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Diagnéstico Bioquimico y Genémico

Determinacion de serotonina en muestras biologicas
'@ 9min.
X

La serotonina es un neuro-
transmisor central que ha sido asociado a
distintas patologias entre las que podemos
destacar la hipertension, enfermedad de
Huntington, distrofia muscular de Ducheney
desdrdenes de orden psiquiatrico. En el
siguiente trabajo el Dr. Horacio Romo de la
Seccion de Toxicologia y Monitoreo de
Drogas del Laboratorio MANLAB nos
presenta los métodos analiticos, los valores
de referencia y la importancia de estas
determinaciones en un futuro debido al
creciente interés que tiene su dosaje en el
campo de la psiquiatria.
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Introduccion

La serotonina (5-hidroxitri-
patamina, 5-HT) es un neurotransmisor
central que ha sido asociado a distintas
patologias, entre ellas algunos desérdenes
de orden psiquiatrico. Ademas la serotonina
es una de las sustancias vasoactivas
segregadas por tumores carcinoideos y es la
responsable del sindrome carcinoide,
caracterizado por abundantes secreciones,
diarreas y lesiones en las valvulas del
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corazén. Otras patologias donde se observan
aumento de la concentracion de serotonina
en sangre son: migrafa, hipertensién
esencial, Enfermedad de Huntington vy
distrofia muscular de Duchene.

La determinaciéon urinaria del
acido 5 OH indo acético (5-HIAA), principal
metabolito de la serotonina, ha sido utilizada
como el principal test de laboratorio para
detectar la sobreproduccién de serotonina
causada por tumores. El dosaje también de
serotonina en orina, plasma y plaquetas,
incrementa de forma notable la sensibilidad
enel diagndstico.

De forma fisioldgica, entre las
principales funciones de este neuro-
transmisor se pueden nombrar la de regular
el apetito mediante la saciedad, equilibrar el
deseo sexual, controlar la temperatura
corporal, la actividad motora y las funciones
perceptivasy cognitivas.

La serotonina también es
necesaria para elaborar la melatonina, una
hormona no proteica que es fabricada en el
cerebro en la glandula pineal, y es la
encargada de laregulacion del suefio.

La serotonina disminuye al
atardeceryaquea partirde ellasesintetizala
melatonina en la glandula pineal por la
noche. La melatonina disminuye al
amanecer, que es cuando se inhibe su
sintesis, aumentando asi la serotonina (que
yano es transformada a melatonina).

Como neurotransmisor exclusiva-
mente se cree que actia en lainhibiciondela
ira, la agresion, la temperatura corporal, el
humor, el suefio, el vomito, la sexualidad, y el
apetito. Estas inhibiciones estan rela-
cionadas directamente con sintomas de

depresion. Es por eso que muchos
antidepresivos se ocupan de modificar los
niveles de serotoninaen elindividuo.

De forma natural, el mayor
porcentaje de la serotonina en el ser
humano se encuentra en el sistema nervioso
central, en la sangre, y en el tracto
gastrointestinal.

Debido que la mayoria de la
serotonina en sangre se almacena en las
plaguetas, y que la reaccion de liberacién de
la serotonina se produce muy facilmente, las
mediciones en plasma y en plaquetas son
engorrosas, por la aparicién de artefactos e
interferencias, tanto en la conservacion de
las muestras, como en su preparacidn antes
de ser analizadas. Esto, sumado al pequefio
tamano de la molécula de las serotoninay a
su alta susceptibilidad a la oxidacion, hace
que se requieran de medidas pre analiticas y
analiticas muy precisas y optimizadas para
asegurar la calidad de los resultados.
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Sintesis biologica

En el cuerpo humano, la sero-
tonina es sintetizada desde el aminodcido
esencial triptéfano en una via metabdlica
corta que involucra dos enzimas: triptéfano
hidroxilasa (TPH) y una L-aminodcido
aromatico descarboxilasa (DDC).
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Serotonin

La serotonina ingerida por via oral
no entra dentro de las vias serotoninérgicas
del sistema nervioso central porque ésta no
cruza la barrera hematoencefalica. Sin
embargo, el triptéfano y sus metabolito, el 5-
Hidroxitriptéfano (5-HTP), con los cuales la
serotonina es sintetizada, puedeny cruzanla
barrera hematoencefalica.

Estos agentes estan disponibles
como suplementos dietarios y pueden ser
agentes serotoninérgicos efectivos.

Un producto del clivaje en esta
sintesis es el acido 5-hidroxindolacético(5

HIAA), el cual es excretado en la orina.

Determinacion analitica

Por las muy especiales carac-
teristicas fisico-quimicas y por la magnitud
en que se encuentra en los fluidos
bioldgicos, del orden de los ng/ml, se
requiere de un método muy sensible para la
determinacién de serotonina, tanto en
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sangrecomoen orina.

Un método apropiado es la
determinacién por HPLC (High performance
liquid cromatography, o cromatografia
liguida de alta performance). En Manlab se
utiliza un sistema de HPLC marca Waters de
ultima generacién, con autosampler
automatico que permite procesar 100
muestras en la misma corrida croma-
tografica.

El detector utilizado para medir
serotonina por esta técnica analitica puede
ser fluorométrico o electroquimico. En
MANLAB se utiliza este ultimo debido a su
alta sensibilidad, y a la forma mas practicay
sencilla de procesar la muestra previa a la
inyeccion en el cromatdgrafo, ya que esto
resulta indispensable para procesar un gran
nimero de muestras en el menor tiempo
posible.

La etapa pre analitica de la técnica
por HPLC depende obviamente de la
muestra bioldgica de donde provenga la
serotoninaaanalizar.

En el caso de orina, se utiliza orina
de 24hs, recolectada sobre acido clorhidrico
6N, y manteniendo la muestra refrigerada
durante la recoleccion. La muestra asi
recibida en el laboratorio se procede a diluir
con distintos solventes, antes de su
inyeccionenel HPLC.

Si lo que se quiere analizar es
serotonina en sangre, la muestra de eleccidn
es plasma con EDTA, y en este caso antes de
la inyeccion se procede a una precipitacion
de las proteinas del plasma. Luego de
centrifugar la muestra, se utiliza la fase
acuosa paralainyeccion.

De ser serotonina plaquetaria la
determinacion a realizar, la muestra
requerida es un botén del plasma con EDTA
enriquecido en plaquetas, que se obtiene
por una centrifugacion especial de la sangre
venosa. El botén remitido se re suspende
con solucién fisioldgica, y luego se sigue el
mismo procedimiento previo a la inyeccion
como enlaserotonina en sangre.

La determinacién propiamente
dicha se lleva a cabo entonces en un equipo
de HPLC, utilizando un detector elec-
troquimico, con una técnica de fase reversa,
donde la fase movil es una solucién de buffer
fosfato y la fase estacionaria, una columna
deltipo C18.

La cuantificacidon de cada muestra
se realiza interpolando el drea del pico
detectado, con una curva de calibracion
confeccionada con estandares de concen-
traciones conocidos.

Todo este proceso de deteccidn y
cuantificaciéon de los distintos picos de la
corrida cromatografica, tanto en la
confeccién de las curvas, como en calculo
final de las concentraciones de las muestras,
se realiza con la ayuda de un poderoso
Software de Gestién de Cromatografia,
llamado EMPOWER, exclusivo de la marca
Waters, y cuya ultima version, la 3.0, es la
que utiliza MANLAB en estos equipos.

Los valores de referencia que
utiliza MANLAB de la serotonina dosada por
este método son:

Serotonina en plasma: 50-200 ng/ml
Serotoninaen orina: 0.20-15.0 mg/24hs
Serotonina plaquetaria: 125 - 500
pg/1.000.000 plaquetas

.

Ejemplo de un cromatogramade HPLC.
En este caso la muestra es orina, y el pico 3
corresponde alaserotonina.

Resumen

La técnica de HPLC con deteccidn
electroquimica resulta muy efectivaala hora
de analizar la concentracién de serotonina
en plasma, orina o en plaquetas.

Debido a la fragilidad de la molécula y a su
alto poder de oxidacidn, se requiere medidas
especiales tanto para la conservacion de la
muestra, como en el procesamiento de la
misma, para obtener resultados confiables.
Es de esperar que en un futuro estas
determinaciones sean solicitadas cada vez
con mas frecuencia, no sélo en los
Laboratorios de Alta Complejidad, sino
también en los pequefios e intermedios,
debido al creciente interés que tiene el
dosaje de serotonina, sobre todo en el
campo de la psiquiatria.
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