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SUMMARY

Givc"_ it following two different patterns, Naloxone action is studied over several re-
production parameters in the rat: Milk production (based on offspring body weight al
the weaning moment), ovarian characteristics (number of corpus luteum and follicles)
gnd Progesterone serum levels in the weaning. Likewis a litter ovarian structures study
1s made.

Significant differences in respect to milk production or to number Corpus luteum in
relation to the control group were’s noticed. Progesterone levels were significantly
highter in those female groups treated with Naloxone. The number of follicle was
highter in the control group.

Offspring ovaries showed lower activity in the group control.

RESUMEN
Se estudia la accién de Naloxone, administrado siguiendo dos pautas distintas, so-
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bre diversos parametros reproductivos en la rata: Produccion lactea (basada en el peso
corporal de las crias en el momento del destete), caracteristicas ovaricas (niimero de
cuerpos luteos y foliculos) y niveles séricos de Progesterona en el destete. Asimismo se
realiza un estudio de las estructuras ovdricas de las crias.

No se observaron diferencias significativas en cuanto a la produccion ldctea o al nu-
mero de Cuerpos lateos en relacion al Grupo Control. La concentracion sérica de Pro-
gesterona fue significativamente superior en los grupos de hembras tratadas con Nalo-
xone. El nimero de foliculos fue mds alto en el Grupo Control.

Los ovarios de las crias presentaron una actividad menor en el Grupo Control.

TABLA I
Peso corporal medio/camada (gr) y porcentaje de bajas en el momento del destete
GRUPO HEMBRAS MACHOS BAJAS (%)
Control 56,94 = 7,48 57,98 = 7,82 0.58
(n=49)
Naloxone 54.75 = 6,07 56,59 + 6.43 2,67
(n=48) )
Naloxone-5 56,50 = 7,45 58,70 = 7,70 225
(n=48)

n: Niumero de camadas.

Grupo Control: Administracion de solucion salina a lo largo de la lactacidn.

Grupo Naloxone: Administracién de Naloxone (0.2 mg/Kg) durante la lactacion.

Grupo Naloxone-5: Administracidn de Naloxone (0,2 mg/Kg) los 5 tltimos dias de lactacion.

TABLA I
Madres - Tasa de Progesterona y caracteristicas ovaricas en el momento del destete en los distintos
lotes de ratas

PROGESTERONA N.CUERPOS N.°FOLICULOS N.° FOLICULOS

GRUPO (ng/ml) LUTEOS DESARROLLO MADUROS
Control 32,87 = 10,34 9,00 = 2,01 11,62 = 1,73 4,25 + 235

Nslgxlt?ne 45,77 = 7,82** 12,00 + 2,02 6,35 + 2,20%* 2,64 + 1.82%

Na?ojc%geé S181 = 10,01%** 10,92 = 2,10 541 = 2,10** 3,00 = 3,10
n=

n: Niimero de muestras.

Grupo Naloxone (N): La administracion del Naloxone se llevé a cabo durante toda la lacta-
cion.

Grupo Naloxone-5 (N-5): La administracion del Naloxone se realizoé durante los cinco ultimos
dias de la lactacion.

* P < 0,05 respecto al grupo control

** P < 0,01 respecto al grupo control
% P < 0,001 respecto al grupo control
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TABLA I11
Hijas — Namero de foliculos en desarrollo y maduros en el momento del destete.

N.e FOLICULOS N.e FOLICULOS
GRUPO DESARROLLO MADUROS
Control 21,50 = 2,10 3,50 = 0,30*
Naloxone 40.67 = 3,50%%* 6,17 = 0,90*
Naloxone-5 36.25 = 5,60 19,00 = 2,80**

Grupo Naloxone: Administracion del Naloxone durante toda la lactacion.

Grupo Naloxone-3: Administracion del Naloxone durante los 5 tltimos dias de la lactacion.
* P < 0,05 respecto al grupo control.

** P< 0,01 respecto al grupo control.

¥ P < 0,001 respecto al grupo control.

0 P < 0,001 respecto al grupo Naloxone.

INTRODUCCION

La prolactina (PRL) es esencial para el mantenimiento de la lactacion en la rata,
constituyendo la succién el estimulo fundamental para su liberacion '* '¥. Junto a esta
hormona son liberadas Oxitocina (implicada en la eyeccién lactea), Hormona del cre-
cimiento (GH), Hormona adrenocorticotropa (ACTH), etc. 2 3 estando la hiperpro-
lactinemia asociada a un efecto inhibitorio sobre la secrecion de gonadogrofinas, FSH
y LH, con una reduccién en la funcién gonadal en ratas y otras especies 1o 2% 253
Este patrén de respuesta hormonal es similar al producido por los péptidos opidceos.
lo que sugiere que éstos puedan participar en el comportamiento endocrino durante l.a
succion, y por tanto, directa o indirectamente responsables de la disminucion en la li-
Rff"l-‘cﬁifi qg gonadotrofinas observada durante la lactacion, en todas las especies ' '

Las b-Endorfinas (uno de los opidceos endégenos més potente), y cuya distribucion
en ¢l organismo animal es muy amplia, son secretadas por el l6bulo medio hipofisario
en union de la Hormona melanotrépica y en el I6bulo anterior conjuntamente con la
ACTH vy b-lipotropina % '*- 21 Entre sus acciones, dentro de la esfera reproductiva, ¥
puestas de manifiesto en gran nimero de trabajos, caben destacar la liberacion de
PRL e inhibicién de la LH, via hipotaldmica 7-19-21.24.25.29.31.35,

El Naloxone y Naltrexone, alcaloides que se unen a los receptores opidceos para i
tagonizar la accion del agonista administrado o que se produce endogenamente o
pueden resultar efectivos en la supresion de la liberacién de PRL (Prolactina) y esti-
mulantes de la liberacion de gonadotrofinas, aunque los resultados hasta el momento
son contradictorios y estrechamente relacionados con la especie y caracteristicas endo-
crinas presentes en el momento de su administracign !5 17-22.27.32.36.37,

En el presente trabajo, en el que se ha administrado Naloxone siguiendo dos pautas:
A lo largo de la lactacion y en los 5 tltimos dias de la misma, se persigue un doble ob-
Jetivo:

I.* Por una parte, estudiar su accién sobre la produccién ldctea de la rata, basiando-
nos en el peso corporal de las crias en ¢l momento de destete.

.2.“ Comprobar el efecto de este alcaloide sobre el nivel de ovulacién, estudiando
histologicamente el numero de cuerpos liteos y el de foliculos, tamafio de los mismos,
etc., asi como la concentracion de Progesterona de las ratas lactantes en el momento
del destete. Asimismo se han estudiado las caracteristicas ovaricas de las crias en los
distintos grupos.
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Foto 1.- Ovarios madres Contral.

Foto 2.~ Ovarios madres Grupo N. (Tratadas con Naloxone durante toda la lactacion). Se observa un incremento significativo
en el namero de folfculos en desarrollo y maduros respecto al Grupo Control.
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Foto 3.- Ovarios madres Grupo N- 5 (Tratadas con Naloxone durante los iltimos 5 dias de la lactacidn). Se aprecia un aumento sig-
nificativo del numero de foliculos en desarrollo respecto al Grupo Control.

Folo 4.— Ovarios hijas Control.




Foto 5.= Ovarios hijas Grupo N. Se observa un incremento del numero de foliculos en desarroflo y maduros, significativo respecto
al Grupo Control.

Foto 6.— Ovarios hijas Gripo N-5. Como se puede apreciar se ha producido un aumento significativo en ¢l numero de felicidos ma-
oy, tanto respecto al Grupo Control como al Grupo N.
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MATERIAL'Y METODOS

Sc utilizaron 139 ratas Wistar adultas, de 2. lactacion, y sometidas a condiciones
idénticas de alimentacion, manejo. luz, humedad y temperatura.

El dia del parto se formaban camadas uniformes de 7 crias/rata. El periodo de lacta-
cion se establecio en 21 dias para todos los grupos, siendo pesadas las crias en ese mo-
mento.

Las madres e hijas que iban a ser utilizadas para el estudio histoldgico, eran sacrifi-
cadas el dia del destete, extrayendo sangre de las madres cuyo suero era almacenado a
—-20C. hasta el momento de su utilizacidn para la determinacidn de Progesterona.

Se establecieron los siguientes grupos:

— Grupo Control: Formado por 49 camadas a cuyas madres se inyectd diariamente,
a lo largo de la lactacion, una solucidn salina.

- Grupo Naloxone: Constituido por 48 camadas y a cuyas madres se inyecto 0,05
mg/rata/dia de Naloxone intraperitonealmente (correspondiente a una dosis de 0,2
mg/Kg) 37 a lo largo de toda la lactacion.

— Grupo Naloxone-5: Formado por 48 camadas. Se administro Naloxone durante
los 5 iltimos dias de lactacion.

La Progesterona fue determinada por Radioinmunoanalisis.

Para el estudio histoldgico, todas las muestras (ovario izquierdo y derecho de cada
uno de los animales), fueron fijadas en formol durante 24-48 horas, deshidratadas en
alcohol etilico e incluidas en parafina. Los cortes (5-6 micras) fueron posteriormente
tefiidos con hematoxilina y eosina (H.E.) y Tricromico de Gallego.

Sobre las secciones de los ovarios se realizo el recuento del numero de foliculos en
desarrollo. foliculos maduros, cuerpos liteos y cuerpos albicans.

La comparacién entre tratamientos, para todos los pardmetros estudiados, fue lleva-
da a cabo por medio de la T de Student,

RESULTADOS

El peso medio/camada en el momento del destete (tabla 1) no experiment6 diferen-
cias significativas en los distintos grupos en estudio, incrementandose el porcentaje de
bajas en los grupos experimentales con respecto al Control.

La concentracién de Progesterona (tabla II) fue significativamente superior en los
grupos tratados con Naloxone (p < 0.01 y p < 0,001) comparados con el Grupo Con-
trol, observiandose, asimismo. un mayor niimero de cuerpos luteos, pero sin presentar
significacion estadistica.

En cuanto a las estructuras foliculares de las ratas madre (tabla 1I), el numero de fo-
liculos en desarrollo se elevd significativamente en los Grupos Naloxone (administra-
cion a lo largo de la lactacion) (p < 0.01) y Naloxone-5 (administracion los altimos 5
dias) (p < 0.01). En el nimero de foliculos maduros, solo se observo una elevacion es-
tadisticamente significativa (p < 0,5) en el Grupo Naloxone, con respecto al Control.

Unicamente dos ovarios pertenecientes al lote de madres control tenian un cuerpo
albicans, mientras que no fue posible identificar ninguno en los dos grupos de anima-
les tratados con Naloxone.

Las estructuras ovaricas de las crias (tabla III), cuyas madres formaban los grupos
de estudio, presentaban las siguientes caracteristicas: El nimero medio de foliculos en
desarrollo era mucho mads elevado en el Grupo Naloxone que en el Grupo Control (p
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< 0,001). Las diferencias existentes entre el Grupo Naloxone-3 y Control no eran sig-
nificativas. )

El mimero medio de foliculos maduros era mayor en los ovarios del Grupo Naloxo-
ne-5 (p < 0,05) y Naloxone (p < 0,01) que en Grupo Control. Asimismo se observa-

ron diferencias estadisticamente significativas, entre el Grupo Naloxone y Naloxone-5
(p < 0,001). _ Py

En ninguno de los 3 grupos de ovarios procedentes de hijas impiberes se observaron
cuerpos liteos, ni cuerpos albicans.

DISCUSION DE RESULTADOS

Las b-Endorfinas y demds péptidos opidceos, parecen jugar un papel fundamental
en la liberacién de Prolactina (PRL) durante la lactacidn en las diferentes especies 'O-
11.21.24.33.34 [gyalmente y en respuesta a la succion pueden ser liberadas, como ante
una gran variedad de estimulos estresantes, epinefrina, norepinefrina, ACTH, etc. ' %
3. Es sabido, asimismo, que circunstancias estresantes pueden deprimir la funcion re-
productora en ratas y otras especies '* 22, que no seria debido a los corticoides pro-
ducidos, sino m4s bien a una accion directa de diversos opidceos endogenos, como las
b-Endorfinas que son liberadas conjuntamente con la ACTH (ambas derivadas del
mismo precursor, la Proopiomelanocorting), via activacién del CRF, y que actuaria a
nivel hipotaldmico inhibiendo la liberacidn del GnRh (hormona liberadora de gona-
dotropinas), y consecuentemente de la LH 3 % 20.21.23.24.25,27. 32 3 ]a vez que incre-
mentarian la liberacién de Prolactina y H. Somatotropa (GH) 2!- 2630,

Ademds, estos péptidos participan en la regulacion fisiologica de la oxitocina (res-
ponsable de la eyeccién lactea), modulando su liberacién durante el parto® & 3!, si
bien su respuesta a la succion es menos clara '2.

El Naloxone, alcaloide inhibidor de los opidceos por unién a sus receptores, ha de-
mostrado incrementar la liberacion de LH y FSH, reduciendo la secrecion de PRL y
GH 13-17.22.27.32_ pgr tanto, la administracion de este alcaloide inhibiria la accion de
las b-Endorfinas, de la PRL e incluso de la oxitocina, y como consecuencia el peso de
las crias deberia ser significativamente menor en los grupos tratados con Naloxone
que en ¢l Control. En el trabajo que presentamos, el peso es semejante en los distintos
grupos, lo que parece indicar que el Naloxone, en las condiciones experimentales des-

. critas, no deprime la liberacion de PRL debido a cualquiera de las siguientes causas:

a) Que la inhibicién sea tan rdpida que no afecte significativamente a la produccion
lactea.

b) Que la dosis de Naloxone, utilizada en este trabajo, no sea lo suficientemente
alta como para producir su accidn inhibitoria especifica. Asi Riskind et al.,?' demos-
traron que el Naloxone, administrado a ratas lactantes en dosis de 1 mg/Kg de peso,
no inhibia significativamente la liberacién de b-Endorfinas durante la succion. Los
mismos resultados consiguieron Gregg et al., "' con dosis de | mg/Kg y 0,05 mg/Kg en
ovejas y vacas respectivamente, con concentraciones de PRL semejantes a los contro-
les. Sin embargo, cuando la dosis administrada se incrementaba a 10 mg/Kg en ratas
lactantes ** y a 2,5 mg/Kg en cerdas '7, se producia una reduccién sustancial en la li-
beracién de PRL ¢ incremento de LHRH y LH.

¢) Es un hecho conocido que las b-Endorfinas tienen una doble via de secrecion hi-
pofisaria: Son secretadas del l6bulo medio junto con la -MSH y del anterior conjunta-
mente con la ACTH y b-lipotropina. Riskind et al., observaron que durante la suc-
cion en la rata, la liberacion de b-Endorfinas procedentes del 16bulo anterior, podian
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ser bloqueadas por Dexamatasona. Esta, sin embargo, no era capaz de inhibir la libe-
racion de este opidceo procedente del lobulo medio. Si el Naloxone desarrolla idéntico
papel estd sin determinar, aunque no parece probable, dado que éste se fijaria a los re-
ceptores de las endorfinas e inhibiria la accidn de las liberadas a ambos niveles hipofi-
sarios.

En cuanto a la tasa de ovulacion, determinada por los niveles de Progesterona y nii-
mero de cuerpos liteos, y que pueden considerarse indicativos de una ola preovulato-
ria previa de LH, ambos pardmetros experimentaron un incremento en todas las hem-
bras tratadas con Naloxone con respecto al Control (significativo en el caso de la Pro-
gesterona), sugiriendo una accidn estimulante del Naloxone sobre la secrecion de LH.
Dado que el niimero de cuerpos ltiteos no fue significativamente superior al encontra-
do en el Grupo Control, seria posible la formacidn de C.L. mds activos (con una se-
crecion de Progesterona mds alta), tras el tratamiento con este alcaloide.

Por otro lado, el nimero de foliculos (en desarrollo y maduros) en las hembras lac-
tantes el dia del destete, fue significativamente mas elevado en el Grupo Control que
en los restantes, en relacién inversa al nimero de C.L., lo que podria indicar que el
Naloxone incrementaba la liberacion de GnRH v LH, incremento que se traduciria en
una mayor tasa de ovulacién y formacion de cuerpos luteos.

Sin embargo, las estructuras ovaricas de las crias cuyas madres fueron sometidas al
tratamiento con Naloxone, no siguen las mismas pautas: Tanto el niimero de foliculos
en desarrollo como maduros fue mas elevado que en los controles, lo que hace supo-
ner que el tratamiento con Naloxone en las madres, estimula el desarrollo folicular de
las hijas, y lo que les conduciria a un adelanto de la pubertad. Es necesario sefialar, en
este sentido, el hecho de que el niimero de foliculos maduros de las hijas, cuyas ma-
dres s6lo fueron tratadas con Naloxone los 5 ultimos dias de lactacion, fuera significa-
tivamente mayor que el observado en aquéllas a cuyas madres se les administré el al-
caloide durante toda la lactacion. Son necesarias, no obstante, mds investigaciones
para aclarar o confirmar alguna de las hipdtesis expuestas.
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