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El dolor orofacial es mediado por la serotonina, aunque el papel que ésta desempena no ha sido
del todo dilucidado. Se propone determinar la concentracién de serotonina presente en el suero y plas-
ma de pacientes con dolor orofacial asociado con trastornos temporomandibulares, verificando la me-
dicién mediante un contaje plaquetario. Se seleccionaron 20 pacientes en edades comprendidas entre
20 y 62 anos, 10 de ellos con dolor orofacial intenso y con una duraciéon de mas de 100 horas, en ca-
ra, cabeza o cuello, en uno o ambos lados, en reposo o durante la funcién masticatoria, presentando
también sensibilidad a la palpacion muscular con o sin limitacion en los movimientos mandibulares
y/0 sonidos articulares (casos) y 10 individuos sanos (no casos). Se tomé una muestra de sangre (5 ml),
de la cual se obtuvo suero y plasma. Se realiz6 la técnica de microdidlisis in vitro y posteriormente el
método analitico de cromatografia liquida de alta presion con deteccion electroquimica. La concentra-
cién de serotonina obtenida en el suero de los casos, fue significativamente menor a la concentracion
de serotonina del suero de los no casos. Los resultados sugieren que la disminucion en la concentra-
cion de serotonina sérica, puede relacionarse con el dolor intenso y crénico, de origen temporoman-
dibular.

Palabras clave: dolor orofacial, serotonina, suero, plasma, microdialisis, cromatografia liquida
de alta presion.
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SEROTONIN LEVELS IN PATIENTS WITH OROFACIAL PAIN

Orofacial pain is regulated by serotonin even though its role has not been clearly explained. The aim
in this study was to determine serotonin concentration in serum and platelets in patients suffering from oro-
facial pain associated with temporomadibular disorders; measures were verified by platelets counting.
Participants were 20 patients aging between 20 and 62 years old. Of these patiens, ten were healthy and
shared demographic characteristics (no cases); the other ten presented intense orofacial pain in face, head
or neck, in one or both sides, at rest or during the masticatory function, with duration of approximately 100
hours and sensitivity to the muscular palpation with or without limitation in the jaw movements or articular
sounds (cases). A 5 ul blood sample was taken to obtain plasma and serum. A microdialysis technique in
vitro and a later analyzis using the analytic method of High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
with electrochemical detection were performed. The results show that the serotonin concentrations in the
serum of the patients with this type of pain (cases) were significantly smaller than the serotonin concentra-
tions obtained from the serum of healthy patients (no cases). These results suggest that lower serum sero-
tonin concentration can be related to the intensity and chronicity of pain with temporomandibular origin.

Key words: Orofacial pain, serotonin, serum, plasma, microdialysis, high-performance liquid chroma-

tographic method.

Introduccion

El campo del dolor orofacial, abarca condi-
ciones de dolor que estdn asociadas con los tejidos
duros y blandos de la cabeza, cara, cuello y todas
las estructuras intraorales. El rango de diagnéstico
incluye; dolor de cabeza, dolores musculo esque-
léticos, dolores neurogénicos y dolores psicogéni-
cos (1). La mayoria de los pacientes refieren dolor
y sensibilidad a la palpacion de los musculos mas-
ticatorios, lo cual lleva a una limitacién en los mo-
vimientos mandibulares, ademds de sonidos articu-
lares en aproximadamente el 57% de los pacientes
con este tipo de trastorno temporomandibular
(TTM) (2).

La serotonina es un neurotrasmisor pertene-
ciente al grupo de las aminas biégenas (monoami-
nas), la cual es sintetizada en el sistema nervioso
central a partir del L-triptofano, que es un aminoa-
cido esencial de la dieta. Es el mediador del poten-

cial post-sinaptico excitador, no colinérgico, en un
alto porcentaje (60%) de las neuronas aisladas del
ganglio celiaco y del plexo mesentérico superior.
Se cree que también colabora en el control del es-
tado de animo de una persona, llegando incluso a
causar sueno, pues su efecto es potenciado por an-
tidepresivos triciclicos (3,4,5).

La serotonina, entre otras sustancias liberadas
por células tisulares (plaquetas o mastocitos) o por
fibras nerviosas terminales aferentes, es considera-
da nociceptiva, ya que produce sensibilizacion qui-
mica de los receptores periféricos, favoreciendo la
respuesta inflamatoria aguda o crénica de un mus-
culo injuriado o inflamado (6,7); numerosos estu-
dios han tratado de correlacionar la presencia de
dolor, TTM vy trastornos psiquidtricos, con un gen
polimérfico transportador de serotonina, sin em-
bargo, no se ha logrado demostrar tal asociacion (8,
9), aunque se ha encontrado una relacion estadis-
ticamente significativa entre los niveles elevados
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de serotonina tisular, prostaglandina E», y la activi-
dad eferente incrementada por la bradiquinina, a
nivel de los receptores musculares del grupo IV
(10,1D).

Periféricamente la serotonina es transportada
y almacenada en cuerpos densos, conocidos como
granulos delta que poseen los mastocitos y las pla-
quetas, las cuales regulan su liberacion a través de
un cuidadoso y selectivo sistema de transporte de
la serotonina (5-HT transportador) a nivel de la
membrana plasmadtica, mediante un mecanismo de
fosforilacion, que afecta los sitios de union del neu-
rotrasmisor; siendo liberada en el torrente sangui-
neo, simultaneamente con la histamina en la degra-
nulacion inducida por varias sustancias tales como
la sustancia P o el neuropéptido Y; o por mecanis-
mos de activacion importantes para la agregacion
plaquetaria durante la hemostasis, de ahi la impor-
tancia de conocer sus valores (12,13).

Aunque a nivel central, la serotonina poten-
cia la analgesia debida a endorfinas y actia como
un inhibidor de las vias del dolor en la médula
(11,14); se ha observado que periféricamente, pro-
duce hiperalgesia, por una accion directa sobre los
receptores 1A (5-H T1a) de las neuronas sensoria-
les aferentes primarias, a la vez que participa en la
mediacion del dolor espontineo de los tejidos pe-
riféricos inflamados (mialgia) por la estimulacién o
sensibilizacién de unidades aferentes finas por la
via de los receptores (5-HT3) (15, 16). También
modula la motilidad gastrointestinal, el tono vascu-
lar periférico, el tono vascular cerebral, la funcién
plaquetaria e, incluso, regula el apetito, el humor,
la vigilia y la percepcion (17,18,19).

Autores demostraron que al administrar sero-
tonina intramuscular en el masetero de doce indi-
viduos sanos, de sexo femenino, se induce signifi-
cativamente dolor; el cual es ficilmente detectable
y registrable, no observando efectos vasculares
con la dosis administrada (20).

La presencia de serotonina y sus metabolitos,
en fluido sinovial y sangre de pacientes con osteo-
artritis y artritis reumatoide, ha sido claramente evi-
denciada (21); llegando a encontrarse niveles ele-
vados de serotonina y de interleuquina 18 en flui-
do sinovial de pacientes con TTM, en comparaciéon

con los resultados obtenidos de individuos sanos
(22). En este tipo de pacientes un mecanismo sero-
toninérgico de dolor parece estar activado, pues los
niveles de serotonina incrementan tanto en plasma
como en fluido sinovial a medida que la enferme-
dad progresa, lo que permite concluir que la sero-
tonina y sus metabolitos representan un marcador
util de diagnostico para este tipo de patologia (23).

Se ha propuesto que el dolor orofacial, obser-
vado en pacientes con TTM; puede ser mediado
por sustancias quimicas, tales como la serotonina.
Sin embargo, el papel que ésta desempena en la
patogénesis e intensidad de este dolor, atin no ha
sido del todo dilucidado. El presente trabajo, pre-
tende mediante la utilizacion de técnicas de micro-
dialisis in vitro y cromatografia liquida de alta pre-
sion con deteccion electroquimica, determinar la
concentracion de serotonina presente en el suero y
plasma de este tipo de pacientes, verificando tal
medicion mediante un contaje plaquetario, ya que
es bien conocido que la serotonina se almacena en
las plaquetas y eventualmente es liberada en el
plasma sanguineo.

Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en un grupo de 20 pa-
cientes; 10 de ellos sexo femenino, en edades com-
prendidas entre los 20 y 62 anos con un promedio
de 33,5 anos de edad; que acudieron a la Clinica
Estomatoldgica, a la Clinica de Coronas y Puentes
Fijos o al Postgrado de Rehabilitacion Bucal de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Los
Andes; y 10 individuos sanos, similares a los pa-
cientes.

Los pacientes se seleccionaron aleatoriamen-
te y se evaluaron en la clinica del Postgrado de
Rehabilitacion Bucal, realizindoles un interrogato-
rio y un exhaustivo examen clinico intra y extrao-
ralmente.

En el examen clinico se determiné la presen-
cia de dolor orofacial asociado con TTM, tales co-
mo: sensibilidad a la palpaciéon muscular, con limi-
tacioén o no en los movimientos mandibulares pro-
vocada por la funcién y/o sonidos articulares.
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La intensidad y las caracteristicas del dolor, se
estimaron mediante la utilizacion de una escala nu-
mérica (del 0 = no hay dolor, al 10 = dolor mas in-
tenso experimentado) y una escala verbal descrip-
tiva (24), contempladas en la historia clinica de ca-
da paciente (25).

Se llamé casos: al grupo de pacientes que re-
firieron dolor orofacial intenso con una puntuacion
mayor de 6 en la escala numérica y con una dura-
cion de mas de 100 horas, en cara, cabeza o cuello,
en uno o ambos lados, en reposo o durante la fun-
cion, pudiéndose encontrar ademas del dolor oro-
facial, sensibilidad a la palpacién muscular que pu-
diera conducir o no a limitacién en los movimien-
tos mandibulares de apertura y/o cierre y laterali-
dad provocada por la funcion, y/o sonidos articu-
lares, excluyendo aquellos pacientes cuyo dolor
era de origen dental, ademas de aquellos pacientes
que presentaran carcinomas, gripe, diarrea, disnea,
ataques cardiacos, migrana, hipertension, cirrosis,
menstruacion, o que estuviesen bajo tratamiento
con psicofirmacos; ya que en todas estas condicio-
nes los niveles extracelulares de serotonina po-
drian estar incrementados (20).

Se llamé no casos: al grupo de individuos sa-
nos, que en condiciones demograficas similares a
los casos, no presentaban dolor orofacial asociado
con TTM, ni sintomatologia sugestiva de patologia
articular.

Una vez seleccionados los individuos y asig-
nados como casos 0 no casos, se procedioé a expli-
carles los aspectos concernientes a la investiga-
cion, sus alcances y beneficios, se les llené una pla-
nilla de trabajo para la recoleccion de los datos y
una planilla de aceptacién consciente o autoriza-
cion, para participar en la investigacion. Se instru-
y6 al paciente a abstenerse por tres dias antes de to-
mar la muestra de sangre, de consumir alimentos ri-
cos en precursores de serotonina tales como: agua-
cate, chocolate, cambur, ciruela, pina, tomates, be-
renjena, mani o nueces, asi como también de fumar
y consumir café o té y, en lo posible, evitar el con-
sumo de medicamentos como aspirina o antinfla-
matorios no esteroideos.

Toma de la muestra

Las muestras de sangre se tomaron por veno-
puncion, verificando previamente el estricto cum-
plimiento de las indicaciones dadas y el estado de
ayuno del paciente. La toma de la muestra sangui-
nea no fue traumatica, ni presenté ninguna senal
de hemolisis.

La muestra de cada paciente se dividié en dos
tubos (tubo seco y tubo con anticoagulante de ci-
trato de sodio 0,129 M) con el fin de obtener suero,
plasma y realizar el contaje plaquetario; 500 ul de
plasma y 500 ul de suero fueron separados y ali-
cuotados en tubos Eppendorf de 0,7 ml (Axygen
MCTO70), debidamente rotulados, sellados usan-
do papel Parafilm (Sigma P7543) y mantenidos en
congelacion a =70 °C hasta completar el total de las
muestras.

A cada paciente se le realiz6 la prueba del
contaje plaquetario, utilizando el método tradicio-
nal de la cimara de Neubauer con la mezcla del sis-
tema Bio-Pet, utilizando para ello 20 ul de sangre
citratada tomada antes de ser sometida al proceso
de centrifugacion.

Analisis de la muestra

« MICRODIALISIS. La muestra de plasma o sue-
ro se coloco en un pequeio tubo de vidrio, al cual
se le introdujo una canula recta de microdialisis de
4 mm de longitud, conectada a una bomba de per-
fusion donde la solucion de Ringer fue utilizada pa-
ra perfundir la cdnula a 1 ml/minuto, recogiendo 20
ml de dializado en 20 minutos en un colector de mi-
crofraccion de polietileno (27).

« ANALISIS DEL DIALIZADO POR CROMATO-
GRAFIA LIQUIDA. El dializado de la muestra fue
manualmente inyectado en el equipo modelo
7125. Se inyectaron 20 ul con la finalidad de permi-
tir la separacion de la serotonina de otros analitos
presentes en la muestra y su posterior deteccién a
través de un detector electroquimico (Waters mo-
delo 464, Milford, MA, USA). El potencial de oxida-
cion fue colocado en +585 mV entre un electrodo
de trabajo de carbén de vidrio y un electrodo de re-
ferencia de Ag/AgCl.
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La fase mévil fue 100 mL de hidréxido de so-
dio 1,2 M (Baker, Inc.), 100 mL de dcido monoclo-
roacético 1,5 M (Riedel-deHaén) con 37,2 mg de
acido etilendiaminotetraacético EDTA (Sigma), 216
mg de 4cido L octano sulfénico (Merck) y 6% de
acetonitrilo ajustado a un pH de 3,2.

El filtrado y la fase movil degasificada, se pa-
saron a través de una bomba a piston dual (Waters,
modelo 515) con un flujo de 1,0 ml/min. La sepa-
racion se hizo con una columna de particulas de 3
wm Velosep RP-18 (Applied Biosystems, Brownlee
Columns, Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA) de 100
mm de longitud con 3,2 mm de didmetro.

La identificacion (por tiempos retenidos) y
medicion del compuesto (por picos de altura) en la
muestra se obtuvo por comparacion de 20, 50 y 100
pg por 20 ul de solucion estandar de 5- HT (5-
Hydroxi-Triptamina creatinina sulfato), la cual fue
disuelta en agua desionizada 18,2 MQ (Alpha Q
Millipore, Bedford, MA, USA) y preparada a 1 pg/ul
en acido clorhidrico 0,1 M con 100 uM de acido eti-
lendiamino tetraacético (EDTA). Todas las sustan-
cias quimicas fueron calibradas analiticamente al
igual que el equipo, cuando fue necesario (20).

La ejecucion de la microdialisis permitié ob-
tener dializados tanto de plasma como de suero en
condiciones 6ptimas de pureza para asi evitar cual-
quier interferencia y ahorro de tiempo en el mo-
mento de realizar la determinacién cromatografica
cuyo requerimiento esencial es que las muestras
sean clarificadas o depuradas mediante el procedi-
miento de microdializado in vitro, en el cual se
comprob6 la separacion por smosis de sustancias
de alto peso molecular u otro tipo de proteinas.

Los niveles promedio de serotonina (5-HT),
se midieron comparando las alturas de los picos de
las soluciones estandar, con la altura de los picos
de las sustancias de los dializados de los pacientes
y fueron expresadas en pg/20ul.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de la com-
paracion del grupo experimental y de los contro-
les, se hizo utilizando el t-Test y el analisis de va-
rianza de una cola (ANOVA) para medidas repeti-

das, seguido por un efecto simple de comparacion
a un nivel de significancia de p < 0,05.

Resultados

Los resultados obtenidos del contaje plaque-
tario realizado a los casos y no casos, se encontra-
ron dentro del rango de normalidad, observando
valores ligeramente mayores en el grupo de los ca-
sos en relacion al grupo de los no casos. La concen-
tracion minima encontrada en el grupo de los ca-
sos, es de 170.000 plaquetas/ml y la maxima de
305.000 plaquetas/ml. Para el grupo de no casos, el
nivel minimo de plaquetas encontradas fue de
149.000 plaquetas/ml y el maximo de 250.000 pla-
quetas/ml. (Figura 1).
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Figura 1. Contaje plaquetario promedio de los grupos
de estudio

* p< 0.006 para el grupo CASOS.

La determinacion de la concentracion de se-
rotonina, en las muestras de dializado del plasma
en el grupo de casos y no casos, no revelaron dife-
rencias significativas entre ellos (p= 0,2). La canti-
dad minima de serotonina detectada en plasma en
el grupo de casos fue de 3,3 pg/20ul con una con-
centracion maxima de 10,6 pg/20pl; con un pro-
medio de 6,98 pg/20ul y un error estandar de
0,6702. En el grupo de no casos, la concentracion
minima fue 1,9 pg/20pl y la maxima de 10,3
pg/20pl; con un promedio de 5,99 pg/20ul y un
error estandar de 0,9126 (Figura 2).
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Figura 2. Niveles promedio de serotonina en dializados de
plasma y suero de grupo CASOS con dolor orofacial intenso de
origen temporomandibular y de grupo NO CASOS

**p< 0.001 CASOS Vs. NO CASQS. (Suero).

Las concentraciones de serotonina en el sue-
ro de los casos, fueron significativamente menores
a las de los no casos (P<0,003). La cantidad minima
de serotonina detectada en el suero, en el grupo de
casos, fue de 8,8 pg/20ul con una concentracion
maxima de 46,5 pg/20ul; con un promedio de
18,84 pg/20ul y un error estindar de 3,5361. En el
grupo de no casos, la concentracién minima fue de
20,2 pg/20ul y la maxima de 47,5 pg/20ul; con un
promedio de 34,19 pg/20ul y un error estandar de
3,4427 (Figura 2).

Discusion

Los resultados de este estudio indican que el
dolor intenso y cronico de origen temporomandi-
bular, esta relacionado con una disminuciéon de la
concentracion de serotonina sérica. Estos resulta-
dos muestran que las concentraciones de serotoni-
na en el suero de los pacientes con este tipo de do-
lor (casos), fueron significativamente menores a las
concentraciones de serotonina obtenidas del suero
de individuos sanos (no casos). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones plasmaticas de serotonina de ca-
SOS ¥ NO €as0s.

La relacion entre dolor y concentraciones sé-
ricas de serotonina ha sido estudiada anteriormen-
te (6), encontrandose asociacion directa entre nive-
les bajos de serotonina sérica y alodinia localizada
en los musculos temporomandibulares de pacien-
tes con dolor orofacial crénico de origen muscular;
también se ha observado relaciéon entre niveles ba-
jos de serotonina sérica en pacientes con fibromial-
gia al compararlos con pacientes con artritis reuma-
toidea; lo cual podria explicar el efecto analgésico
que brindan los antidepresivos triciclicos en este ti-
po de pacientes. Sin embargo, se han relacionado
niveles altos de serotonina sérica y alodinia de la
articulacion temporormandibular en pacientes con
artritis reumatoidea (28).

Se ha encontrado que los niveles de serotoni-
na plaquetaria son mas bajos en pacientes con do-
lor crénico tensional y cefalea que en los controles
normales (29). En pacientes con cefalalgias, se en-
contraron niveles plasmaticos elevados de arginina
y bajos de serotonina (30).

El presente estudio confirma una diferencia
en las concentraciones séricas de serotonina entre
el grupo de casos y no casos. Sin embargo, esta di-
ferencia no fue detectada en plasma; no se ha en-
contrado diferencia significativa entre los niveles
de serotonina sérica y plasmatica en pacientes con
fibromialgia e individuos sanos. No se incluyeron
en este estudio pacientes con enfermedades sisté-
micas del tipo de la fibromialgia o artritis reumatoi-
dea (31).

Con relacion a la edad de la muestra, la edad
promedio de los casos fue de 33,3 £ 3,64 y de los
no casos fue de 29,9 + 1,79 afios, estos hallazgos es-
tan de acuerdo con autores que dicen que los sig-
nos y sintomas de TTM, generalmente se incremen-
tan en frecuencia y severidad a partir de la segun-
da década de vida, con predominio en mujeres, en
proporcion que va de 3:1 a 9:1 (32).

La mutua cooperaciéon que existe entre las
plaquetas y la serotonina es bien conocida ya que
las plaquetas representan el mayor sitio de almace-
namiento periférico de la serotonina y son las res-
ponsables de tomar la serotonina del intestino y
pulmones, razén por la cual en este estudio se in-
cluy6 la medicion del nivel plaquetario, con el fin
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de analizar su relacion entre los grupos evaluados
y los niveles de serotonina y asi tratar de dar una
explicacion a la baja concentracion de serotonina
sérica de pacientes con dolor en relacién con los
individuos sin dolor. A pesar de que en ambos gru-
pos los valores estuvieron dentro de un rango de
normalidad, si hubo una diferencia estadisticamen-
te significativa entre el grupo de casos y no casos,
ya que los valores de los casos fueron ligeramente
mas altos; pudiendo afirmarse entonces que los ni-
veles bajos de serotonina sérica no se deben a de-
plecion plaquetaria. La disminucion de la serotoni-
na sérica, pudiera deberse a un incremento en la
union de serotonina a los receptores serotoninérgi-
cos periféricos los cuales es bien conocido que in-
ducen dolor en los seres humanos, como se obser-
v6 en pacientes con dolor orofacial intenso créni-
co, condicion ésta que se asocia con niveles bajos
de serotonina sérica. La mayor actividad nocicepti-
va de las fibras periféricas conllevaria una mayor li-
beracion de la serotonina por parte de las plaque-
tas debido a que el terminal periférico del dolor ac-
tiva la liberacion de serotonina de las plaquetas via
sustancia P (33).

Sin embargo, de acuerdo a nuestro conoci-
miento, no existen estudios previos que comparen
la concentracion de serotonina obtenida por mi-
crodidlisis de suero y plasma de pacientes con do-
lor orofacial asociado con TTM, con individuos que
no presentan este tipo de dolor.

La técnica utilizada ofrece muchas ventajas,
pues la toma de la muestra es rapida y tanto el sue-
ro como el plasma son preparados siguiendo los
métodos convencionales por lo que requieren de
muy poco volumen de sangre. El procedimiento de
obtencion del dializado se realiza i» vitro a un vo-
lumen exacto de la matriz y bajo condiciones con-
troladas y el procedimiento del analisis por croma-
tografia liquida, se encuentra estandarizado (26,
30), lo que hizo factible la ejecucion del trabajo, ob-
teniendo resultados confiables a pesar de que es-
tos se refieran a una poblacién clinica selecciona-
da con criterios muy especificos.

Los resultados obtenidos indican que niveles
disminuidos de serotonina en suero de pacientes
que manifiesten sintomas dolorosos, pueden ser

tomados como un indicador de trastornos tempo-
romandibulares del tipo de dolor orofacial.

Serfa recomendable estudiar una poblacion
mayor de pacientes con este tipo de patologia pa-
ra poder correlacionar los resultados obtenidos
con otras alteraciones no incluidas en este estudio.
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