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The effect of naloxone on the L-leucinaminopeptidase (LAP) activity has been determined
in the hypothalamus of normal female rats or after different periods of time from ovariectomy
(15th or 30th day). Castration at 15th and 30th days produced a not very important fall of LAP
activity. The naloxone injections (2.5 or 5 mg/kg via i.p.) determined a significant decrease in
LAP activity in the intact and ovariectomized rats, greater for 5 mg/kg. A significant LAP activi
ty decrease was found only after a 30 day postcastration period when naloxone treated intact
animals were compared with the castrated rats. These data are discussed in relation to the
physiological significance of brain peptidases and the pharmacological effect of naloxone on
the function of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis.
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Es conocida la existencia, en hipotala-
mo e hipdfisis, de peptidasas capaces de
inactivar a los pSptidos liberadores de
hormonas hipofisarias (7, 17), siendo
este hecho particularmente estudiado en
relation con LHRH y TRH (10, 14, 15).
En cuanto a LHRH son numerosas las
investigaciones que indican cambio de
la actividad peptidasica en hipotalamo
e hipdfisis en circunstancias fisiologicas
o experimentales que implican incremen-
to de la production y secrccidn de FSH 

y LH, especialmente de esta ultima, al
tiempo que son coincidentes en senalar
una relation inversa entre el grado de
actividad de estos enzimas y el de libe-
raci6n de estas hormonas gonadotropas
(1, 8, 9, 18, 22).

Tambien se conoce el efecto inhibidor
de los opiaceos endogenos o exogenos y
del estimuldor de su antagonista naloxo
na, sobre la secretion de LH en el hom
bre y otras especies (3, 4, 5, 12), evalua-
dos en distintas circunstancias como pu- 



286 P. MONTILLA, M. R. VIGARA, M. C. MUROZ, A. VARO Y M. R. CLAVERO

bertad, ovariectomfa con o sin implante
permancnte de estrdgenos (6).

En razon a lo expuesto, este trabajo
tiene como principal objetivo explorar,
dado el efecto de la naloxona sobre LH,
si la actividad de una peptidasa en hipot&-
lamo, L-leucinaminopeptidasa (LAP), se
modifica por la presencia de este antago-
nista opiaceo, tanto en circunstancias
normales como tras distintos perfodos de
ovariectomia, en la que se producen in-
cremcntos progresivos de la produccidn y
secrecion de LH.

Material y Metodos

Se him utilizado 120 ratas Wistar hem-
bras, de un peso medio de 250 g y tres
mescs de edad, sometidas durante el cur-
so del experimento a condiciones contro-
ladas de iluminatidn (14 h de luz/10 h de
oscuridad), alimcntacidn integral y agua
ad libitum.

Las ratas fueron seleccionadas tras es
tudio por frotis vaginal y presentar ciclos
regulares. La naloxona, en forma de clor-
hidrato (Abelld S. A.), se administrd du
rante cinco dfas consecutivos a las .dosis
de 2,5 y 5 mg/kg peso via i.p. Los anima
tes ovariectomizados fueron inyectados
en los perfodos comprendidos entre los
dfas 11 al 15 y 26 al 30, postovariectomfa,
segun grupo (tabla I).

Una hora despues de la ultima inyeccidn
de naloxona, los animates se sacrificaron
por decapitation, siendo rapidamente ex-
trafdo el cerebro y scparado el hopotala-
mo, el cual, una vez pesado, se vertid en
una solution de Ringer. Todo este proce-
so se efectud en ambicnte frfo, a 4°C, y
en un tiempo no superior a 90 segundos
Los hipotalamos se homogcneizaron y
del sobrenadante se tomaron alicuotas en
las que se determind la actividad L-
leucinaminopeptidasa (LAP) (18). Las
proteinas tisulares se estimaron segun
metodo de Lowry et al. (16).
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Resultados

En la tabla I se exponen los cambios de
actividad Uaminopeptidasa hipotal&mica
obtenidos en los distintos grupos como la
cantidad de producto (p-nitranilina) for-
mado a partir del sustrato (p-nitranilida),
por mg de protefna tisular.

La ovariectomfa produce un descenso
ddbilmente significative de actividad
LAP, tanto a los 15 como a los 30 dfas.
La naloxona, a las dosis de 2,5 y 5 mg/kg
peso, disminuye la actividad LAP respec-
to a los controles.

En el animal ovariectomizado los cam
bios producidos en la actividad LAP, por
la inyeccidn de naloxona, son mds noto-
rios a los 15 dfas para la dosis de 5 mg que
para la de 2,5, siendo los descensos del
orden de p < 0,005 y 0,05, respectiva-
mente.

Despuds de los 30 dfas de la ovariecto
mfa, se obtienen los mayores descensos
con ambas dosis, arrojando datos de alta
significacidn estadfstica. Comparando los
cambios de actividad LAP hipotatemica
tras naloxona, en ambos perfodos tras
ovariectomfa, no se encontraron cambios
a los 15 dfas de la misma respecto a los
controles, pero si a los 30 dfas de la cas-
tracidn, para ambas dosis.

Discusion

Los resultados obtenidos despuds de la
ovariectomfa, tanto a los 15 como a los 30
dfas, coinciden con los datos aportados
por otros autores en estos modelos expe-
rimentales (8, 19), aunque los descensos
de la actividad LAP registrados no mues-
tran la significacidn indicada en estos es
tudios, evidencian el fendmeno indicado
de la relacidn inversa entre el grado de
actividad de las peptidasas hipotaldmicas
y el de funcionalidad del sistema LHRH-
LH (1, 8, 9, 18, 22).

La administration de naloxona, tanto
en la rata normal como en la ovaricctomi-
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Tabla I. Efecto de diversas dosis de naloxona sobre la actividad L-aminopeptidasa hopotalSmica
, jde la rata normal y ovariectomizada.

Media ± Error est^ndar. Numero de animales por grupo, 10.

Grupo
LAP hipotatemica/

p-nitranilina/mg prot. P

Intactos
CINa 0.9 %

25,66 ±2,18
26,31 ±1,97 NSa .

Naloxona 2,5 mg/kg 18,36 ± 1,58 0,01b
Naloxona 5 mg/kg 14,85 ± 1,64 0,001b

Ovariectomizadas 15 dlas 18,77 ± 1,58 0,05a
CINa 0.9 %
Naloxona 2,5 mg/kg

20,31 ±1,75
14,85 ± 1,38 0,05b NSC

Naloxona 5 mg/kg 13,46 ± 1,32 0,005b NSC

Ovariectomizadas 30 dlas 19.45 ± 1,89 0,05“
CINa 0,9 %
fclaloxona 2,5 mg/kg

21.00 ± 1,85
13,88 ± 1,05 0,005b 0,05c

Naloxona 5 mg/ kg 9,28 ± 0,88 0,001b0,05c

NS: No significative.
a: Valor de p v.s. Intactos.
b: Valor de p v.s. CINa 0.9 % cada grupo.
c: Valor de p v.s. Naloxona Intactos misma dosis.

zada, produce descensos significativos de
la actividad LAP hipotaldmica, que de-
penden, en cada caso, de la dosis em-
pleada y del tiempo de administration. El
solo hecho de este cambio en la rata nor
mal no permitiria deducir una relacidn
entre los descensos de la actividad LAP y
el grado de secrecidn de LH, aunque ha
sido comprobado que la naloxona incre-
menta los niveles de LH, tambi6n modifi-
ca la secrecidn de otras hormonas hipofi-
sarias, especialmente la ACTH, cuyos ni
veles perifdricos se incrementan con dosis
elevadas de este antagonista (11, 21), y es
conocida la influencia que los cambios
del eje hipotdlamo-hipdfiso-adrenal man-
tienen con los sistemas peptidasicos del
bipotalamo (2). Sin embargo, los descen
sos registrados en el animal castrado, en
todo momento significativamente supe-
riores a los obtenidos en los respectivos
controles inyectados con naloxona, per-
miten relacionar estos cambios de activi

dad enzimdtica con una situation funcio-
nal que implica una elevada produccidn y
secrecidn de hormona luteinizante. Aun
que en este estudio no han sido medidos,
junto con los cambios de actividad LAP
los correlativos niveles perifericos LH,
existe evidencia de que dosis inferiores a
las utilizadas y en menor tiempo de admi-
nistracidn duplican la cantidad de LH pe-
rifdrica hacia el septimo dfa de la castra-
cidn (6).

Estos resultados sugieren, por una via
distinta, que la naloxona ejerce a nivel hi-
potalamico un importante papcl en la di-
namica metabdlica de LHRH, si es asu-
mida la relacidn de las peptidasas en la
degradacion de esta hormona, hecho co-
rroborado, ya que la naloxona bloquea de
un modo parcial el etecto feed-back ne
gative del estradiol sobre LH (20). Es im
portante considerar la capacidad de los
esteroides sexuales de provenir el descen-
so de la actividad peptidasica en el animal 
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castrado (1, 8, 22). Es diffcil establecer si
estos cambios de actividad LAP son con-
secutivos a efectos directos de la naloxo-
na o son consecuencia de su accidn sobre
la dinamica de LHRH, pero de cualquier
modo, segun estos resultados, es permisi-
ble sugerir la existencia de una relacidn.

Concluyendo, los resultados muestran
que la naloxona disminuye la actividad
LAP en la rata intacta y en la ovariecto-
mizada, lo que viene a corroborar una
vez mas el criterio unanimemente acepta-
do de que la actividad peptiddsica de hi-
potalamo guarda relation inversa con
aquellas situaciones fisioldgicas o experi
mentales que implican, caso de la naloxo
na (4), un incremento en la produccidn y
secrecidn de LH.

Resumed

En hipotalamo de ratas normales y tras distintos
periodos de ovariectomi'a (15 6 30 di'as), se determi-
na el efecto de la naloxona sobre la actividad Lr
leucinaminopeptidasa (LAP). La ovariectomi'a pro
duce, en ambos periodos, descensos poco importan-
tes de la actividad LAP. La inyeccidn de naloxona
(2,5 6 5 mg/kg peso v.i.p.), determina cafdas alta-
mente significativas de esta actividad tanto en las
ratas intactas como en las castradas, mayores tras la
dosis de 5 mg. Comparando los grupos intactos
inyectados con naloxona con los ovariectomizados,
solo se registra diferencia significativa a los 30 dfas.
Estos resultados se discutcn en relacidn con el signi-
ficado que las peptidasas y los opiSceos guardan con
la actividad del eje hipotalamo-hipdfiso-gonadal.
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