UNIVERSIDAD FEMENINA DE MENICO
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

DETERMINACION DE METANEFRINAS URINARIAS TOTALES POR
CROMATOGRAFIA EM COLUMNA EMPLEANDO AMBERLITA C6-30

TESIS PROFESIONAL

RUTH ESTHER ‘DEL‘GADO ‘ULLOA}

Wil

Mexico., D K. 19649



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD FEMENINA DE MEXICO
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

DETERMINACION DE METANEFRIMAS URIMARIAS TOTALES POR
CROMATOGRAFIA EN COLUMMNA EMPLEANDO AMBERLITA €6-50

RUTH ESTHER DELGADO ULLOA

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

-1969 -



JURADO ASIGRADO OFICIALMENTB

Preaidente,

Vocal.

Seerotario.

Prizor Suplente.

Segundo Suplente.

S8itio ¢on dondo 86 =
desarrolld la Tesis.

Sustentante.

Director de Tesis.

Q.?‘B.

Qo PoBc

e.7.B.

Qu FOBQ

Q.?.BO

FPernando Velez Crosco

Btelvina Medrano do Jaimes,

Clorin Hevarar Lona,

Dea Coronado Pordomn,

Batole Yopos Izquiordo.

Institngo Haciomnl do la Hutriecidn.

Ruth Bsteher Delgado Ulloa.

Q.F.B.

Btolvina Medreno de Jaimas.



A la msmoria de mi Padre y Abuelito.

A al Madro y Abuslita,

Por sus sacrificios y eafuorzos.



A ais hermanss.

A mias tfos.

A la Srita. Q. FP. B, Blda Sanguino &.
Con carifio y gratitud por la 8yud2 ee

prostade duranteo la realizacidn do eg
ta Tesis.



Mi agradecimiento al Inastituto Hacloral de la Ratrieidn
as{ como al Dr. José Aptonio Carcfa Bsyes y & la Srita.
Q.P.B. Celia G. Mufitg, por las facilidados brindadas dp

rante la olaboracién do osta Tesis.

Al Dr. Carlos Valverde R,

Por su valiosa ayuda.

M4 agradecimiento a la Sra. Q.F.B, Btelvina Medreno de
Jaimes.

Por su acertada dircccidn,



LaRIZULOS

Ic"'

1I.-

III."

IVO-

V.-

VIQ’

IETRODUCCION

G:HERALIDADES

PARTE ZEFERIMEHTAL

BBSULTADOS

COMZHTARIOS Y COHCLUSIORBS

BIBLIOGRAPIA



CAPITULO I
INTRODUCCION




Bxiston en todo el reino anizal i{ncluyendo al hombre,
un importante grupo do substancias biologicamente activase
que presentan on su estructura uno o cfs grupos amino; ge-
neralconte 8p sintetizen a partir de escinodcldos osencloew
les, son deonominedas genoricamonte "am‘nas blopdnicas™ y =
comprenden ontre otras a las sigulentes: La Histamina, Se~

rotonina,; Acotilcolina, Adrenalina y Horedrenaslina,

La bdsquodo y desarrollo de técnicas espac{ficss § ==
sensiblos para le cuantificacidn do aminns, on ospecial de
la Adrenalina y Horodrenalina, o do sus principalos motabg
litos on diforcntos mater!slos bloldgicos, continda siondo
hasta la focha la meta de dive:sos grupos do investigadoo=
res. Bfoctivamento, cl cada voz mayor ndimero do tdécnicase
o modificaciones publicaias, onfatiza la auscncia do un 5d
todo que redna los roquisitos ideales para una tdcnica de-
uso rutinario, on el ostudio o investigacidn do los padec)
miontos quo haste ol @mscmento se condce, que prosentan altg

raclonas an ol motatvollismo de astas aminna,

La metodologfa eompleada para la extraccién do las cg



tecolaninas, téreino con el quo se designa a le Adrennli.-
na y Noradrenalinay estd basada en le adsorcidédn do las amig
@as por una resins Jo intercanbld {Snlco, Bste procodi-wue
mient>, utilizado en tordas las téenicas publicadas hasta -
el momonts y sobre el cual so han sefalado modificaclonesw
mendros, 03 considorado comd ol =ds adocuado y espocffico-
ya que con 61 so obtionen rondimientos que verfan segdn =-

los diferentos autoroe dol 85 al 954, (1, 2, 3)

Bs la cuantificacidn do las catocolaminias o sus metaw
bolitos, un agpocto quo roprosonta graondos problemas motodw
doldgicos y técalcos., En téroinos genoroles, las tdenlcas
descritas paro su cuantificacibdn pucden agruparse de la si

gulente manorasg

a).- Téenlcas do biloonsayo.
b).- T4cnicas colorimdtricas,

8).» Tdcnicss fluoromdtricas,

a).- Lng tdenleas do bloenszayo continda: siendo hasta la-
fochs do utilidad, sunque las dificultades inhoren--
tes o gu manojo hicon que su emples so hays restrine
gldo, particularmonto en lo que al ostudio farznefe=

18gico do lag catocolaminas go rofiore.

b).- Respecto a las técnlcas colorimétriecas, su. uso se ha




abandonado casl por completo, debido fundamentalmente & su

escaas especificidad.

¢).= La @anipulaciin quiamlca con el c¢onsecuente rearreglo
molecular 1ol ndcleo "eatocol®™, porwito obtenor 0Sew
tructures quo fluorecen a una longitud do onda doterp
minada; por esta roegdn, los métodos basados on csta=
propliodad son consldorados posr ol momento, coro los-
ofs sonsibles y procilsss para la cuantificacidn do =
catecolaminas, No obstante estas ventajas, ¢l caplso
de las téenicas fluoromdtricas so vo linitado por e
las dificultades motodoligleas y ol olovado €0Sto ew

dol apzrato omplcado.

Por las ragones antos seiialadas, to han buscaio téc--
nicas que adn n> estanio tasadas en el principlio de la ===
fluoroscencia, rednan la suficientc sonsibilidad y espocl-
fictdad quo permita su camploo rutinario on ol ostudio e¢lfe

nico do padecimiontos endderinos,

En una recicnto rovisidn (&), sobre los m6todos uti--
1izados para la dotorminacildn do Adronalina y Horadromalie
na y sus principsles cotabolitos; la cuantificacidn do ee

Metapefrinas totalos por ol mbtodo do Pilzans (5) so jusgé-

como ol mds indicado, por rounir todos los requisitos anew




tes concionados y que posee sdomds menores dificultades ==

técnicas y de manejo.

Bn tase a estos antecedentes y considerando quo la e=
vfa do inactivacidn que conduce s la formacidn de motane-e
frinas es la «fs laoportante (6, 7), se jusgs convonlento =
montar y ostandarizar, la tdcniea de Pisanoj cen el labora-
torio de investigacisn Neuroondocrina del Instituto Nacio=

aal de Enfermedsdes de la Hutricidn.




CAPITULO II
GENBRALIDADES




QENEHALIDADES

Actualmente se designa con el nombre de catecolaminas
a tres substancias bilologicacmoente activast la Adrenalina,-
la Noredronalina y la Dopamina, cuya caracterfotica coadn.
e8 poseer un ndecleo "catecol™, os decir un ndcleo dihidro=-

xidbenceno y una cadens lateral sminada.

Bstas substoncios, 0 gojor dicho horconas; intorvice-
nen en eultitad de funclones on ¢l organismo y On ¢ONSQwemm
cuencia ol cstudio do su metabolismd os do gran importafee
cla ¥ a ollo haremos mencidn en forma brove en oste cdpie--

tulo.

S8INTBS]S.-

Los procesos qufmicos y la secuencia de pasos ensimd-
ticos que llevan a la elaboracidn finnl do Adreonalind § e=
Noradrenalipa, fueron propuestos desde 1939 por Blaschko
(8); actualmento no s56lo so ha comprobado osta sccuoneia -
sintdética, sino quo adexfs, se han aislado y caracteriesado
las enzimns quo intervienon en dicha sfnteais. En la ffea
gura Ho. 1 se encuontra representado on forma agquendtica=-

este procoso.
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Bstg vfa cetabdlice se inicla con la hidroxilacién --
del sminodcido esencial fenilalanina en posicién "pa~

ra" formindose la tirosina o pars~hidroxifenilalanina

Posterlorzonte la tirosina os nuovanmento hidroxilada-
para formar la 3<% dihidroxifenilalanina o Dops, mee
diante la intervencidn do lag bota-tirosins hidroxila-
886, enzima qug roquiere como cofactores totrayodo-tiw
ridinns, NDPFH, 14n férrico y Oxfgeno (9), osta onzima
8o ha considerado como el factor limitente do toda la

via motabdlica, (10)

En ol siguicnte paso la 3=-4 dihidroxifenilalanipa sue
fre una descarboxilseiidn en su cadena latoral, para =
transformarso on 3=% dihidroxifeniletilemina o Dopa~=
mina, modiante la accién do uno cngima inespecifica =
denominada L-aminodcido aromdtico doscarboxilasa, la
cual requicro como cofactor ol fosfato do piridoxal,

(11)

Convieno serfinlar quo la Dopamina constituyo y& ung o=~
ecatocolamina fisioldpglca y farmacologicamonto activa,
que parece intervenir en la fisiologfo noremal y pato-

18glca de clortas dreas dol sistema norvioso central,

La Dopamina sufre un proceso do oxidacidn para trans-



5o

formarse en Koradrenslinn, proceso en gque ‘nterviee
nen la dopamina bota-hidroxilasa, enzima mediante -
la cusl se sdiciona un grupo OH  en posicidn "alfa®
del cartdn, de le cadenz lateral,; oste paso requie=

1
re la presenclo do ascorbato, cobro y NADPH (12)

Finalmento le HNoradronalina seo convierto o Adronall
ns, @morced @ le introduccidén de un grupo metilo, en
el grupo amino do la cadena lateral, la reaccldn o3
@ediada por le fonilotoenoleanmine Nemetil-transfora=-
8a y la S-adenosil-zotionina como donadora del grue

po metilo. (13)

Convionc goflalar quo oste proceso biosintdtico no -
puede llovarsc a cabo por todas las <¢élulas del ore-
ganiszo, los Unicas capaces de rcalizarlo en forma=
complota, son las célules cromafines y particulage=
mente las quo constituyon la médule suprarronil, ==
pues la actividad do la fenil=octansleacmina H-motile
transferasa ostd condlcionada por la preseacia de =
concentraclones elevadas do glucocorticoldos, requi

sito que sdélo se cumple a nivel de cdpsula suprarrg
nal. (1lk)

Bl resto de células cromafines del organismo, @3 ==




decir aquellns que se encuent:sn a nivel de sistema nervig
80 porifdrico, detienen la secuencla sintética hasta NOree

adrenalins y son incapeces de sintetizar Adrenalina,

Asf{ misco existen 0t: 03 telidos como ol hépatico, ===
cardfaco y rensl que son capaces do oxhidrilsr a la fenile

alanina y 2 la tirosina. (19)

Almncenamiento vy Literscidn.-

Las catecolaminas unmz vez sintetizadas pueden ser al-
macensdas on los "grénulos” cromafines de m4dula suprarre-

nal, de nervios siampdticos, corazdn y corebro.

Estos grdnulos ostdn constituf{dos por una protefna ==
espec{fica y roquioren para captar a las sminas, do la prg
sencia de Magnesio y ATP. (8) Se ha propuosto la existen-
cis de dos tipos diferentos do grdnulos, sugiriéndose clegp

ta selectividad para captar una u otra amina. (9)

Catabolismo ¢ Innctivacién.-

BEn relacidn ol catabolismo de las catecolaminas en el
sentido estricto do la palabra, o sea de su degradscién -
engimftica, on la figura No. 2, se han roprosentado en for

ma esquerndftica, las vfias catabélicas mfs importantes.
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Las enzimas oncargnlas Jdo esta degradsciidn son la ma-
nosainooxidasn (MAD) ¥y ls catecol-orto-~metiletransferasa -
(COMT). Con respecto a la localizocidn de la primera, oc-
ta se encueont.s en las m=itocondrins, es declir su localizae
clidn es intra<itoplasmdtica ¥y su acctdn condiciona la for-

zaclin do 108 aslgulentes productocy

l.~ Partiends de la Dopanmina produce el dcido 3,4 dihidrg

xifentlacdético.

2.~ Partiend> de la Noradrenalina o Adrenalins, da el 4cj
do 3,% dihid:oxi-zandélico 5 (dcido dihid:roxi-mandée-
lico).

Con relacidn a la COMI, se encuentra localizada en la
fraccidn microsomal y constituye la princiral vfa de-
degradacidn de catecolaminas; esta enzima transfieree
un grupo metilo Je la Se-adenosil-zmetionina sl oxidri-
lo del Carbdn3 forzand> los respoctivos metaderivados:
Normetanefrina y Motanefrina. Esta enzima puedo aCe=
tuar a nivel del dcido 3,4 dihidroxi-mandélico 8 (acy
do vanillil mandélico).

Finalmente e¢n la figura No. 2 puede apreclarse comd =
la accidn de la MAO, condiciona la formacidn de 3,4 =

dihtdroxi-fenilacédtico § vi1én de AVM segun actde en =




uno u otro tipo do los metoxi-dorivados,

Pisielonfa.-

Las catecolaminss constituyen en s{ un grupo determi-
nado de horzonas, sintetizedos por determinado tipo do to=-
Jido, con socretadas a ol torronte sangufnoo para actuar -
a distancis sobro las funciones de determinsdas células y

tejidos orgdnticos,

Sin protender revisar en forza aaplla las numerosas =
funciones on quo intervienen ostas hormonds, Se DENCLONA=e

rdn brevemanto las princljales.

En termiuos geonerales, podemss considerar tres granee
daes grupos do orectost a nivel cardlovasculary neurovascue

lar y metabsiico.

En rolaciidn al prizer grupo de aceciones e3 necesario =
recordar que se ha propuesto la existencia de recoptores -
easpecfficos en los 3drganos o estructuras "blancos” cuys ==

activacisn molia la acclin de las catecolaminas,

Efectivamente se gabo quo do la ostimulacién do los =
receptores "alfa" Jdopendo la contraccidén do la musculatura
11sa do diferenios sitiss, tales comos arterislas cutfneas

cdpsula aesplénica, dtero, ste,




Por otrs parte, ls estizulacisn de los recoptores "be
ta"; ocasionan relajacisn de bronquios, \tero, arteriolas,
as{ com> aumento en la frecuencla y fuersa ds la contraCew

eiidn del =ilocxrdio.

En tdratnos gonernles puede considerarse quoe la Nore-
sdrenalina actds predoslnantemente sobre :ocoptores Palfa"
¥y poco sobre los roceptores "btata®, nlontras gque la Adroees
nalina actdn en forma ofs o menos semsjents sobre ambos =

tipos do roceptoros.

Bxiston por otra parte roceptores “gasma™ y “delta e
(16), 153 cunles zedlen los ofectos eotabdlicos de las ca=
tecolaminas, do 129 cusles sobrosalen 1la oecidn glucogeno-
1f{tica, 1ipdlitica o insulinopdnica; estan moediados por la
activacidn dol sistema de lo aodonileiclesa, e85 doeir, pore
el 3’ 5’ adonosin-conofosfats ciclfco, quc so considera ==
como und de los mensajeros quo medis la acclsn do las hore

|onas,



r'er',

CAPITULO III
PARTE EXPERIMENTAL




Fundasento del Mdtodo Emplendo.-

El =dtodo empleaio para la determinacidn de metanefri
nas urinsrias totales, es el de Pisano cuyo fundamento ese

el sigutento:

Siendo los zotaderivaios productos terminales de las-
catecdolanminas, su cuantificacidn refloja de manera directa

la produccidn total de catocoleainns,

Se ha demastrado guo la mayor proporcidn de metanefry
nag urinarias, so encuentra en forma conjugasda y por esta
razdn os indispenssble realizar hidrélisis dcida do la wee

musstra a ostudiar. (95)

Le presoncia del grupo amino en le cadena lateral, ==
permite la adsorcidn de las catecolaminas por doterminados
tipos do resinas deo intercambio iénlco, pudlendo ser elufe-

das mediante la adicién do hidrézido de amonio.

La presoncin en la cadens lateral del grupo amino y =
el grupo oxhidrilo, pormite que ol poryodato ozide y roampa
la un1én C_C do dichs cudecna, con lo caal ge obtieno el nf
cleo vanillil, (figura 3) cuya absoevancla os espsc{fica y

mfxima a 3¢0 mu.,
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Baste =dtodo os relativamente nimple y permite deter-
@inar con precisidn sufleciento, la excrecidn urinaria de

metanaefrinas totales (metanefrina ¢ normstanefrina).




Is;plics funifszentalrente 1ds sigulentes pasosy
8).- EidrSbists dcide Ze la muestrs urinaria,

b).- Adsarcifn de l3s zetaderivaios por uns resica de ine-
terca=bio 14nica.

¢).= Comversiin fe estas s vealllil, cediante la rupture =
por axtiscifn de 1la calena lateral.
Tants la zeta-efrins caz5 lo norzetanefrina y el decl-

{co desarrollan color dabar al sere

pon

4o vanlliil zandd

-

tratados con el poryadato de 53419, segdn 15 COOPIO=e

bazos separsdazente.

d).- Cuantificacisn espactrofotozdtrica del vanillil.

Téenica,-

l.- Se toma una alfcusta de 10 =l. de orina y se filtra -

8! o8 necesario,

2.- Se transflere la alfcuota s un tubo de ensaye con ta-
pén y se coloca en taflo de agud hirviente durante 20=-

minutos,




Jew

60-

7em

8-‘

Se deja enfrisar y se ajusta el pH a 6,0 « 6.5 con =
bidréxido de sodi> lNorzal, posteriormente se lleva-

a un volumen de 20 ml. con ague destilada.

A la columna quo ha s5ido previnmente tapada con lana
do vidrio, 3+ le sfiade ls resina para formar un lee-e

cho de 1 = 5 co.

La columns es lavads con 15 ml. de agua y s8¢ hace =
pasar la zmuestrs hidrolizada & través de la columns,

aproximadacente a una velocidad do 0.5 ml./minuto,
Se lava ls e¢olumna con 15 ml, a 20 al. de agua.

Se eluyen las cetsnefrinas con 10 ml. do hidréxido -

de amonio Y% lHorzal.,

Del elusdo se toman dos alfcuotas de b ml. cada unse
(servirdn una como blonco y otra cozo problemﬁ), al
blanco so le asfinden O.1 ml. de ggua, al problema sge
le afiaden 0.1 nl. de peryodato do sodic al 2%, 50 ==
mezclian delando roposar durante sieto y cedio DinUee
tos, al caco de los cuales sc los afisden O.) nl. de=-
bisulfito de sodio, para ostabilizar ls recaceidng =e

delando reposar durasnte un sinuto.




9.= Leor en un espectrofotSsetro a 360 mu. directamente -
le Densidad Opilca.
Le lectura deol blenco, se rests a la de los problemas

y esta lectura corregida se transporta e ia curve pa~-
trén.




batertal y Reactivos.-

Columnas Cromatogrfficns (Kontes Glass Co. Vineland)., N. J
(dd=zers de Catdlops X-4200).
Potenciidaetro Bockman,

Bspactrofotsdzetro Beckayn DU,

Tubos s

Tubos de centr{fugas de 40 =l, con tapdn esmerilado.
Tubos de ensaye do 18 x 150 mnm,

Vasos de precipitado.

Plpetas:

Plpetas seroligicas de: 10, 5, 2 y 1 ml.
Pipetas Pasteur.,
Probeta gradusda de 25 aml.



Se utilizan reactivos P.E.U,

l.-
Q.=
3.-
4e
5=
6um

7.-

Paryodats de s>d4i5 al 2%

Bisulfitos de 32410 al 10%

Actdo Clorhfdrteo € Norzal

litdrizido de Azmanlo b Normal

#idrdx 4o de sadio 10 Normal

Solucidn patrin do Metanefrina y Normetanefrina que -
contanga ca-da una 100 ag/litro.

Ambarlita CG5-50 (activada)

Hot& [ Bl

Las solucliones 1, 2 y 6 son estables durante sels se-

manas a una temperatura .e 3°C,



Activaciin do la Amberlita..

La Azterli{ta CG-50, o5 una resina ie intereambio 18ng
eo gue viene en fo:=a dcida y con una flnura tal que pase-
por tazfz No. 200. 5S¢ ha demdstrado que a un pt do 6,2 s
6.7y @s5ts resina pe:zite obtener el myor grado de recupe=
raciln, ye gue a exte ;i se adsorbo une afnima cantidad de
pigmentas.

Para su activacidn so llevan a cabo los siguientes =«

pasosa

a).- Ls azberlita os suspenitda cn 3 volumenes de agua deg

tilada y asgitads durante 10 minutos,

b).« Se dejo reposar 30 zinutds y postoriormente se descal

ta la soluciin sobrensdante,

c).= EL paso "b" se repite unas cinco veces o hasta que el
1{quiio sobrenadante sea claro (después de 15 minutos

de repnsa).

d).- Antos do usarse, la resina es convertida a su forms -
s8dica mediante el siguiente procedimientos a ls resi

na suspendi{da en tres voldmenes de agua, se le afiaden



o).~

f)"‘

B)o-

h)o"

1).'

o=

dos voldzenes de hidrixido de scdlo 10 Normal, en un
lapso do LY =inutos y con agitaciin constante que se

continda por espaclo de dos horas.

8¢ dejs roposar 15 =lnutoss y se decants el 1fguido =

gsobrenadanto.

Ls resing o3 lavada por decantaciln varias veces con

agui.

La restins se purifica eun mofs, convirtiéndols a su =
forma detda con cinco voldmeones de dcido Clorh{drico

6 Horeal.

So agita por 30 alputos y ol ozceso de deido se qui-

ta decantando varlias vecos con agua.

La resina os nucvacento convertids a su forms sédica

segin los pasoss 4, o, £.

La resina lsvada y convertida a su fo:ma s8dica es =
suspendida en un volumen igual de agua y bajo agita=-
cién continua, so lo agropga deido acético glacial =

para alcanzar un pH d¢ 6.0 - 6.5,

La resina ostd lista para usarse, si ol pl 8o mantig
ne zonstante durante 30 minutos de agitacidn contie=

aua,




Materdal Batudiedo.-

Les Jeterzinaciones se llevaron a cabo on recoleccig
nes urinarias de 24 horas, obtenides de sujetoe sanos con
edaies que >scilaron entre 18 y 6% ailos, Ba ol cuadro oo
Ro. 1 so oncuentren conaignados los datos ofs inportantas

del grupso estudiasdo.

Bota rocoleceidn se realizd tosmando ¢n cusnts lag sle

gulentea condicionas diotdéticas y omblentaless

Se prehibid ls ingestidn, cuando comos tros dfes anee
tes de la rocoloceidn, do los siguicntes oliccatoss caféye
té, vuinilla, chocolats, pldtano, jitecato y nucsy asl alg

Bo se tuvo cuidado do quo los sujotoo quo participarea ofte

el estudio, no ostuvioron bajo tratantento cédico do nimgy

na especlo y quo no hubloram rocibido ningdn tipo do csdie-
camento, cuando conot uny gscoann entos do lo rocolcesida -

do la orina.

Finalmente so tuvo on cuonta que no hubiese situaclow
nes "ostrosantes® y conflictivas durente ol porfodo de re=

coleceidn.
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Todos 198 fraacds en los cuales se recolectd la mueg

tra eran de vidris, eapledndose comd preservativo 20 mil}

1{tras de feids Clorh{drico 6 Norumal.




CUADAO I

DIST«IBUCION DB LOS SUJZTIS BSTUDIADOS
POS SEX0S Y DECADAS DE EDAD

Sexo 11 « 20 21l - 30 31 = 40 b1 « 50 5l 60 6l & ms

M 4 20 3 2 2 (0]
) 4 e 10 5 5 7 2
Totales 8 30 8 7 9 2




Preparacidn de la Curvs Patrin.-

Se preparan soiuclones tipo de Normetanefrins y Hee
tenefrina do tal manera que 1 @l, a3 Lgual 8 100 gammas

por el. o sean 100 mgs./ltitro.

Puesto que 5o trateta do determinar motanefrinas tg
tales la soluctidn zipo czpleads por nosotros 8o proparée
mezclando partes ifgunles do estss soluclonesy, y como ya=-
se citd antes, ol dctdo vanillil mandélico también éa la

eolarcidn,

De la soluciin tipo se tozan 2 @l. y se afladen Jal
de agua destilads, quedando do o3ta Ccanora und solucién=

que contiono 40 gommas por cads ol

De la soluciin quo contione LO gomzas por Gl. 86 ==

hacen unas nuovas diluciones do la manera sigulentes




solucién dilufda Hidréxido de Amonio Concentracidén en-
40 gamnns/ml., 4 Normal gnamas de meta--
nefrinas por =ml,

0.0 4.0 0
0.1 3.9 1
0.2 3.8 2
0.4 3.6 4
0.6 3.4 6
0.8 3.2 8

A cada una de ostas diluoiones, se le afadié 0.1 --
al. de peryodato de sodio, se =ssclan soe dejan reposar =
siote y medio sinutos, al cabo de loe ocusleg se los afla~
den 0.1 nml. de binulfito do sodio, dojor ropooar derante

l amutOo

Se leen a 360 nmu. en Densidad Optica, obtenidndose~

las lecturas anotudas on la gréfica siguients.
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Recuperaciones.-

Se agrogsron divorsas concentraciones do patrén & o
15 difersntes zuastras de orina, a estas orinas se les ha
bfa deterzinado previaconte la cantidad do netonofrings -
presonto on cada una do olles, estas s¢inas fuoron trable
Jades do zanern sisllor a loas problomas y las racuporacig
nes obtenllas fuoron en prozedis do 95.% £ con eifras quo

oscilaron entro el B89.8 y ol 100 4.

Originaloento las zucgstros oran rocogldos con 20 ml,
de deido acdtico concontradoj postoriorconto 1o hicimos e
con muestras tomandas on 20 nl, do dcido elorhfdrico 6 Nop
&8l y oncontramos voloros das olevodos on un promodio de
100 gammas, por lo cusl docidicos soguir ucandd osto dlty

®O que nos paroce consorva mojor las metonefrimas,

Bn un principlo las ouestras do orin2 oran pasadas =
directamente p¢ ~ la columna do esdsorciin, poro entonces =
se retenfan substancias que ostorbabon la olusidn, en tag
to que cuando dilufmos la orina al doblo con agua, 86 lo-

8rd mojor y mfs pura elusidn.

e aer




Bl tie=;0 do accidn del perysdato de sadio influye =
en ¢l dosarrosllo de la ceonloracidng por 15 cual es imporew
tante ragularinars este factor., Nosatros estableclmdis cow
2o tiewpd estandar 7.5 =inutos, el cual es suficlente pa=
ra un corrasto dosarrollo de color ¥ en ca:sblo evita 80wme

bracoloracioneas.

Ta=t:dn cor-roxands guae ol blsdlfito de sodlo requig
re =onds de un =zinut> pars neutrallizar completamente el =
axcesd d4¢ vodnto y por lo =mismd e-tatilizar el edlor, por
1o tanto la lectura fotocalortzderica deberd hacorse al =

alnuty do hater npregndo el tisulfito,

La tntensidsd del c>lor permanece ostable, sepdn com

probamss, por ls =menss durante 15 sinuatos.

Los datos sttentdss en cala una de las nuestras fuee

ron los sigulentess




Huestra Gam=as afiaiidas Gamzas Recuperacién
hecuparadas ;

1 30 27.6 92,2
2 30 28,5 95.0
3 30 27.9 93.0
‘* 4o 39.4 98.7
] LO 38.8 97.2
[3 Lo 39.9 99.9
7 LW 37.1 92.7
8 €0 59.2 98.6
9 €0 P, 6 91.6
10 60 60.0 100,0
11 80 73.% 91.7
12 8o 71.8 89.8
13 80 80.0 100.0
14 80 77.1 96.%
15 80 76.2 95.3
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S LTAL

Ba lo excrectin urinacia de zetsnofrinas totales en -
el grupo de 3} =uleres sanas oscilaron los resultados ene-

tro 259 y 926 gamzmas en 24 horas,

El prosedis fud 4o 451 gaz=mas con vna desviacibn es--
tandar de ¢ 157.6 gazmmss, %o se otservd diferencia signie

flcativa con respectd a la odad.

En ol frupo de 3l hoztres sands, la excracidn oscilé-
antre 245 y 795 gazms on 2% horas, siondo el promedio de-

WhO gazmas con una desviacidn estandar do 152.3 gacmas.

Kaclends una comparncidn con cada und do 15s grugos ¥y
lis resultaios sttentdss entre ellos; puodo vorse quo DO==

oxiste diferancia significativa entro und y otro Sexo.

Bl promedio glotal de loa & sujetos ostudlados os de

b6 gammas, con una desviacién eptandar do 153.8 ganmas.

Como puede verse con una desviacijn estandar SO abar-

5 eow

ca ol 68 ¢ do la poblactédn estullada, on cambid cen do

{ de la poblacién.

desvinciones estanaar se atarca el 95
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CUAD:.O II

RESULTADCS OZTRNIDOS EN 31 SUJETOS DEL SEXO FEMENINO

No. de Caso Nombre Edad Volumen D.0. Concentracion do metansfrinas
Correg!la totales en Gamzas/vol.
1 M.CH. 72 470 .05% 259
2 B.G. 43 1210 .02 288
3 B.0.8. 42 600 .048 290
b c.C.D. Lé 1215 .025% 302
5 A.0, 17 70 065 305
6 A.M,D, 35 1220 .025 305
4 G.B. 32 1050 .030 315
8 T.D. 31 900 .033 327
2 A.CH. 68 670 .050 335
10 D.U. 20 890 .038 338

b papsasapRs
" i e
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Ro.

de Caso

11
12
13
1%
15
16
17
18
19

21

Noabre

C.B.
0.R.
B.A.
M.E.
T.0.
C.D.
8.R.
T.D.
B.H.
C.R.
B.Vo
B.8.

Edad

50
59
57
30
16
26

58
5o
32
55

30
28

CUADRO IIX
Volusen D.O.
Corregida
560 .062
770 045
130 .029
1680 .022
790 <07
900 048
720 .062
910 .050
590 .080
970 .09
850 .056
1400 034

Congantraclin de =etanefrinas
totslea en Gezmas/vol.

37
37
358
369
n
k32
L)
b55
W72
475
476
76
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CUADHO II

#o., de Caeso Homzbre Bdad VYoluzen Coe;iitda Langgggzig g;zgsf:ggflmu
23 N.D. 18 975 .00 78
2L L.v. 24 640 .075% L80
25 s.C. 26 W .105% 90
26 A.G. 27 1220 o« Olods 537
27 G.Q. b3 1230 OS5 553
28 G.G. 32 840 .066
29 R.D. 25 930 .062
30 M.L P 73% .0%0
31 0.3G. 25 1180 .060
32 D.D. 51 758 .107
33 C.S. 52 735 .126

Promedio = LS5l ?ma
[ 157.

Hinion = 259

v¥éxice a 926

[ ] = 25071
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CUADRD IIX

RESULTADOS OBTBNIDOS BH 31 SUJZTOS OEL SEXO HASCULINO 1

Ho. 4¢ Caso Koabre Bdad Voluzean D.0. Coacentraciin 4s zetanef{rinas

Corregida totales en Gammas/vol.
3% J.8. 27 500 .09 &S5
39 L.T. b6 1020 .02 Fa 3]
36 M.8. 20 825 .032 26
37 R.Q. 30 870 .032 278
a8 L.8. a8 730 .00 291
39 J.l. 52 1170 025 <93
&0 J.0. % 1200 029 300
L2 H.A. 28 720 Ok2 302
b2 J.8. 29 680 09 333
w3 K.0. 28 1010
}gmmmfm B S S




No. éa Cavo

de
b5
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Noabre

L.C.
R.A.
B.Y.
R.V.
R.A.
c.v.
M.R.
0.P.
M.0.
R.B.
R.M.

Rdad

19
26
28
26
25
26

35
3
W8
28

29

CUADRO IIX
Voluzen D.0O.
Correglda
970 .036
1185 .030
520 070
650 .058
660 . 060
1600 .00
1230 <03l
15%0 .028
770 .060
930 052
750 063

Concentrecisin de sotanefrinas
totales en Cazmasn/vol.

339
355
360
7

396
%00

18
L3k

L83
497

R e R L D S O R R e e
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CUADRO IIX
No. de Caso Hombre Bdad Volumen D.d. Concentracibn do setanefrines
Correglda toteales en Gemmas/vol.
b3 H.G. 27 920 .058 533
56 R.G. 32 75 A1k M2
57 B.L. 20 750 .07% 552
58 C.Q. 29 1020 .05% g61
59 V.U, 27 1170 049 563
60 L.D. 53 730 .093 678
61 J.G. 27 1180 . 060 708
62 M.L. 26 1120 .062 730
63 F.S. 18 810 .070 567
& H.M, 26 1230 .078 795

Fromedio a Y40
O~ a 2&2.3

génima = ;

e Rt ] 22,86




BXCABCION JulNALIA DB EETANEEALIAS EN FEOCHONMOCITO:AS

Durente la elaboracisn de esta tesls, se tuvo la opor-
tanldal de cuantificar la excrecidn do motanefrinas totales
en tres paclentes del sexo femenino, dos de ollas del Inat}y
tuts Haclonal 4o la Wutricidn y 1o otra ol Hospltal Egspaea
Bol. La existoncia do feocri-oclito-a on ostags porsonas fue

comprobada quinirgtcarzente,

En ealn uno 4o astos cusos hubo necesidad 46 hacer di-

lucidn do las suestras.

Los valoron do metanafrinas tatales obtenidas en cadaw

ana do ollas fueron 128 sigulentess
1-- HoA-Z-

Volumen urinario.- 750 al.

D.0. Probleza 0.62%
D.0. Blaneco 0.213
D.0. Correglda 0.412 = 4.3 x 2 = 8,6 gammas/ml,

Concentiacidn en Gammas/vol. 3 16,450



2--

Je-

Aix.

Yolumen urinario.. 1225 al,

D.0. Prodlose 0.800
P.0, Blanco 0.179
D.0, Corregida 0,622

0,622 2 6,75 x 2 =« 13.5 gammas/ml.

Concontrucidn en Gazmaa/vol. = 16,542

A.Z.C.
Voluzen urinsrios.- 820 al,

D.0. Probleea 0.700
D.9. ®lanco 0.217 :
D.0. Co:rreglda 0.482 = 5,15 §;

5.15 X e = 1003 gﬂ‘ﬁm&/@lo

Concentracisn en Gemras/vol. = 8,446



L estos tres paclentes se les hizo tsmbidn la detors«

sinacisdn de Acido ven'll!l mandélico y Catecolacinge totse

les, cuyos 265453 se lescribten a continunciin,

Actdo wantlltl manidlico,.

Método der Stanley Gitlow eodificado.

Xormales: 7 * 1 =mgs./vol de 24 hores.

Bate =4todo Jescrits de manere breve, consta de los -

guientes pasol.

1.« Extraccidn.,

S8e hace con gcetato de etilo, ol extracty se acidifi-
ca a pi 3}y 80 evapora con corriente de aire eon bafio do e=
agua a 56°C. Se uza corrtente de alre para evitar reduccig

nes.
2.- Coloraciin,

Se solubiliza ol sxtracto en agua y se trata con ==-
reactivos que originan un colorante diazoado con p-nitro-

anilina y nitrito sédico.

3.~ Lectura.

La coloracidn obtenide con las reactivos ya menciops=

do8 se lee en Fotocolorfraetro & una longitud de onda 40 -~

600 mu, en £ de transmitancia.




Catecolaminas totales.e
Métado de Von Euler Modiftcado.

Noremless 20 a B0 gazsas en 2% horas,
Bate =ftodo consta de 158 sigulentes pasos,
.- Extraceidn.

Constste on la purificacidn do 12 orina segulda de la
precipitaciin do metales alcallinos y alcalinoterreos con -
B.D.T.A. Ls orina se decslo:a con detdo escédrbico. Centri

f Wando Jespuds.
2.~ Adsorciin en la Columna de Aldsina.

Bl sotrenadante de la centrifugacién se pasa por la -
¢columns,

Se eluyen las catecolaxzinas totales con dcido acético.
3.« Desarrollo de color.

Se toma uns alicuota del eluado y se le afade sulfato
de zinc y dcido nftrico a reaccisn dcida, se calienta 8 ==

ebullicidn y se le afade salucién amortiguadore de acetato




de sodio, agreesr agua oxlgenads y el reactivo de color e

que 62 ferriclanurd Jde Potaasalo. Dejar reposar tres minge=

tos ¥y leer en filtro 480 gu.

Los resultalss obten:dos pars cada uno de ellos, fue-

ron los slgutenten:
10" ‘ID.

Acldo vanillil mandelico.- 17.75 mgs./vol,
Catecolacinas totales.- 106,50 Cammas/vol,

20- A.Ro
Actdo vanillil =andélico.- 24.85 mgs./vol.
Catecnlazinas totales,.- 151.3% Gammas/vol.

3‘- E.AQD.

Acido vanilli) mandélico.- 17.71 mgs./vol.
Catecolaminas totales.- 106.26 Gammasg/vole




CALCULQS

Pare ol coflculo estadfstico se empleardn las siguiep
tes férmulssy

€Y = Suma de los valores obtenidos en cads mnestra.

2 = Ndmero de determinacionss.

Dosvineidn estandap




g = \’ 23680

P’n 153188
4 = Susa del cundrads de les diferencies con respec-

to a le medis.

Brror gstandage



CAPITULO V
COMBNTARIOS Y CONCLUSIORES



COMBNTARIOS ¥ GONCLUSIONES

Comantarion.-

Bl proczedio de excrecisn urinaria de metanc-
frinas totales en los casos clfnlcacents noraales estudig
do2 fud de khé ¢ 309 gammms, siendo diforeonto ol informae
do por los autores on la téentca original, ya que ¢l proe

Bedio roportado por ollas 6o do 600 ¢ 300 gocmas,

Bsts d:iferoncin so puede dobor el tipo do alisontaee
c13n de la poblactin o:tudlads por ollos con rospocto a -
la nuestrn o bien a otros foctores mo dilucidedos hasta o

el presenta.

Un ojeapla lzportante do sefialar y el cual pudo Obwe
servarse durante lg realigacidn de este trabajo, fuo la =
influencia de la elic!nacisn de clarto tipo do alicontose
de lo dieta normal do los cualos so hiso concidn al doge-
eribir las condlciones do los sujetos ostudiodos, osto se
debe a quo dan reaccilnes faloas positivos por cucontar e
la colaracisdn do la orina o intonsificarso osta con 1@ =

adicidn dol poryodato de sadio.




Boto luvizoe oportuniiad da cozprobarly con una porso-
na narmml que %o le determinaron las @atanefrinas totales -
ean las restricclones de dlets marcadas por nosotros y pose
teriorzante 3o hizo le pruets despuds de ingestisn do cinco

pldtanas y aprorizadaconte 100 gramos do cacahuates,

Con dte%a 8e abtuvo un resultado do 282 gammas §y con =
la tngestidn do le coc-ila do pruoha citadn se obtuvo un re=-

sultado de 1369 gan=as,

Bato nos indlca la impo: tancie fundameantal de la diets

previa a ls prucba guo cstudio@o8.

Bl R tdeal al quo se dere de trabajar es de 6.0 = 6.5
pues si s¢o ¢rabaja o pi yo Sea DOoNdr 0 @AYOF, la rocaporges

c1dn de cotagofrinas os coanstderablezente cfs baja.

En las orinas sbscuras so oncucntran pigeontos que no-
se eliminan cn los blancrs conunes y saldrfon olovados 8l -
se compararan con blancdoas de agus, fué por ogto quo cn cads

detormins cidn hubo la nocostdad do hacor blancos con orina.

Los mtamos pigmentos colortdos prosentos on plgunas =e
orfmas dan atsorcidn loyendo & una bongitud do onda do 333
mu, por lo que so prefiri$ leer o und longitud dc onda do =
360 mu, para ovitar la atsorcidn de sutstancias intarforen=

tes,




Conclusiones.-

to‘

3.

Cons!derazas que la tecnica ie Pisano, cuya estandarie

gscidn fue ol objet:ivs principal del presente trabajo,
redne carscter{sticasque la hacen do gran utilidad o=
para su 350 rutinario., Efectivacente la roproductibie
lid3d y oscasos pérdtdas inherontes al adtado encontrg
das por nosotrus, nos porcito osperar la obtencida dee

resultadss confiotles,

Las cifros noremales encontradas por nosatros, fueron =

de 259 a 926, con pro-edlio de Lké gamzmas,

Creozmos que 1o detercinacidn de zotonefrinas 08 UNg e
prueta dofinlitiva pare ol diagndstico clfnico del feo-
cromapclitoxa, pues en logs casos estudiadss eacontranose
que sufren uno olevacidn considerablo, hasta de varios

@iles de gacmas,

Bacontracos los siguientes cantidades:

Caso 1.- 16,450 gomeas

Cass 2.- 16,942 gacmas

Cago 3, 8,46 gormas

Esto concardd con el oatudlo quirdrgico de las porso--

nas cuycs resultados le metanefrinas fueron glevados.



Sew

7--

¥o encontra=os diferencia significativa con rospecto

al sexo, ni a la edod de los sujetos estudiados; es-
to puede aprecin:so al observar los cundros on 108 =
que estdn anotados los datos eorresponiientes a eada

uno da los suletos astudlodos.

So zenciond un ojerplo oen el cusl 50 vid ol ofecto =
de la ingestidn do cacahuates y pldtano, insistiendo

por lo mlsmo en lo iaoportancis do la diota previa.

Se usé como preservativo el deido elorhfdrico 6 nore

mal por obienerse zejores rocuperacionss de cotanefrie
nag que uszando fctdos wfs dilufdos, osto so comprotd -
haciends lo nisca determinacidn con orinas rocolectadas
oen dctdo clorhfdrico y orinas rocolectadas en otro ti-

po do dcido.

10 mililftros do las orinas en las cuasles se van a de-
terminar las metanefrinas son llevadss a un volumen de

20 mili1ftros com ocgua, entos do ser pasades por la -
columna para ovitar pérdidac, pues 5o otservé que paee
sando lo muestra diroctarento, la rocuperacidn ofa Oe-
nor y haclendo diluciones mayores le rocuporacibn era

la misma, por lo tanto la dilucién fdeal oo do 20 ml.




8.~ El tiempo dumnte el cual se deja reacciona: el pore=

yodato de 13415, o3 algo muy lzportante pues si 88 =
deja un tlezpo consr se obtlenen rosultados b3 Jo8 we
para los cotanefrinas y tlempos maysres dan resultae
dos efs altos fue por osto que %0 docidis como tieme

po ideal ol de slote y coedis alnutos.

La estatilizacidén de la resceidn so logra wedlante =
la ad!{cidén del bisulfito de sodlo y es completa en =
un =!nuto y estatle por l> menos durante quince miny

tos.
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