamina sobre
los niveles intracelulares de AMPc para
el primero de ellos y también para las
gonadas del erizo Stronghlocentrotus inter-

los niveles de noradrenalina mostraron
un aumento significativo inmediata-
mente después del desove, lo cual tam-
bién ocurre con la dopamina, mientras
que en el caso de la serotonina no se de-
tectaron diferencias significativas du-
rante el iempo de estudio. Estos resulta-
dos y la deteccién de niveles elevados de
estas aminas en los ganglios, podrian in-
dicar que ellas cumplen una funcién
como neurchormonas.

En efecto, nuestros resultados
acerca de la existencia y funcionalidad de
receptores para dopamina, adrenalina y
serotonina, nos permiten asociarlos a los
obtenidos por Martinez ef al. (1992) en el
sentido que los procesos reproductivos o
parte de ellos estén gobernados por estas

reciones. Los cambios de los ni-

veles en las aminas estudiadas, observa-

dos durante el ciclo reproductivo y los

tos de los ni intracelulares de

AMPrc al activar los receptores de las go-

nadas, nos permiten sugerir que las neu-

rosecreciones constituirfan parte del me-

canismo de regulacién y que ellas actua-

rian a través del segundc mensajerc,
AMPe.

La presencia de estas aminas en
otros invertebrados ha sido demostrada
en relacién a la reproduccién. Asf, en
Mizuhopecten yessoensis y en Crenomytilus
gravanus (Khotimchenko & Deridovich,

1 {(Khotimchenko & Deridovich,
1989).

En relacién a la reproduccién del
“loco", especie dioica con fertilizacién
interna, la informacién existente apunta a
la descripcién de un ciclo reproductivo
anual (Ramorino, 1979), asf como a la po-
sibilidad de encontrar hembras con ma-
durez méxima y posturas durante todo el
afio (Schuffeneger ef al., 1989), lo que po-
drifa corresponder a diferentes modali-
dades de reproduccién, condicionadas
por los diferentes ambientes donde
ocurren.

Al igual que en las especies mas
arriba mencionadas las génadas de "loco”
responden preferentemente a las aminas
serotonina (55%), dupami.rw (108%) y
adrenalina (115%) con diferentes mag-
nitudes en su capacidad de elevar los ni-
veles intracelulares de AMPc.

A pesar del gran incremento en el
cultivo del "ostiéon" que se ha producido
en Chile en los Gltimos afios, persisten
problemas que en gran parte derivan del
desconocimiento de los aspectos biologi-
cos basicos sobre este molusco. Uno de
los aspectos criticos es la irregular obten-
cion de semillas desde el medio natural,
lo que ha obligado a desarrollar la pro-
duecidn controlada de éstas en condicio-
nes de laboratorio. A su vez, esta pro-
duccién depende en gran medida de la
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disponibilidad de reproductores y del
manejo de un buen desove que permita
obtener larvas de una gran viabilidad.

Por otra parte, el conocimiento de
los mecanismos moleculares que regulan
o influyen en la reproduccién del "loco”
son absolutamente desconocidos. De tal
forma que nuestros resultados acerca de
la existencia de neurcsecreciones y de la
funcionalidad de los receplores respec-
tivos, se pueden asociar a la idea del po-
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tencial manejo de la maduracién de las
gonadas en el caso del "loco" y del de-
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De tal manera que para estos mo-
luscos el estudio de las neurosecreciones
podria tener gran importancia, debido a
que en un futuro cercano se podria cons-
tituir en una poderosa herramienta tec-
nolégica para el manejo de reproductores
en cautiverio.
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