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CAPITULO I

INTRODUCCION.




I. INTRODUCCION

En los Wltimos afios se han cbtenido considera——
bles avances en el conocimiento de alguncs aspecios
del metabolismo intermedic de diversos agentes neurc

humorales.

Aunque las acciones fisioldgica de algunos de -
ellos como las ocatecolaminas, eran bien conocidas a
partir de los brillantes trabajos de Cannon y colabo
radores, ampliados posteriormente por la escuela de
Von Bule:, los pasos intermedios on la sintesis de -
dichos compuestos, sus forme.: do almacenamiento y --
las reacciones que conducen a  su degralacidn y ex~-
crecidn, eran virtualmente desconccidas debido, més
que nnda, a la opearew de wédtodos quimicos sencillos
y reproducibles que permiticran la caracterizacidn -
y la cuantificncidn de elloys en los diferentes liqui

dos y tejidos del organiamo.

Bl papel de estlas substnneias en el mantenimien
to de las funciones orgfdnicas » sus alteraciones en
diierentes cundros patoldgicon, han despertado el in

terds de los investigadores para el desarrollo de mé




todos, que incluso puedan aplicarse a la clinica.

El estudio del fendmeno de la fluorescencia que
puede producirse por estos compuestos, abrid§ amplio
camino pera la mejor comprensidén de los fendmenos —-—
que nos ccupan. A partir de los primeros estudios de
este fendmeno, la tendencia ha sido encontrar méto--—

dos nds sencillos gue permitan una investigacidn més
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ampliz » al alcance con egquipo de rutina.

&3]

sresente trabajo presenta un esfuerzo hacie

la obtencidén de dichos fines.
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II. GENERALIDADES

La sintesis de las catecolaminas (adrenalina y
noradrenalina) se inicia en la tircsina, con la for-
macidén de 3,4 dihidroxi-fenilalanina (dopa) por me——
dio de una enzima llameda tirosinasa, la cual catali
za la reaccién efectuéndose de esta manera una oxida
cién en el carbén nimero tres: ya formada la dopa és
te puede conducir por un lado a la formacidn de pig-
mentos oscuros (melaninas) reaccidén que es cataliza-
da por lu dopa oxidasa: & bien seguir la sintesis en
formacién de dopamina por una descarboxilacidn en el

carbén nimero uno. (1).

Por otro lado la dihidroxi-fenilalanina (dopa)-
presenta dos caminos alternativos: uno con formacién
de hidroxi-fenilserina (oxidacién en el carbén uno),
la cuzl, por medio de una lentu descarboxilacidén en
el carbdn uno pasa a noradrenalina, y por otro con -
formacidn de Aihidroxi-ticemina para llegar como el -

caminoe anterior a noradrenalina. (2).

El pasoc siguicnte es la hidroxilacién de la do-

pamina con formacidn de noradrenalina.



La noradrenalina pasa directamente a adrenalina

por una metilacién en el carbdn uno.

El principal camino del metabolismo de la adre-—
nalina y noradrenalina en el hcmbtre es la O-metila--
cién para formar metadrenalina y normetadrenalina —-
respectivamente (3), reaccidn que se efectia en pre-
sencia de la enzima mds importante en la inactiva——-
cién de las catecolaminas que es la catecol-o-metil
transferase. Sc ha establecido jue la degradacidn de
adrenalina y noradrenalina se cfectia mediante la me

tilacidén del hidroxilo en el carbdén tres.

Una vez formadas la metadrenalina y normetadre-—
salina (4) se produce una desaminacidén y oxidacidn
por medio de la monoamino oxidasa (M.A.0.) la cual -
origina la formacidn del dcido 3 metoxi-¢ d4droxi --
mandélico (4cido vanillil mx.adélico) siendo éste el -
motabolito urinario del metabolismo de las catecola-~

minas el cual es muy estable. (5).

Las catecolamines (adrenalina y noradrenalina)-
tiene ademéds, un camino metabdlico menos important
con formacidn de dcido 3,4 dinidroxi mandélico por -
medio de dos reacciones (desaminacién y oxidacién) -
catalizadas por la mono-amino-oxidasa. Este Acido —-
(3,4 dihidroxi-mandélico) por medio de una metila~—-
cidn catalizada por la O-molil transferisa se con-—--—-

1

: A ; C . e
3 omotoxi— nidroxi mavidiico.

vierte on flecido



La metadrenalina tiene dos caminos a seguirts -
conjugarse para fermar una metadrenalina conjugada ¢
bien la formacidén de Acido Vanillil Mandélico a tra-

vés de una desaminacién (6).
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ITTI. PARTE EXPERIMENTAL

l.- REVISION DE METODCS PARA DOSIFICAR ACIDO VANILLIL

MAIVDELICO.

Esta revisidn se efectud con objeto de estudiar
las diversas modificaciones propuestas por diversos
autores y normar el criterio para obtener una técni-
ca que combine varios de dichos métodos, suficiente-
mante evaota y especifica y sin manipulaciones, fre-

cuontemnente innecesarias.

El métode de Stanley Gitlow (7) consta de dos -
proct sos: ol colorimétrico y el cromatogrdfico, am=--
bos ¢ 1llevan 2 cabo simulténeamente. Este método a

granl ' razgos ogs como sigues

Dosificucidén de creatininas Esta dosificacién se lle
vé a oabo con el fin de asegurarse de que la recolec
cidén do orina fué on realidad de veinte y cuatro ho-
ras, pues la creatininina es un producto de elimina-
cidn constante. Hecha ya la dosificacidén de croatini
na en el volumen tolal de orina se trabaja con una -
alicuots squivalonte a 0.5 mg de oreatinina (0.5 a -

1.5 ml de la orina).

[#2%



Extraccidn en orina: Con acetato de etiloj el extrac
to se acidifica a pH 3 con Acido Clorhidrico 3 N y -
se coloca en bafio de agua a 5600 para evaporar hasta
sequedad con corriente de aire continua (adaptada al
tubo por medio de una varilla de vidrio doblada en -
forma apropiada que se introduce dentro del tubo de

manera que el aire no burbujee dentro del liquido --
pues habria pérdidas del mismo) y evitar reduccio-=--

nes.

Al extracto obtenido se le ahade 4 ml de agua -
degtilada, siendo en este punto en donde se dividen
los dos procesos: se toman dos mililitros para cada
uno de ellosz, es decir el método colorimétrico y el

oromatogridfico.

El procesos colorimétrico se continda de la si-

guicnte manera:d

Coloracidén: El extracto se solubilisza con agua desti
lada y se truta con reactivos gue originan un colo--

rante diazoado con p- nitro anilina y nitrito sédico.

Lecturat La coloracidn obtenida con los reactivos ya
mencionadas so lee eon espectrofotocelorimetro a una
longitud de onda de 600 milimicrones y en la escala

de porcionto de transmitancia.

El procoso cromatogréfico ue lleva a ocabo con -

una aplicacidn a partir del extracto acuoso, que ocu-



bra 1.5 pulgadas (mancha de 7 a 8 milimetros de di&-
metro) de una esquina de papel Whatman ndmero unc -
especial para cromatografia, cortdndolo en cuadros -
de un pie cuadrado de superficie. El Acido vanillil

mandélico aparece como una mancha morada con un ——-~
Rf= 0.27 en el sistema de disolventes isopropanol-a-—
moniaco, 401l. La comparacidén densitoméirica del pro
blema leido en filtre de 525 milimicrones con los -~-—
tipos ds Acido Vanillil mandélico que manchan cada -
cromaty, rama alcanzan una reproductibilidad de 0.2 a

0.3 miligramos per ciento.

2.~ METODO USADO

Reactivou.~- Se utilizan reactivos U.S.P.

1.~ Acido Clorhidrico 3 X.

2.~ Acetato de etilo.

3.— Carbonato de Potasio, solucién acuosa al 5%.

4.- Reactivo de coloracidn que consta de dos solucio
nes: el reactive de para nitro anilina, que se --
prepara en solucidn 4cida, disolviendo 0.5 gra—-—
mos de la sal en diez mililitros de Acido Clorhi
drico concentrado, despues de que la disolucidn
es completa, aforar a quinientos mililitros con
agun destilada. La se,unda solucidn es una solu-
cién de nitrito de sodio, molucién acuosa al -—-

0.2 %.



La para nitro aniline se diazoa al momento de u—
sarse. Se toma un volumen de para nitro anilina,
un volumen de nitrito de sodic y dos volimenes -

de agua destilada. Se agita hasta que la mezcla

se decolore.

S5.— Mezcla extractiva de alcohol amilico y etanocl-a-
mino, en proporcién de cien mililitros a un mili
litro regspectivamente volumen a volumen.

6.~ Solucién tipo concentrada de dciGo vanillil wandé
lico {Acido 3 metoxi 4 hidroxi mandélico), que -
contiene cien gammas por mililitro.

Material

1.~ Bafio de agua & 5600.

2.~ Instalacién de aire.

.— Centrifuga.
.- Espectrofotocolorimetro Coleman Jr. Modelo 21 --
con adaptador para celdilla de 13 x 100 mm.
5+~ Tubosi
a) Tubos de centrifuga de 15 ml con tapdn
esmerilado.
b) Tubos de ensaye de 15 x 125 ml.
6.~ Pipetas:

a) De un mililitro graduadas en centéci-
mas.

b) De dicz mililitros graduadas en centé
cimas.

c) Pipetas Pasteur.




7.- Pr¢gbeta graduada de 2% mililitros.
Técnica

Sé pone un mililitro de orina (tomada de una --~
muestrs de 24 horas), en tubc de centrifuga de 15 ml.,
agregal un mililitro de agua destilada yvel pH se a-
justa b dos con una gotas de Acido Clorhidrico 3 XN.
Afadir| cuatro mililitros de wcetato de etilo, agitar

durantp un ainuto y dejar rerosar.

E-iraer el acetato de etilo con pipeta Pasteur
y besarlo a un tube de 1% x 125 ma, se vuelve a ha--
cer otra exiraccidén cou acetato de etilo y esta &x--

traccidn se junta con la anterior.

1. uxtracciones ~ callentan en Bailo de Agua a

o . . .
56°C 3 s lleva a sequedad con corriente de airse.

71 residuo se disuelve con dos mililitros de a-
gua dgstilada, un mililitro de Carbonato de Potasio
a2l 57, un mililitro de reactivo de para nitro anili-
na digdzoada; agitar y ahedir cinco mililitros de al-
cohol|isoam{lico~etanol amino, agitar y centrifugar

un minuto a 1700 rovoluciones por minuto.

3¢ separa la capo superior que contieno el Aci-
do vanillil mandélico oxtrafdo y se lee a 600 milimi

croneg en ol espoctofotémetro Coleman Jr. en porcien

to del Transmitancia. Li coloracion es estable por --

10




cuatro horas sin sufrir variaciones de importanciaj;-
sin embargo en muestra experiencia se prefiere hacer
las lecturasg a los cinco minutos de haber agregado -
la mezcla extractiva. Los resultados obtenidos en --
porciento de Transmitancia se convierten a Densided

Optica por medio de la férmula:
L= 2 - log G
en donde: G= Lectura -alvanométirica.

los valores interpolan una curva tipo previamente --
hecha con diluciocnes de la solucidén concentrada de -

Acido Vanillil Mandélico.

Si se desoa tragzar la curve de calibracidn di—
rectamente de las lecturas en porciento de transmi--
tancia se utiliza papel semilogaritmico, en cambio -~
gi dichas lecturas se dan en densidad Optica, la ---
consiruccidén de la ¢créfica se efectia en papel mili-
métrico ya que sigue la aplicacidn de las leyes de -

Lambert Ieer.
Célculosn

Debido a que la curva de calibracién se constru
yo poniendo Densided Optica contra concentracidén {(en
ganmas) de Acido Vanillil Mendélico; los resultados
de la lectura son pam:as de Acido Venillil Mandélioco

por mililitro. Entonces:

11




Volumen de 24 horas en ml x
concentracién de Acido Vani
11il Mandélico de la curva-

tipo = Miligramos de Acido Vani
1000 1111 Mandélico en 24 ho-
rag.

Curva de Calibracidn

Se prepara una gsolucidn tipo de Acido 3 metoxi
4 hidroxi mandélico (Acido Vanillil Mandélico) di-—
sueldo en agua de tal manera gue un mililitro sea i-
gual a 100 gammas. Esta solucidén se denomina solu——-
cién tipo concentrada y dura indafinidamente si se -

guarda en refrigerador.

Se hacen las siguientes diluciones a partir de

la solucidn tipo concentradai

Soluocién Tipo Concentracidn en
Concentrada - Agua Destilada gammas.

ml ml

0.0 2.0 0

0.1 1.9 10

0.25 1.75 25

0.50 1.50 50

0.75 1.25 75

1.00 1.00 100

Con eéntas dilucionos 8eé ofoectia el desarrollo -

de color anadiendo 1 ml de carbonato de potasio eto.

Crdfica 1.

12
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3.~ ESPECIFICIDAD Y EXACTITUD DEL METODC

Recuperaciones de Acido Vanillil Mandélioco

Siendo este un método ouantitativo se deben lle
var a o0abo recuperaciones del producto que se cuanti
fioa (Aoido Vanillil Mandélico) por dos procesos di-
ferentes a fin de poder determinar la exactitud del

métodot

A).- A una solucién tipo se le afiade volimenes dife-
rentes de orina cuya dosificacidén de Acido vani
11i1 mandélico se efectud previamente. Se obtu-
vieron las siguientes recuperaciones, despues -
de aplicarles el m&todo conocido con el fin de
detorminar en la lectura final el porociento de

la cantidad inicial.

Solucién tipo Orina Agun Destilada  Recupera-

cién

ml ml ml %

1.0 ’ 1.0 ———— 95.0

1.0 0.7 0.3 93.7

1.0 0.5 0.5 92.8

1.0 0.25 0.75 98.0

1.0 0.10 0.90 87.5

b).— A muestras de orina con previa dosifiocacidén de
Acido Vanillil Mandélico oo le afiade cantidades

diferentos de una soluocién tipo, apl.céndose o0

(o8]
L4



mo en el caso anterior el méiodo conocido para
determinar en la lectura final 8l porciento de
la cantidad inicial. Las recuperaciones son —-

las siguientes

Solucidén tipo Orina Agua destilada Recuperacioén.

al ml ml

1.0 1.0 —eee 95.0
0.7 1.0 0.3 88.8
Gt 1.0 0.5 94.1
U.25 1.0 ¢.75 93.8
0.10 1.0 0.90 97.8

Gréficas II y III.

14
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4.~ PHECAUCIONES

Recoleccidn de 1la muestra

La principel precaucidén que se debe tener es la

recolececidn

3
©

la orina, se efectia de la siguiente

manerat

Muesitra 1.- Conots de la recoleccidn de 12 horas a -
partir de la segunde eliminacidén de ori-
na del dfa (la primora se desecha) hasta
ia eiiminacidén de las veinte horas. Esta
mueastre de orina se guards en sl frasco

nime ro unoc.

Muestra 2.- Consta 4o la recolaccidn de las otras do
ce horas restantes, es decir a partir de
1za veirnte horas hasta la primera elimi~
nacidn de la maiuna siguiente. Esta mues

tra se coloca en ol frasco ndmero dos.

Conaservadoras

Lu presencia de un conservidor 68 muy importan-—
ta para proaQrvar indefinidamente las orinas sin su-

frir «lioraciones. Primoro ge usd Acido Clorhidrico

I0%, o cantidad do diow mililitros que dabe la aci-

L5 PN

s # A
doz apropiada pera la consorvacién de las orinas, D€

ro atacaba o los tapronos i ]l vidrio por su activi--

dad corrosivas, an{ gquo ~18 desechado. Despuos se utl

> - . T A 3 _- -
1126 con mdn profuroncitn 64 fcido acético-tolueno,

i
n



dando muy buen resultado pues el 4dcido scédtico evita

ba reacciones colaterales y el toluenc evitaba la —
presencia de bacteries en lu muestra de orina. Grifi
ca IV.

Falsas rositives v negativas

Y

Hay algunos prcductos alimenticios o medicamen-—
tosos que pueden dar {alsas reacciones ya sea aumen-—
tando L& colorzcidén del extracto diazcado (felsas po
sitive.: o bien actunndo como depresores de la colora
cién por inhibicidn de la diazoacién (falsas negati-

vas) .

Sntre las que dan reacciones ralsas positivas -
ge tierc: Te, pldtano, cloropromacinaj (5). Bntre ~-
las que dan reacciones f{ulsas negativas de tienep ——

trilafén y fonergan (%)

o/

5.~ CIFVRAS ESTADISTICAS DE COMPARACION

1.- Promedio Aritmético (2)

£X = Suma de valores encontrados = 471.5
. r
N = ldmoro de casos ostudiados = 50

A71.5 = 9.25
50

= 9.25

NN

16



2.- Desviaeién Tipo (AP)

i
ar_/ 5 @02

-1

/2(-&02 23)

/ @25 - 471.5)°
\ 50 -1

) /’(2136"(5.0625
49
) —

3.- Error Tipo (E)

E FAND 3
"N

66.03

E = 1.320

17



4.~ Coeficiente de variacién (V)

v Ap
= Z

= 66.03

9.25

= 7016/\(’

18
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CAPITULO IV

RESULTADOS.



IV. RESULTADOS

De la técnica original se suprime la cuantifica
cién de creatin.ina y se parte de un mililitro de 1la
orina vornue en un nidmcro de dosificaciones de crea-
tinins previamente dosificadas se vié que 0.5 mili-——
gramos de creatinine esiaba comprendida entre 0.5 y '
1.5 m) de orine de 24 horas, Con ests modifiocacidén -
pe evita hacor una creatinina. Le dosificacidén de —-
croatinine tiene le ventajs de juzgar lo completo de

la recoloccidn de la muestra.

De lo refeoronte a los conservadores se ha prefe
rido ¢l uso de Acido acético glacial (veinte milili-
tros para 1200 mililitros de orina) Yy tolueno (un mi
1ilitro para la misma cantidad de orina) dedido a que
ol &c do scético da ol pH adecuado (pH de 3 pues sien
do un olectrolito débil a medida wue se va diluyendo

sumonta ou lonizacidn y por lo tanto su acidez, asi
uya excrecién urinaria es-—

El tolueno uni

qu0 en caso do pacientes ¢
té disminuida no hay exceso de dcido.
camonto gse adiciona con el fin de evitar orecimiento

bac "eriano.

19



Como dato contrastante con las cifras normales

se tuvce 1la oportunidad de dosificar dcido vanillil -

mandélico en varias orinas de peacientes con feocromo

citoma cuyas cifras notablemente elevadas en compara

¢ién con las normules, son indice cierto del tipo de

tumores conocidos como feocromocitomas.

20
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CAPITULO V

CONCLUSIOKNES



Y. CCUCLUSIOHES

Se prosente un mnétodo espectrofotomdéirico modi-
ficando para la cuantificacidén del metabolito u-—
rinario de las catocolaminas: edrenalina y nora

drenalina.

El estudio de esle metabolito ha permitido diag
nosticar algunces casos de feocromocitoma que no
hab{an podido ser dimgnosiicados por otros me——
dios, y& que en la mayoria de estos tumores la
produccidn hormonal es irregular e impredeci-—-—
ble, por lo gue no es evcapcional que al hacer

la cuantificacién de c...colaminas urinarias es
tag sean normales avdn en presencia del tumor —-
(9)3 esto os particularmente posible en los ca-
505 con crisis paroxisticas. En los intervalos

asintomdticos, la exoreocién de catecolaminas —-
puede gor normil como en el ca:y Kraupp, el —-—-
cual, on cumbio mostré cifras uniformemente ele
vadus do dcido vanillil mandélico. (10).

Se obtienen cifras normales para adultos del se

xo femenino y masculino. Como promedio estas oi
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fras son de 5.42 y 9.48 niligramos en veinte ¥
cuatro horas respectivamente. La cifra minima -
en 8l sexo femenino es de 2.6 miligramos en —
veinte y cuasiro horas v como cifra mdxima se —-
tiense 14.6€ miligramos en veinte y cuatro horas.
La cifrz aminima en el sexo masculino es de 4.4
miligrzmos en veinte y cuasire horas y la cifra

méxima de 13.3 miligramos en veinte y cuatro ho

Yo se cbservaron variaciones en las cifras nor-

males, tanto para hombres como para mujeres.

So sugiere el uso de un conservador de preferen
civ Acide acdtico-tolueno para conservar indefi
sic¢..hnente esta neurohormona en la muestra de o-
rina. La eficiencia de este consorvador se vié

el dosificar Acido Vanillil Mandélico en varias
muestras de orina con este conservador y guarda
des en el refrigerador durante 5 d{as oconsecuti
vos no obhteniéndose variacién en la ocantidad ex

crotada do Acido Vanillil Mandélico durante 24

horas.

Estu es una prueba definitiva para el diagnésti
e A < o L

[ *’
co quimico clinico dol feocromocitoma segun lo

. e inag —
ipdicn la dosificacion hecha on varias orina
b - -

de pacientes con tumor de la médula guprarenal,

nd
s}



+ Lag ori
ron proporcionud
del Instituto Nacional de Car

en donde la excrevidn de Acido Vanillil mandéli

cc estd notablemente elevads. +

Los resultados experimentales ponon de manifies
to que la recoleccidn de muestras de orina de —
12 horus de excrecidn nocturna (20 a 8 horas),-
pucden tcmarse como méy estadbles y prescindir -
de muestras de 24 horas que muchas veces estén

mal recclectades y puesden dar errores por este

motive. Ademés es mfs cdmedo para el paciente -
la recoleccidn nocturna ya que el reposo favore

ce ia uniformidad en los datcs.

Durante el dfa los pacientos pueden estar
sujetos a estudos de tensidn que légicamente se

manifiestan con descargas de adrenalina.

nan de los pacientes oon feocromocitoma fue
ag por el Laboratorio de Hormonas
diologia & cargo del

Dr. Podro Sorrano.
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