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SUMMARY

5-HT,, agonists have analgesic effects. The analgesic ef-
fect of w agonists can be blocked by selective 5-HT,, anta-
gonists. In order to determine the mechanism that produ-
ces the synergies observed between p and serotoninergic
5-HT,, receptors in terms of their antinociceptive effect,
we determined the analgesic effect of fentanyl after ap-
plying a painful thermal and mechanical stimulus in the rat,
and related it with the affinity and the maximum density of
5-HT,, receptors in thirteen brain areas using autoradio-
graphic techniques. Fentanyl showed a dose- and time-de-
pendant analgesic effect with the two nociceptive stimuli.
In addition to its analgesic effect, fentanyl caused an up-re-
gulation of 5-HT,, receptors, since we found a dose-depen-
dant increase of their density, but the same affinity. The
highest dose of fentanyl (12.8 ug.kg") caused a statistically
significant increase of the density of 5-HT,, receptors that
was positively associated with its analgesic effect on the
terminal cortical external (+64%), internal (+69%) and piri-
form (+113%) frontoparietal areas, the CA1 (+111%) and
DGm (+60%) regions of the hippocampus, the amygdalin
nuclei PMCo (+101%) and AHIiAL (+91%) and the hypo-
thalamus (+127%). The analgesic effect of acute fentanyl
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would be explained, at least, by two mechanisms: its stimu-
lation of opiate neurotransmission acting directly on opiate
u receptors and the increase of 5-HT levels at the central
nervous system and the up-regulation of 5-HT,, receptors
at the terminal brain areas, hence facilitating the stimula-
tion of such receptors. Since the post-synaptic 5-HT,, re-
ceptors act as heteroreceptors that inhibit non-serotoniner-
gic neurons and cause neuronal hyperpolarization, fentanyl
would facilitate the stimulation of these receptors and
would inhibit the neuronal activity in all such terminal areas,
preventing the transmission of the nociceptive stimulus.
This would explain the reduced analgesic effect of opiate p
agonists that is observed with selective 5-HT,, antagonists
and the increased analgesic effect observed when p ago-
nists and other drugs capable of increasing 5-HT levels,
such as ISRS, are co-administered. Further studies are re-
quired in order to accurately determine the mechanism
through which the stimulation of p receptors cause up-re-
gulation of post-synaptic 5-HT,, receptors and the role of
each brain area in the perception of the nociceptive stimu-
lus. © 2004 Sociedad Espariola del Dolor. Published by
Aran Ediciones, S.L.

Key words: p receptor. 5-HT,, receptor. Synergies. Fen-
tanyl. Analgesia.

RESUMEN

Los agonistas 5-HT,, presentan efecto analgésico. El
efecto analgésico de los agonistas p puede ser bloqueado
por antagonistas selectivos 5-HT,,. Para determinar el me-
canismo de produccién del sinergismo observado entre los
receptores u y serotoninérgico 5-HT,, en relacién con su
efecto antinociceptivo, determinamos el efecto analgésico
de fentanilo tras estimulo nociceptivo de tipo térmico y
mecéanico en la rata relacionandolo con la afinidad y la
densidad méxima de los receptores 5-HT,, de trece areas
cerebrales mediante técnicas de autorradiografia. Fentanilo
presentd un efecto analgésico dosis y tiempo dependiente
ante los dos estimulos nociceptivos. Paralelamente a la
apariciéon del efecto analgésico, fentanilo origind una regu-
lacién a la alta de los receptores 5-HT,, al incrementar de
forma dosis-dependiente su densidad sin modificar su afini-
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dad. La dosis mayor de fentanilo (12,8 ug.kg?) originé un
incremento de la densidad de los receptores 5-HT,, esta-
disticamente significativo y que se correlacioné de forma
positiva con su efecto analgésico en las areas terminales
corticales fronto-parietal externa (+64%), interna (+69%) y
piriforme (+113%), las regiones del hipocampo CAl
(+111%) vy DGm (+60%), los nicleos amigdalinos PMCo
(+101%) y AHIAL (+91%) v el hipotalamo (+127%). El
efecto analgésico de fentanilo en tratamiento agudo se ex-
plicaria, al menos, por dos mecanismos. Su capacidad de
estimular la neurotransmisiéon opidcea actuando directa-
mente sobre los receptores opiaceos u. Y porque, al incre-
mentar los niveles de 5-HT a nivel central y al regular a la
alta los receptores 5-HT,, de zonas cerebrales terminales,
se facilitaria la estimulacién de estos receptores. Dado que
los receptores 5-HT,, postsindpticos actian como hetero-
receptores de efecto inhibidor sobre neuronas no serotoni-
nérgicas originando una hiperpolarizacion neuronal, fenta-
nilo, al facilitar el estimulo de estos receptores originaria
una inhibicién de la actividad neuronal en todas estas areas
terminales impidiendo la transmisiéon del estimulo nocicep-
tivo. Esto explicaria la disminucién del efecto analgésico de
los agonistas opiaceos w que originan los antagonistas se-
lectivos 5-HT,, v el mayor efecto analgésico observado al
coadministrar agonistas u y farmacos capaces de incre-
mentar los niveles de 5-HT como los ISRS. Se necesitan
estudios posteriores que determinen con exactitud el meca-
nismo por el que el estimulo de los receptores u origina la
regulacion a la alta de los receptores 5-HT,, postsinapticos
v el papel de cada una de las areas cerebrales en la percep-
cién del estimulo nociceptivo. © 2004 Sociedad Espariola
del Dolor. Publicado por Aran Ediciones, S.L.

Palabras clave: Receptor u. Receptor 5-HT,,. Sinergis-
mo. Fentanilo. Analgesia.

INTRODUCCION

Los sistemas de neurotransmision opidceo y sero-
toninérgico a través de los receptores opidceos w y
serotoninérgico 5-HT,, aparecen interrelacionados
en diversas publicaciones. Estas interrelaciones se
han descrito tanto a nivel central como periférico,
afectando a la percepcion del dolor, y a la presenta-
cidon del efecto analgésico o de reacciones adversas
de las asociaciones de diversos tipos de farmacos.

En este sentido, se ha descrito que la analgesia ori-
ginada por la inyeccion intratecal de 5-HT aparece me-
diada por receptores u (1). Los antidepresivos amitrip-
tilina y desimipramina inducen su efecto analgésico
porque incrementan los niveles de serotonina (5-HT) y

37

porque, ademas pueden realizar un efecto de estimula-
cion de los receptores medulares serotoninérgicos
5-HT,, y opiaceos u (2-6). La co-administracion de
agonistas opidceos w con inhibidores de la moanoami-
no oxidasa (IMAOs) o con inhibidores selectivos de la
receptacion de serotonina (ISRSs) puede inducir la
aparicion de un sindrome serotoninérgico (7).

En un trabajo previo observamos que fentanilo
originaba una regulacion a la alta dosis dependiente
de los receptores 5-HT,, a nivel de hipocampo y de
la amigdala de cerebro de rata (8). Como se ha com-
probado que los agonistas 5-HT,, presentan efecto
analgésico per se (9), y como la analgesia originada
por los analogos del fentanilo, agonistas selectivos
totales w, puede ser bloqueada por antagonistas se-
lectivos de los 5-HT,, carentes de efecto sobre los re-
ceptores w (10), nos planteamos este trabajo con el
objeto de determinar la posible existencia de un si-
nergismo entre los receptores opidceo w y serotoni-
nérgico 5-HT,, en relacion con su efecto analgésico.

Para ello, inicialmente realizamos curvas dosis-
efecto y tiempo-efecto de fentanilo en relacidén con
su efecto analgésico ante estimulo nociceptivo de ti-
po mecéanico y térmico para determinar la dosis Opti-
ma a utilizar, el tiempo que debia transcurrir tras la
inyeccion de fentanilo y el tipo de test a utilizar para
poder cuantificar el efecto anti-nociceptivo del far-
maco de forma objetiva y ficilmente cuantificable en
la rata. Posteriormente cuantificamos la afinidad y la
densidad méaxima de los receptores 5-HT,, de trece
areas cerebrales mediante técnicas de autorradiogra-
fia tras el tratamiento con la dosis seleccionada de
fentanilo y determinamos sus relaciones con el efecto
analgésico del farmaco en el test de Randall Selitto.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizd en ratas de la cepa Wistar, ma-
chos (n=24, 6 meses, 335+5,4 g) (IFFA-CREDO-Char-
les River, Francia) estabuladas en grupos de 3 por caja
en condiciones estandares con temperatura de 21+2 °C,
ciclos de luz:oscuridad de 12:12 h, inicio del ciclo lu-
minoso a las 8:00 h, comida y agua “ad libitum” y
tiempo de acondicionamiento al estabulario 3 semanas.
Los animales fueron inyectados intraperitonealmente
(i.p.) con una dosis Gnica de fentanilo de 3,2 ug.kg’,
6,4 ug.kg' o 12,8 ug.kg', o con solucion salina, res-
pectivamente. La estabulacion y técnicas de manejo de
los animales se realizaron de acuerdo con la guia de
Principios de Cuidados y Utilizacidn de Animales de la
Asociacion Americana de Fisiologia, con la Directiva
de la Union Europea 86/609 sobre utilizacion de ani-
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males con fines cientificos y tras la revision y aproba-
cidon del protocolo experimental por parte del Comité
Local de Investigacion Animal.

El efecto analgésico de las diferentes dosis de fen-
tanilo se cuantificd transcurridos 1, 15 y 30 minutos
de la inyeccidon. Se determiné el efecto analgésico
del farmaco ante dos tipos de estimulo nociceptivo la
presion mecéanica y la temperatura.

La analgesia ante nocicepcidn por presion mecani-
ca de determind mediante el test de Randall Selitto
(11,12) utilizando el analgesimetro de presion en la
pata posterior del animal de Ugo Basile. En este test,
una pieza cdnica acabada en punta roma ejerce una
presion que se va incrementando de forma lineal so-
bre la regidn central de la pata posterior derecha del
animal. El incremento de la presion se produce al in-
crementar el desplazamiento de un peso a través de
una barra escalada en centimetros sobre la que reali-
za un efecto de palanca que se transmite a la extremi-
dad del animal. El animal es sujetado durante todo el
test de forma que puede mover libremente la pata.
Cuando el animal experimenta dolor, como conse-
cuencia del incremento de la presion, desarrolla una
respuesta de retirada de la pata. Se cuantifico la pre-
sidn maxima soportada por el animal antes de retirar
la pata, expresada en cm (1 cm = 30 g de fuerza).

La analgesia ante nocicepcidon por estimulo térmico
se determin0 introduciendo la cola del animal en agua
a temperatura de 60 °C (13,14). El animal es sujetado
en este test de forma que puede mover libremente la
cola. Cuando el animal experimenta dolor, como con-
secuencia de la elevada temperatura del agua, desarro-
lla una respuesta de retirada de la cola. Se cuantifico el
tiempo se reaccidn o tiempo que el animal tard6 en re-
tirar la cola, expresado en centésimas de segundo.

Dado que las respuestas de los animales ante los
dos estimulos nociceptivos suponian un comporta-
miento motor y dado que los opiadceos originan un
estado de sedacion, se realizd el test de Open field o
de campo abierto con objeto de cuantificar la funcion
motora-exploratoria de los animales y descartar que
la falta de respuesta ante el estimulo nociceptivo tras
el tratamiento con fentanilo se debiera a un efecto
sedante capaz de disminuir la funcidon motora de los
animales y no a un efecto analgésico. En este test el
animal fue introducido en el centro una la superficie
dodecaédrica de 85 cm de diametro, de 42 cm de al-
to, dividida en 6 areas de igual superficie, donde se
le dejo deambular libremente durante 10 minutos
(15,16). Este test se realizd en completa oscuridad de
la habitacion con la excepcidn de una Gnica fuente
luminica de 100 watios, sujeta iluminando el area
central de la superficie del campo abierto. Se cuanti-

ficaron el nimero de cambios de area, el nimero de
estereotipias y el nimero de bolos fecales emitidos
por el animal. Como en las pruebas previas no habia-
mos observado afectacidon de la funcidén motora del
animal de forma inmediata a la administracion de
fentanilo, este test se realizd so6lo en una ocasion, an-
tes de la tercera determinacion del efecto analgésico.

Los receptores 5-HT,, fueron caracterizados median-
te estudios de saturacidn con 3H—SOH—DPAT, agonista
selectivo de los receptores 5-HT,,, utilizando técnicas
de autorradiografia. Para ello, una vez cuantificado el
efecto analgésico, los animales fueron inmediatamente
sacrificados por decapitacion y sus cerebros diseccio-
nados rapidamente y congelados mediante inmersion en
isopentano enfriado a —40 °C en nieve carbonica. Poste-
riormente fueron conservados a —70 °C hasta su utiliza-
cidn. Se realizaron posteriormente secciones coronales
de 14 pum a partir de —3,6 mm desde Bregma que se fi-
jaron en portas gelatinizados. Se realizd la identifica-
cidn neuroanatomica de las secciones mediante com-
probacion histologica tras tincidn con violeta de cresil
utilizando el atlas de Paxinos y Watson. El radioligando
*H-8OH-DPAT (actividad especifica 137 Ci.mmol") se
utilizd en rango de concentraciones de 0,005-10 nM.
Las secciones se incubaron en tampon Tris-CIH 50
mM, Cl,Ca 4 mM, acido ascodrbico 0,1% y pargilina
10 uM (pH 7,6) durante 60 minutos a temperatura am-
biente. La unidn no especifica se determind en presen-
cia de 5-HT 10 uM. Tras la incubacion, las secciones
fueron lavadas dos veces durante 5 minutos en tampon
Tris-CIH 50 mM, inmersas dos veces en agua bi-desti-
lada bi-desionizada a 4 °C y secadas en corriente de ai-
re frio. Posteriormente las secciones fueron expuestas a
un film sensible al tritio CH) ("H-hyper-film) durante 6
semanas a 4 °C (17). La unidén de *‘H-8OH-DPAT en
corteza fronto-parietal, areas limbicas, amigdala e hi-
potalamo fue cuantificada de los autorradiogramas me-
diante un analizador de imagenes computarizado aco-
plado a una video-cimara con macro-objetivo. Se
determin6 la densidad de receptores en trece areas. A
nivel cortical en cortex fronto-parietal externo (Cort-1),
cortex fronto-parietal interno (Cort-2) y cortex pirifor-
me (C Pir). A nivel limbico en las regiones del hipo-
campo CA1 (CA1), CA2 (CA2), CA3 (CA3), giro den-
tado medial (DGm) y giro dentado lateral (DGI), en la
amigdala considerada en su totalidad (AMI) y en los
nlcleos amigdalinos posteromedial (PMCo) y anterola-
teral (AHiAL), en el hipotalamo considerado en su to-
talidad (Hipotal) y en el nicleo talamico medio dorsal
(DM). La conversidn de los valores de densidad dptica
de los autorradiogramas en fmol.mg' de proteinas se
realizo a partir de los mostrados por micro-escalas poli-
méricas marcadas con *H prefabricadas para autorradio-
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graffa ("H-micro-scales). El analisis de las curvas de sa-
turacion se realizd utilizando el software para analisis
de regresion no lineal iterativo del programa Graph-Pad
PRISMA. Se determinaron la afinidad (K,)) y la densi-
dad méxima de receptores (B,,). 'H-8OH-DPAT, 'H-
hyper-film y ‘H-micro-scales fueron adquiridos de
Amersham (Amersham, Buckinghamshire, U.K.) y el
resto de los reactivos fueron adquiridos de Sigma (Sig-
ma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU.).

Los datos aparecen expresados como el valor me-
dio + s.e.m. de n valores. El anilisis estadistico de
los datos se realizd mediante ANOVA de una y de
dos vias y aplicacidn posterior del test de Bonferroni
para determinar el grado de significacion estadistica
entre grupos, utilizando el software del programa
SPSS 11.0.

RESULTADOS

Como cabia esperar de la experiencia clinica, fenta-
nilo presentd un efecto analgésico dosis y tiempo de-
pendiente tanto en el test de Randall Selitto como tras
el estimulo nociceptivo de tipo térmico (Figs. 1 y 2).
El test de Randall Selitto, menos agresivo para el ani-
mal, fue el que permitid observar el efecto analgésico
con mas claridad. El efecto analgésico de fentanilo en
este test fue muy rapido (Fig. 1) mostrando efecto ma-
nifiesto y estadisticamente significativo a partir de los
15 minutos de la inyeccion de las dos dosis mayores
utilizadas en el estudio que se incrementd cuando el
test de realiz6 a los 30 minutos a las tres dosis estu-
diadas. Un patron de comportamiento similar se ob-
serva tras la estimulacidon nociceptiva de tipo térmico.
En este caso, la dosis mayor fue la que alcanzo6 el
efecto analgésico estadisticamente significativo a par-
tir de los 15 minutos (Fig. 2). La bibliografia aporta
numerosas citas en relacion con el hecho de que el
efecto analgésico originado por un farmaco depende
del tipo de test de analgesia utilizado para cuantificar-
lo. Pero con independencia del menor efecto analgési-
co detectado frente al estimulo nociceptivo de tipo tér-
mico en relacion con el estimulo nociceptivo de tipo
mecanico, es de destacar que observamos, como cabia
esperar, la existencia de una correlacion positiva entre
el efecto analgésico originado por las diferentes dosis
de fentanilo frente al grupo control en ambos tests, en
el sentido de que los animales que presentaban la ma-
yor analgesia ante el estimulo térmico, presentaban
también la mayor analgesia ante el estimulo mecéanico
(coeficiente de correlacion de Pearson 0,585, p =
0,001). Esto supone que con independencia de la ma-
yor o menor sensibilidad para mostrar el efecto anal-
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gésico de los farmacos en funcion del tipo de test, que
si el efecto se puede detectar, su forma de presenta-
cidn y evolucidn tras ambos tipos de estimulo noci-
ceptivo es similar.

Ninguna de las dosis de fentanilo utilizadas modi-
ficd ninguna de las variables estudiadas en relacion
con la capacidad motora de los animales respecto al
grupo control (Fig. 3). Se puede afirmar por tanto
que las respuestas desarrollas por los animales en
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Fig. 3—Nuamero de cambios de area, estereotipias y bo-
los fecales realizados en el test de Open field tras la in-
yeccion con fentanilo 3,2 ug.kg', 6,4 ugkg'y 12,8
ug.kg'.
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ambos tests de analgesia se deben al efecto analgési-
co del farmaco y no a un posible efecto sedante o ca-
paz de disminuir la funcidén motora.

Al analizar la unién de 'H-8OH-DPAT en las dife-
rentes areas se observod en todos los casos la existen-
cia de unidn saturable a una Gnica poblacion de sitios
de unidn, como mostraban los coeficientes de Hill
proximos a la unidad en todas las areas y con las tres
dosis estudiadas. Paralelamente a la aparicidon del
efecto analgésico, fentanilo origind un incremento
dosis-dependiente de la B, de los receptores 5-HT,,
(Tabla I) sin originar modificaciones en la K, de es-
tos receptores que supongan cambios funcionalmente
destacables en su afinidad (Tabla II). Parece por tan-
to, que fentanilo, en tratamiento agudo induce una
regulacion a la alta por incremento de B, de los re-
ceptores 5-HT,, que aparece de forma manifiesta en
todas las areas estudiadas y que alcanzd la significa-
cidon estadistica en relacion con todas las areas corti-
cales (Cort-1, Cort-2, C Pir), las regiones CA1, CA3,
DGm y DGI del hipocampo, la amigdala, especial-
mente a nivel de los niicleos PMCo y AHIiAL, y el hi-
potdlamo en general tras la administracion de la do-
sis mayor de fentanilo de 12,8 ug.kg" (Tabla I). La

figura 4 muestra un autorradiograma representativo
del incremento de la densidad maxima de los recep-
tores 5-HT,, tras el tratamiento con la dosis mayor
de fentanilo de 12,8 ug.kg"' a los 30 minutos de la in-
yeccidn del farmaco.

Al analizar de forma mas detallada esta modifica-
cidn observamos la existencia de correlaciones posi-
tivas entre el incremento del efecto analgésico de
fentanilo en el test de Randall Selitto y el incremento
de la B, de los receptores 5-HT,, detectado en va-
rias de las areas cerebrales estudiadas. Entre ellas
destacar: CA1 (coeficiente de correlacion de Pearson
+0,735, p = 0,001), AHiLA (coeficiente de correla-
cion de Pearson +0,619, p = 0,001), Cort-1 (coefi-
ciente de correlacion de Pearson +0,599, p = 0,002),
Cort-2 (coeficiente de correlacion de Pearson
+0,563, p = 0,004), C Pir (coeficiente de correlacion
de Pearson +0,540, p = 0,006), DGm (coeficiente de
correlacion de Pearson +0,495, p = 0,014), Hipotal
(coeficiente de correlacion de Pearson +0,494, p =
0,014; PMCo (coeficiente de correlacion de Pearson
+0,457, p = 0,025), y DM (coeficiente de correlacion
de Pearson +0,419, p = 0,042). Aunque se observo la
existencia de una tendencia a la significacion, esta

TABLA 1. DENSIDAD MAXIMA DE RECEPTORES (B,, OBTENIDA EN LOS EXPERIMENTOS DE

max

SATURACION UTILIZANDO TECNICAS DE AUTORRADIOGRAFIA Y MARCANDO LOS RECEPTORES
5-HT,, CON *H-8OH-DPAT TRAS EL TRATAMIENTO CON FENTANILO (3,2 ugkg', 6,4 ug.kg' Y 12,8 ug.kg",
i.p.) vs SOLUCION SALINA (0,5 ml.kg", i.p.) EN DOSIS UNICA, EN TODAS LAS AREAS ESTUDIADAS

Areas Control Fentanilo 3,2 ug.kg' Fentanilo 6,4 ug.kg’ Fentanilo 12,8 ug.kg’
Cort-1 56 + 8,79 47,6 + 4,86 (-15) 69,9 + 4,75 (+24.8) 91,9 £ 10,6 (+64,1) (*¥%)
Cort-2 46,5 £5,6 37,6 £3,2 (-19,1) 55,7 5,94 (+19,7) 78,9 + 8,78 (+69,6)(**)
C Pir 33,4 +2,85 33,4 £ 1,23 (+0,1) 41,2 +4,19 (+23,3) 71,2 £ 7,03 (+113) (¥*%)
CAl 73,8 +£2,93 66,1 £ 4,21 (-10,4) 88,4 £ 6,06 (+19,7) 156 £ 5,16 (+111) (¥*%*)
CA2 18,8 + 2,38 12,6 + 1,09 (-32,9) 16,1 £2,5(-14,3) 19,6 + 3,12 (+4,2)
CA3 24,2 + 2,84 16,2 + 0,98 (-33) 25,5 2,42 (+5,3) 29,7 + 3,16 (+22,7) ™5
DGm 80,3 +£5,34 47,03 £ 7,01 (+41.,4) 76,4 + 4,65 (-4,8) 128.,9 + 6,54 (+60,5) (¥**)
DGl 106,2 + 4,28 75,4 + 3,04 (-29) 92,4 +2 (-12,9) 121,9 £ 3,61 (+14,7)
PMCo 55,03 £6,57 44,2 + 4,9 (-19,6) 59,9 + 8,77 (+8,8) 110,9 £ 22,2 (+101) (*%)
AHIAL 322+24 36,5+ 1,91 (+13,3) 39,2 £ 2,58 (+21,7) 61,8 +4,77 (+91,9) (*¥%)
AMI 27,09 + 4,57 24,3 £ 2,16 (-10,9) 27,2 +2,56 (+0,4) 42,7 + 5,32 (+57,6) (¥*) 752
DM 26,7 + 3,78 23,1 £3,09 (-13,4) 27,2 + 4,85 (+1,8) 38,7 £ 4,76 (+44,9) (*)"s®
Hipotal 15,5+ 0,98 16,1 + 1,48 (+3,8) 16,05 = 1,44 (-0,3) 35,3 £4,98 (+127) (¥*%*)

Corteza fronto-parietal externa (Cort-1); corteza fronto-parietal interna (Cort-2); cortex piriforme (C Pir); hipocampo CA1 (CAl);
hipocampo CA2 (CA2); hipocampo CA3 (CA3); giro dentado medial (DGm); giro dentado lateral (DGI); nicleo amigdalino poste-
romedial (PMCo); ntcleo amigdalino anterolateral (AHiAL); amigdala (AMI); ntcleo talamico mediodorsal (DM); hipotalamo

(Hipotal).

Se expresan la media + s.e.m de n= 6 casos. B, en fmol.mg" de proteinas. Entre paréntesis: porcentaje de incremento respecto al
control. ANOVA de una via (dosis de fentanilo) seguido del test de Bonferroni. *Mayor que control y fentanilo 3,2 ug.kg" (p < 0,05),
**Mayor que control y fentanilo 3,2 ug.kg” (p < 0,01), ***Mayor que control, fentanilo 3,2 ug.kg'y 6,4 ug.kg" (p <0,001), TS-1:
Tendencia a significacion respecto a control (p = 0,052), TS-2: tendencia a significacion respecto fentanilo 6,4 ug.kg'.dfa’

(p = 0,058).
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TABLA II. AFINIDAD DE RECEPTORES (K,) OBTENIDA EN LOS EXPERIMENTOS DE SATURACION
UTILIZANDO TECNICAS DE AUTORRADIOGRAFIA Y MARCANDO LOS RECEPTORES 5-HT,, CON °*H-
8OH-DPAT TRAS EL TRATAMIENTO CON FENTANILO (3.2 ugkg', 6.4 ugkg' Y 12,8 ugkg', i.p.) vs

SOLUCION SALINA (0,5 ml.kg", i.p.) EN DOSIS UNICA, EN TODAS LAS AREAS ESTUDIADAS

Fentanilo 6,4 ug.kg'

Fentanilo 12,8 ug.kg’

4,68 + 0,57 (0,5)
5,91 0,52 (0,6)
6,56 + 0,77 (0,8)
4,04 + 0,27 (0,5)
3,88 + 0,94 (0,4)
3,96 + 0,3 (0,6)
3,87 + 0,45 (0,7)
1,89 + 0,14 (0,3)
8,66 = 1,62 (1,1)
5,6 +0,24 (0,8)
6,4 +0,52 (0,7)

10,9+ 1,19 (1,2)
11,6 = 1,49 (1,3)
13,2+ 1,27 (1,6)
11,1+ 1,15 (1,3)
7,62 + 1,22 (0,9)
9,19 + 0,82 (1,4)
11,5 + 0,86 (2,2)
6,48 + 0,58 (1,1)
11,2 + 1,05 (1,5)
12,4 + 1,14 (1,7)
11,1 + 1,62 (1,3)

Areas Control Fentanilo 3,2 ug.kg"'
Cort-1 8,53 £0,92 3,85 +£0,53 (0,4)
Cort-2 8,61 £+0,4 5,1 +£0,52 (0,5)
C Pir 7,84 + 1,07 5,54 + 0,65 (0,7)
CAl 8 +0,76 3,98 +£ 0,30 (0,4)
CA2 8,02 + 1,63 3,34 £ 0,49 (0,4)
CA3 6,4 + 0,87 2,93 +£0,53 (0,4)
DGm 5,22 +0,42 2,22 +0,26 (0,4)
DGl 5,51 +0,18 1,84 + 0,21 (0,3)
PMCo 7,23 +£0,81 6,33 = 1,3 (0,8)
AHiAL 6,94 + 0,59 5,51 £ 0,64 (0,7)
AMI 8,45 + 1,29 6,19 £ 0,51 (0,7)
DM 9,18 £ 2,14 7,52 + 1,95 (0,8)
Hipotal 12,3 + 2,06 7,28 + 1,58 (0,5)

8,57 + 1,05 (0,9)
7,69 0,93 (0,6)

19,01 + 3,28 (2,07)
16,9 + 3,05 (1,3)

Corteza fronto-parietal externa (Cort-1); corteza fronto-parietal interna (Cort-2); cortex piriforme (C Pir); hipocampo CA1 (CA1);
hipocampo CA2 (CA2); hipocampo CA3 (CA3), giro dentado medial (DGm); giro dentado lateral (DGI); nicleo amigdalino poste-
romedial (PMCo); niicleo amigdalino anterolateral (AHiAL); amigdala (AMI); niicleo talamico mediodorsal (DM), Hipotalamo

(Hipotal).

Se expresan la media + s.e.m de n= 6 casos. K, en nM. Entre paréntesis: factor de incremento respecto al control. ANOVA de una

via (dosis de fentanilo) seguido del test de Bonferroni.

relacidon no alcanzd la significacidon estadistica en el
caso de las areas CA2, CA3, DGl y AMI. No se de-
tectaron tampoco correlaciones en relacion con el in-
cremento del tiempo de reaccidn de retirada de la co-
la durante la nocicepcidn de tipo térmico en ninguna
de las areas. Esto posiblemente se debe a la mayor
dificultad que encontramos cuando realizamos este
test para mostrar el efecto analgésico de fentanilo.
Las modificaciones en la K, no superaron en ninglin
momento un factor de 2,2 y no se correlaciond en
ninglin caso con el efecto analgésico detectado en el
test de Randall Selitto ni tras el estimulo nociceptivo
térmico.

Parece, por tanto, que de alguna forma, fentanilo
favorece la neurotransmision 5-HT,, y que este efec-
to se relaciona, o al menos se asocia manifiestamente
con su efecto analgésico en tratamiento agudo.

DISCUSION

El principal resultado obtenido en este estudio es
que fentanilo mostrd su efecto analgésico asociado a
un incremento dosis-dependiente de la densidad ma-
xima de los receptores 5-HT,, (regulacidn a la alta)
sin originar modificaciones en la K, de estos recep-

tores que supongan cambios funcionalmente destaca-
bles en su afinidad (Tablas I y I y Fig. 4). Esta regu-
lacion a la alta se correlaciond positivamente con el
efecto analgésico del farmaco en las tres areas corti-
cales estudiadas, en las areas mediales de hipocampo
(CA1l y DGm), en los principales ntcleos amigdali-
nos (PMCo y AHiAL) y en el talamo. El tratamiento
agudo con fentanilo favorece por tanto la neurotrans-
mision 5-HT,, originando un posible efecto sinérgico
en relacidon con la producciéon de analgesia a nivel
central mediado por los receptores nw y 5-HT,,. Am-
bos receptores junto al efecto analgésico, presentan
una amplia co-localizacidn tanto en cerebro humano
como de rata, especialmente en las regiones cortica-
les y limbicas, y comparten sistemas biologicos aco-
plados (7,18).

La literatura recoge que parte del efecto analgési-
co de los opiaceos es realizado a través de la activa-
cidén de neuronas serotoninérgicas (19-22). En este
sentido la administracidon de agonistas opidceos y co-
mo morfina, incrementa la sintesis, la mayor libera-
cidén y produccidon de metabolitos de 5-HT (23,24).
Esta estimulacion del turn-over de 5-HT incrementa
los niveles de 5-HT en diferentes areas del sistema
nervioso central originando analgesia (18). Igual-
mente se ha observado que la co-administracion de
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1 mm

Conirol NSB

Fentanilo 12,8 pnoke! NSB
Fig. 4— Autorradiogramas representativos de la unién
total y no especifica de *H-80H-DPAT (10 nM) a los re-
ceptores 5-HT,, de areas corticales, limbicas, amigdali-
nas e hipotaldmicas de la rata tras el tratamiento con
solucion salina y con fentanilo 12,8 ng.kg' (dosis Gni-
ca, i.p.). -3,6 mm de Bregma.

ISRS con agonistas opiaceos potencia el efecto anal-
gésico de estos Gltimos a nivel experimental (25) y
clinico (26). Este sinergismo puede originar también
reacciones adversas. Este es el caso, tanto clinico co-
mo experimental, del sindrome serotoninérgico ori-
ginado por la asociacion de IMAOs y meperidina
que aparece debido al efecto inhibidor de la recapta-
cidon de 5-HT de meperidina en presencia de un inhi-
bidor de su metabolizacion. El incremento de los ni-
veles de serotonina cerebrales originado por ambos
induce la sintomatologia que aparece mediada, entre
otros, por receptores 5-HT,, postsinapticos (27,28).

En sentido inverso, como se mencion0 anterior-
mente, la inyeccidon intratecal de 5-HT origina anal-
gesia mediada por receptores u (1), y se ha compro-
bado también que la deplecidon experimental de 5-HT
con paraclorofenilalanina a nivel central disminuye
el efecto analgésico de morfina (29,30).

Ni la literatura, ni trabajos previos in vitro de
nuestro grupo aportan en ninglin caso la existencia
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de capacidad de unidn de fentanilo a los receptores
5-HT,, por lo que se puede descartar un efecto direc-
to del farmaco sobre el receptor.

Para explicar este efecto sinérgico se pueden sugerir
varias posibilidades considerando la posible localiza-
cion de los receptores 5-HT,, a nivel pre y postsinipti-
co dado que sus caracteristicas y funciones son dife-
rentes. A nivel presinaptico, la principal localizacion
de los receptores 5-HT,, es en los ntcleos del rafe, ac-
tuando como autorreceptores somatodendriticos inhi-
bitorios de neuronas serotoninérgicas. La estimulacion
de estos receptores disminuye la concentracidon de
5-HT en zonas terminales cerebrales de proyeccion
(31), mientras que la administracién de antagonistas
selectivos como WAY 100635, facilita la funcidén de
estas células e incrementa los niveles de 5-HT en zo-
nas terminales (28,32). Los receptores 5-HT,, se pue-
den también localizar a nivel presiniptico en otras
areas cerebrales, entre ellas la sustancia gris periacue-
ductal, en la que estos receptores se comportan como
heterorreceptores al localizarse en interneuronas
GABA¢érgicas. A nivel postsinaptico, los receptores
5-HT,, se localizan en neuronas no serotoninérgicas en
las que act@ian como heterorreceptores de efecto
inhibidor. Por este motivo el incremento de los nive-
les de 5-HT o los agonistas como el 8-OH-DPAT pro-
ducen inhibicion de la actividad neuronal en todas
estas areas terminales hipocampo, cortex y otras regio-
nes cerebrales cuando se administran mediante ionto-
foresis in vivo, resultando en una hiperpolarizacion
neuronal. Este efecto inhibitorio es bloqueado por la
administracion de antagonistas del receptor 5-HT,, no
selectivos, como el agonista parcial buspirona, y selec-
tivos, como WAY 100635 (28). La corteza, el hipocam-
po, la amigdala y el hipotilamo se consideran areas
terminales o de proyeccidon de las neuronas serotoninér-
gicas del rafe.

Si el sinergismo entre los receptores w y 5-HT,,
ocurriera a nivel pre-sindptico se podria originar una
disminucién de la funcidn interneuronas gabaérgicas
localizadas en la sustancia gris periacueductal. Estas
neuronas proyectan sus axones hasta neuronas espi-
nales secretoras de sustancia P y glutamato disminu-
yendo la produccion-liberacion de ambos neuro-
transmisores de efecto pro-nociceptivo (33). En
condiciones basales, estas neuronas se encuentran in-
hibidas por el GABA por lo que la liberacion de sus-
tancia P y glutamato se produce en funcion de la
existencia o no de estimulacion nociceptiva. La esti-
mulacion de cualquiera de estos receptores 5-HT,,
y/o p que funcionan como autorreceptores presinap-
ticos en estas interneuronas, inhibiria la liberacidon
de GABA a nivel de las neuronas de la sustancia gris
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periacueductal (34,35) quedando estas neuronas des-
inhibidas. Su control inhibitorio sobre las neuronas
glutamérgicas y productoras de sustancia P se incre-
mentaria entonces originando una disminucidn de la
produccion de glutamato y de sustancia P, lo que pro-
ducirfa analgesia (7). A nivel presinaptico, ambos re-
ceptores estan acoplados a canales de potasio a tra-
vés de proteinas G sensibles a toxina pertusi. La
estimulacidén de estos receptores abriria los canales
originando una inhibicidn por hiperpolarizacion neu-
ronal, en cualquier localizacidon (36-39). Los agonis-
tas de estos receptores disminuirian la funcidon neu-
ronal y su capacidad de transmitir informacion. Este
podria ser también el punto comi@n sobre el que se
podria producir la interaccidn positiva. En ambos ca-
sos, si como se ha demostrado los agonistas opiaceos
originan un incremento del recambio de serotonina
(23,24), cabria la posibilidad de que junto al efecto
estimulador opiaceo de los receptores u, la propia se-
rotonina endogena sintetizada y liberada en exceso
por efecto de los agonistas opidceos estimulara a los
receptores 5-HT,, incrementando bien la accion inhi-
bitoria a nivel GABAérgico bien la accidn hiperpola-
rizante. Si unimos a este efecto el incremento de los
niveles de 5-HT originado por inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina, se podria explicar el
efecto sinérgico de ambos tipos de farmacos observa-
do tanto a nivel experimental (25) como clinico (26).
Otros estudios, sin embargo, muestran relaciones
opuestas entre estos receptores a nivel presinaptico.
En este sentido se ha comprobado que la asociacion
de tramadol, opidceo agonista w e inhibidor de la re-
captacion de serotonina y de otras monoaminas, a
pindolol, antagonista adrenérgico B, y 5-HT,,,,;, ori-
gina una potenciacion del efecto analgésico de tra-
madol. Por el contrario, la asociacion del agonista
selectivo 5-HT,, 8OH-DPAT a tramadol disminuye
su efecto analgésico (40). Esto nos indica que el blo-
queo pre-sindptico 5-HT,, facilita la produccion de
analgesia, mientras que el estimulo de estos recepto-
res disminuirfa el efecto analgésico de agonistas
opiaceos .

Considerando la localizacidn post-sinaptica de los
receptores uw y 5-HT,,, la regulacion a la alta de los
receptores 5-HT,, en areas cerebrales directamente
relacionadas con la percepcion del dolor y con la
transmisidén del estimulo nociceptivo, originada por
el tratamiento agudo con el agonista opidceo fentani-
lo, observada en este estudio, permite contemplar
otro mecanismo de accidn capaz de explicar la exis-
tencia de este sinergismo. La literatura recoge que la
estimulacidon de los receptores 5-HT,, presenta efec-
to analgésico a nivel central (9,41). Podriamos expli-

car que parte del efecto analgésico de los opidceos se
realice a través del sistema serotoninérgico, primero,
por el incremento de los niveles de 5-HT que origina.
Y, segundo, incrementando la densidad de los recep-
tores 5-HT,,, que al realizar un efecto heterorrecep-
tor inhibitorio de otros sistemas neuronales, podrian
inhibir el proceso de transmision del estimulo noci-
ceptivo originando el efecto analgésico a nivel cen-
tral.

Este efecto nos permite explicar también estudios
experimentales que describen como antagonistas
5-HT,,, que no muestran afinidad por los receptores
opiaceos u, pueden disminuir el efecto analgésico de
morfina y de otros agonistas w (2). En este caso, el
bloqueo de los receptores 5-HT,, impediria de un la-
do la accidn de la serotonina y de otro, la realizacion
del control inhibitorio de neuronas no serotoninérgi-
cas.

Igualmente, este efecto de fentanilo nos permitiria
explicar también la potenciacion del efecto analgési-
co presentado por la asociacion de opidceos con los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotoni-
na al unirse al efecto analgésico de ambos farmacos
por separado, el mayor efecto de la serotonina endo6-
gena no recaptada actuando sobre una mayor canti-
dad de receptores 5-HT,, post-sinapticos.

Deberia considerarse también una posible partici-
pacidn de los receptores 5-HT,, en la aparicidon de to-
lerancia y de adiccidn a agonistas opiaceos w. En re-
lacion con el papel de serotonina en la aparicidon de
adiccion y de tolerancia a opiaceos, se ha demostra-
do que niveles altos de 5-HT parecen acelerar el de-
sarrollo de tolerancia tras tratamientos con opiaceos,
mientras que los niveles reducidos tendrian un efecto
contrapuesto (42).

Como anteriormente se apunt0, los agonistas opia-
ceos, y de ellos morfina sobre todo, incrementan los
niveles de 5-HT al facilitar su turn-over (23,24). Se ha
comprobado que el tratamiento agudo con morfina ori-
gina de forma dosis-dependiente un incremento de los
niveles de 5-hidroxitriptdfano en hipocampo (+17-
25%), cortex (+24-36%), hipotalamo (+14-25%) y es-
triado (+22-35%), una disminucidn generalizada de los
niveles de 5-HT en todas las areas cerebrales y un in-
cremento de los niveles de 5-HIAA. Estas modifica-
ciones se podrian deber al efecto de morfina que al
incrementar la liberacion de S5-HT facilitaria su meta-
bolizacion (43). En este mismo trabajo se recoge como
la administracion de SOH-DPAT en dosis baja y capaz
de actuar preferentemente a nivel de los receptores
presinapticos del rafe disminuye la sintesis de hidroxi-
triptofano y de 5-HIAA en todas la areas estudiadas en
los animales dependientes de morfina y con sindrome
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de abstinencia, revirtiendo el efecto de morfina, mien-
tras que en animales no dependientes a morfina carece
de efecto (43). Se ha comprobado que los receptores 5-
HT,, presinapticos de las neuronas del nicleo dorsal
de rafe realizan un control inhibitorio de la actividad
de la enzima triptdéfano hidroxilasa, responsable direc-
to de la sintesis de 5-hidroxitriptofano, y, a través de
él, del inicio de la sintesis de serotonina (44,45). Como
tras el tratamiento agudo se observa un incremento de
los niveles de 5-hidroxitriptofano, cabe suponer que
estos receptores no estan realizando su efecto inhibito-
rio del sistema enzimatico. Dado que la administracion
de 8OH-DPAT revierte este efecto, es de suponer que
la falta de funcidén de estos receptores se debe a una
falta de estimulo de estos receptores por serotonina de-
bido a una disminucion de los niveles del neurotrans-
misor a este nivel. Los receptores, ante esta falta del
neurotransmisor enddégeno desarrollan un estado de in-
cremento de su sensibilidad que se demuestra por el ra-
pido efecto de SOH-DPAT revirtiendo los cambios ori-
ginados por morfina. Pero ni este trabajo ni otras
referencias de la literatura aportan datos sobre la fun-
cidn de los receptores del rafe.

La literatura refiere la existencia de una regula-
cidon a la baja en los receptores 5-HT,, en hipotalamo
de ratas con sindrome de abstinencia por morfina
que, sin embargo, no presentaban cambios en otras
areas como hipocampo, amigdala, ntcleo estriado,
cerebro anterior y nticleos del puente (46). Esto po-
dria hacernos suponer que en condiciones de toleran-
cia-dependencia o no habria modificaciones de los
receptores 5-HT,, en zonas terminales o se podria
producir una regulacion a la alta de estos receptores.
Pero no hemos encontrado antecedentes en la litera-
tura que corroboren, maticen o invaliden esta afirma-
cidon. Igualmente se desconoce si el desarrollo de to-
lerancia-adiccion a fentanilo se desarrolla en estas
mismas condiciones, dada su mas corta vida media
en relacion con morfina. No hay referencias en la li-
teratura que describan modificaciones de los recepto-
res 5-HT,, en areas cerebrales especificas en relacion
con la dependencia a opiadceos y concretamente a
fentanilo. Desconocemos igualmente, los niveles de
5-hidroxitriptéfano, de 5-HT y de 5-HIAA en los ani-
males tratados de forma aguda en este trabajo. Igual-
mente carecemos de datos sobre las caracteristicas de
los receptores 5-HT,, del rafe de los animales trata-
dos en este estudio y también desconocemos la posi-
ble evolucion de los cambios receptoriales detecta-
dos en tratamientos mas prolongados que queda
pendiente de estudios posteriores.

Aunque resulta mucho mas atractiva la relacion de la
modificacion de los receptores 5-HT,, con el efecto
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analgésico de fentanilo, sobre todo tras comprobar la
existencia de correlaciones positivas entre el efecto
analgésico y el incremento de la densidad de los recep-
tores 5-HT,, en varias de las areas cerebrales estudia-
das. No podemos descartar, siendo realistas, la posibili-
dad de que este efecto se relacione con la aparicion de
tolerancia y dependencia al estimulo opiidceo. En este
sentido, recordar que ya ha sido descrito el autocontrol
de la expresion de genes por opiiceos tras tratamiento
prolongado y que ha sido relacionado con la aparicidon
de tolerancia, dependencia y sindrome de abstinencia
(47-51). En relacion con fentanilo se ha observado su
capacidad de originar una autorregulacion a la alta en
so6lo 6 horas de MOR mRNA, el RNAm que codifica la
sintesis del receptor opiaceo u (52).

Dado que los receptores w y 5-HT,, comparten siste-
mas de transduccion como el AMPc dependiente de pro-
tein kinasa y proteinas G,, acopladas a varios canales i0-
nicos, los cuales modulan también la expresion de genes,
se podria aventurar que fentanilo podria de forma directa
o indirecta también modificar, en este caso activandolo,
la expresion de genes relacionados con la expresion de
los diferentes componentes de los receptores 5-HT,, ori-
ginando de esta forma la regulacion a la alta observada.
En contra de esta opcidn esta el escaso tiempo transcurri-
do entre la administracion del medicamento y el sacrifi-
cio y determinacion de los receptores del animal, s6lo 30
minutos, tiempo tal vez insuficiente para que se produz-
ca la expresion genética, sea operativa y se manifieste en
forma de un incremento del nimero de receptores.

El analisis de estos datos y de la literatura cientifi-
ca deja pendiente de trabajos en vias de realizacion y
futuros, entre otros, la caracterizacion del efecto de
fentanilo en tratamiento crdonico en relacion con su
posible capacidad de modificar los receptores 5-HT,
centrales. Asi como de relacionar mas exhaustiva-
mente estas modificaciones con la secuencia de apa-
ricidn del efecto analgésico del farmaco o con el de-
sarrollo de tolerancia y la incidencia de dependencia
y de otras reacciones adversas. Todos estas cuestio-
nes estan siendo objeto de otros trabajos o lo seran
en su futuro, dentro de este grupo de investigacion.
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