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INTRODUCCION

LLa determinacidn de la excrecidn urinaria del Acido 3-meto
xi - 4 hidroximandélico (Acido vanilmandélico o VMA) es
un parédmetro util en el diagndstico de tumores como el neu

roblastoma o el feocromocitoma.

El metabolismo de la Dopa se hace a través de la formacion
de norepinefrina, epinefrina, normetanefrina, metanefrina,
3 metoxi - 4 hidroxifenilglicol y finalmente VMA (1). (Fig.
1). A pesar de que algunos autores reportan que la dosifi-
cacion de uno sdélo de esos metabolitos no es criterio sufi-
ciente para el diagndstico de enfermedades como el neuro-
blastoma y el feocromocitoma () hay otros criterios que

sugieren que una dosificacién adecuada de uno de esos me-

tabolitos en particular el VMA es criterio suficiente <3’4).

Una dosificacidon del contenido sérico de VMA no es un mé

5
todo adecuado pues Sunderman y col, % determinaron que
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Fig. 1. Caminos metab&licos para la DOPA.
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los pacientes normales /quel tenian concentraciones detecta-
bles de VMA y que los pacientes con feocromocitoma te-
nfan un r-an"!go de valores (18 a 47 ug/ 100 ml suero) depen
diente del sitio de la toma de la muestra por cateterismo.'
Se requiere pues de un método apropiado que permita do-
sificar el VMA en orina, con una alta precisién y exacti-
tud,. ~En el pres%ente trabajo, se describen tanto una prue-
ba semicuantitativa)que permite determinar si el conteni-
do de VMA en la]\ orina estd elevado o nd, y una determi-
nacién cuantitati\}a que permite dosificar el VMA en aque-

llas orinas en las que se ha determinado previamente que

el contenido del metabolito estd aumentado.

LLa mayoria de las pruebas de sondeo utilizan la reaccién
de color del VMA y sus compuestos relacionados con la

(BT

p-nitroanilina diazotada en medio alcalino
tas pruebas se pueden hacer ya sea en tubo de ensayo o
como ''spot test'' sobre papel de filtro. Existen sin em-
bargo, otras pruebas que utilizan reacciones del &cido va

milmandélico con otros colorantes, como es el caso de la

2,4 dinitrofenilhidracina acoplada al metaperyodato de so-

dio. (1)

Las determinaciones cuantitativas del VMA y otros metabo-
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litos de las catecolaminas incluyen diversas técnicas. En-
2 7 4 . . 8
tre éstas estan, la electroforesis de alto voltaje ( ), la
. (9) ;
electroforesis en acetato de celulosa , la cromatografia

(11)

de gases o y las técnicas colorimétricas Sin em-
bargo, la mayoria de estos procedimientos requieren equi-
po especializado del cual no disponen la mayoria de los la-
boratorios clinicos. Un caso aparte, es el de la electrofo-
resis donde a pesar de que la mayoria de los laboratorios
disponen del equipo, la determinacidn requiere restricciones
dietéticas y farmacéuticas, que no son faciles de implantar

(9

en todos los casos

El uso de la cromatografia de capa delgada para la separacion
de VMA a partir de extractos de orina, tiene la versatili-
dad, el costo moderado y la facilidad de operacidn requeri-
das para una técnica de uso rutinario en el laboratorio cli-
nico. Por consiguiente, la cromatograffa)i%/capa delgada
usada durante mucho tiempo como herramienta investigati-
va, tiene otra aplicacién en el laboratorio clinico y puede
ser utilizada adecuadamente para el anAlisis clinico de ru-

tina del VMA.
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MATERIAL Y METODOS

PACIENTES Y MUESTRAS

2. Ll Pacientes

L.as orinas con contenido elevado de VMA se obtu-
vieron de pacientes con diagnoéstico confirmado de
neuroblastoma. Estas muestras fueron utilizadas tanto pa-
ra la estandarizacién del método semicuantitativo, como pa

ra una cuantificacién posterior.

Il.as muestras de individuos con una excrecién normal de
VMA, se obtuvieron a partir de 60 personas en buen esta-

do de salud, y cuyas edades oscilaban entre 1 y 22 afios.

F inalmente, para confirmar los resultados de la prueba se

micuantitativa)se analizaron 44 orinas de pacientes pediatri

cos y cuyo diagnodstico estaba completamente apartado de

tumores de cresta neural.
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2.

2l Muestras

Se tomaron muestras de orina casuales en todos

los pacientes sin restricciones de dieta o drogas.
Para las muestras que requirieron cuantificacién, se reco-
gio una muestra de orina de 24 horas sobre 10 ml de Aci-

KRR . (12)
do clorhidrico concentrado como preservativo.

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Todas las soluciones fueron preparadas con reactivos de
grado analitico y agua destilada a menos que se especifique

lo contrario.

2 2lails Prueba semicuantitativa

a) Solucidon de carbonato de potasio 10%.
b) Solucién de 4-nitroanilina al 0. 1% preparada con 1g. de
4-nitroanilina disuelta en 20 ml de acido clorhidrico con-

centrado y completando con agua destilada hasta un litro.
c) Solucibén de nitrito de sodio 0. 2%.

d) Alcohol isoamilico.
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2.2.2. Determinacidn cuantitativa

a) Solucidn de Aacido clorhidrico 6N.

b) Solucidn extractiva (Acetato de etilo-Metanol 8:2)

c) Eluyente I (Butanol-Acido Acético-Agua 602 15: 251 %)

d) Eluyente II (Benceno-Metanol-Acido acético 92:4: 4 )

e) 2,6 dicloroquinonaclorimida al 0.1% en metanol.

f) Solucidén de acido vanilmandélico 25 mg% en solucidén ex-
tractiva.

g) Acetato de Etilo

h) Sulfato de sodio

i) Amoniaco

j) Cloruro de sodio

EQUIPO

- Espectrofotometro

-Centrifuga

-Secador de aire frio

-Atomizador

-Cromatoplacas de Silicagel de 10 x 20 cms.

-Céamaras de cromatografia de 25 cm. x 12 cm. x 8 cm.

-Cémara de revelado con doble fondo de 22 em), X 13 ‘cmsk



x ‘4 cms. El doble fondo estaba a 1 cm. de la base.

2.4 METODOS

2.4.1. Prueba semicuantitativa

El método usado, es una modificacién del método

propuesto por Gitlow y col (4). L.a razbn para las
modificaciones, se explicaran en la seccién de Discusidn,
siendo esta la razdn principal del trabajo. La técnica usa-

da fue la siguiente :

En un tubo de ensayo, se toman 0.4 ml de orina y se le
agregan 5.6 ml de Ky COg al 10%. Se prepara inmediata-
{ mente el reactivo de color, mezclando partes iguales de la
solucién de 4-nitroanilina al 0.1% y de la solucidon de nitri
to de sodio al 0.2%. De este reactivo de color se afiaden
sobre el tubo de reaccion 1,2 ml y se mezcla inmediata-

mente. Todos los reactivos deben estar refrigerados has-

ta el momento de usarse. Después se afiaden 2.6 ml de
alcohol isoamlico, se tapa el tubo con un tapbén de caucho
limpio y se agita fuertemente por treinta veces. Se deja

efectuar la separacidén de las capas (Fig. 2) y se extrae
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Fig.: 2: Prueba semicuantitativa de
VMA. EI tubo a la izquierda corres
ponde a una muestra negativa. Los
otros cuatro tubos corresponden en
orden ascendente, a concentraciones
variables de VMA en orina.
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la capa superior de alcohol isoamilico con una pipeta Pas-
teur transfiriéndola a un tubo de Kahn (10 mm x 75 mm)

seco. Se centrifuga este tubo por 5-10 minutos a 2500
i

i

rpm y se leen las absorbancias (densidades o6pticas) de la

muestra a 450 y 550 nm, = Contra un blanco de alcohol i-
@/ ll

soamilico. Se calcula la relacién (R) de las absorbancias
a 450 y 550 nm. Una relacidn mayor a 2.1 se considera
como negativa, mientras que una relacidn menor indica que

la’ excrecion de VMA urinario esti aumentada.

Si se desea se puede realizar un control positivo tomando
un tubo de ensayo y agregando primero 0.4‘ml de orina y
después 0.6 ml de una solucidn acuosa de acido vanilman-
délico que (ontiene 20 mg/ l@’f' Se agregan 5.0 ml//. de la

solucidn de KZCO3 al 10% y el resto del procedimiento es

igual al de la muestra desconocida.
2.4.2. Determinacidn cuantitativa
2.4,2.1. Extraccidn

Se usa una modificacibén de los métodos

(12) (13)

1
( ), Mc Gregor y col y Merck

de Pisano y col



efectudndose la determinacién por cromatografia de capa del

gada. La metodologia usada fué la siguiente :

f
l

En un embudo de c"iecantacién se mezclan 10 ml. orina, 1

ml. de agua destilada, 1 ml. de HCI. 6N, 6g de cloruro de
sodio y 30 ml de acetato de etilo. Se agita el embudo de
decantacidn durant%e 5 minutos. Si se forma emulsidén, se
centrifuga por 5 minutos a 1500 rpm. y se recupera la ma
yor cantidad posibie de la capa orgénica (superior). Si no
se forma emulsién;se descarta la fase acuosa. Una vez que
se tiene la capa organica sola, ya sea que se haya tenido'
que centrifugar o ﬁo, se le agregan aproximadamente 0. 5g
de sulfato de sodio anhidro. Se agita bien y se filtra reco-
giendo sobre un vaso de precipitados de 50 ml. Se lava
tanto el embudo de decantacidn como el filtro con aproxima
damente 5 ml de acetato de etilo y se agregan al filtrado en
el vaso de precipitados. Se evapora a sequedad en un ba-

flo de maria. Una vez frio, se redisuelve el residuo con

2 ml de solucibén extractiva.
2.4.2.2. Separacibdn cromatogréfica

La siembra de las muestras se hace de
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acuerdo al esquema mostrado en la Fig. 3. Usando una

pipeta de 0, 1 ml. se alican 0.1 ml. del patrén y de cada
una de las muestras por duplicado, deslizando suavemente
la punta de la pipeta sobre la superficie de la cromatopla-
ca, de limite a limite de la banda; esta operacién se debe
hacer varias veces, pues la cantidad de liquido asi lo re-
quiere. De esta manera se evitard la formacién de bandas
demasiado gruesas. Se puede acelerar el secado de las

bandas soplando aire frio durante la aplicacién de la mues

Eras

Se hacen dos eluciones: la primera con el eluyente I con
un recorrido de 3 cm. contados a partir del punto de apli-
cacidon y, una segunda, con el eluyente II hasta el borde
superior; después de cada elucién se seca completamente

la placa con corriente de aijre.

2iid . 23 Visualizacion

Se asperja la cromatoplaca con el reac
tivo de color (2,6 dicloroquinonaclorimida al 0. 1% en meta
nol) hasta que quede transparente. Se seca con corriente
de aire y se deja la placa en reposo durante por lo menos

una hora. TILuego se coloca la placa en una cdmara cerra-
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da que contenga vapores de amoniaco. La solucibn de amo-

niaco no debe tocar la placa (Fig. No.4).

2 S S e Cuantificacidn

Raspar zonas correspondientes al blan-
co, las muestras y el patrdn de una superficie lo més si-
milar posible, para el blanco se escoge una zona sin mues
tra. Llevar los raspados a sendos tubos de centrifuga, a-
gregar 3 ml. de agua a cada uno y centrifugar durante 10

minutos a baja velocidad (mas o menos 500 rpm). Se lee

el sobrenadante a una longitud de onda de 590 nm, ajustan-

do el 100% de transmitancia con el blanco.

AN T Céalculos

X = e K
Ap Vo
X = mg de VMA/24 horas
donde :

Am = absorbancia de la muestra

Ap = absorbancia del patrén.
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Fig.: 4 : Determinacién cuantitativa

de VMA. Aspecto de las cromatopla-
cas después de reveladas. L.a siembra
de las muestras se hizo de acuerdo al

esquema de aplicacién mostrado en la
Fig. 3. '
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El patrén corresponde 0.5 mg de VMA. recupera-
bles en 2 ml. de solucién extractiva,
Es el volumen total de orina eliminado por el pa-

ciente en 24 horas.

'Es el volumen de orina tomado para efectuar la de-

terminacién (10 ml).
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RESULTADOS,

A continuacidon se presentan las tablas de datos y gréaficas
recopiladas en é§te trabajo. En primer lugar aparecen,
para ambos métodos, las curvas espectrales (Figs. 856 ¥
11). En seguida, lé ‘o_ptimizaci()n del volumen optimo del
reactivo de color para la prueba semicuantitativa (Figs.
7-10) y la determinacidén del valor de R (Tablas 1-3).

Con respecto al método cuantitativo, se presentan los ajus-
tes a la ley de Beer del compuesto coloreado (Tabla 4, Fig.
12) y la optimizacion de la técnica de extraccién y volumen

de muestra (Tablas Nos. 5 y 6).

* Nota: En algunas gréaficas puede aparecer en la ordenada la

notacioén 1E-3; esto significa que los valores colocados
en ese eje deben multiplicarse por 1x 10 -3,

13.
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Muestra Valor

4.4 S Q.04
47 AR D) 0. 00
48 L Dl
49 RSy 028
250 Dl )y 15

il 2ab O le
e 0,04
S 0, 09

260 085

55 2.4 56
T wie 8 0. 04
7 2 Q. 5b
58 ) P& Q.04
59 ‘ VS 0. 04

L0 3.0 (TRE B ()

178. 7 : , 1867

O

| 0

Valores Normales: 3.0
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TABLA # 2

VALDRES DE R PARA DRINAS FATRON CUYA EXCRECION DE VMA

CUFWV;SFTHVDE

Muestral

0 O N UL b

ot
=

A 10 ME/24 HR.

R G

e
2D
133
NS
Loiid,
1755
lié
b (P
19

1.6

o4

R = 17

5 = 0,2
P (g

Valores para excreciones de

10 mg/24 hr:

(30=—se)

0,08
0,09
0, )
006
.00
0 G4
@, G0
Q.4
O (2
DRG]

(8 e

1.73.0.4

10,
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TARBLA #

COMFARACION DE LLOS VALORES DE R EN ALGUNOS INDIVIDUOS [HUE
FRESENTARON VALORES BAJOS DE ESTE, ANTES Y DESFUES DE
EFECTUAR UN CONTROL DE DIETA

ey

Edad de los Facientes; 17 a 22 anos

Muestira K antes - AR despues

27 4.1
13 7.9 2.6
18 R e O
23 2. 3.6
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TABLA # 4

‘ ESTUDIO DE LA CORRELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE VMA Y
i LA ABSORBANCIA DEL COMPUESTO COLOREADO.

Concentracion de absorbancia real absorbancia
VMY G i) corregldax
00 O, 0000 O.0010
10 QL1220 QL1110
20 049935 Q2210

30 . 3420 Qe 23l ©
4.0 Q.441% O.4410
S50 0.5498 0. 5540

¥ Correccion efectuada por el metodos de los minimos
Pl : cuadrados, obteniendose para estos datos una pendiente
(m) de 0.011 yv un intercepto (b) de 0.001.
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TABLA # &

COMFARACION ENTRE LA RECUPERACION DE VMA A FARTIR DE LA
EXTRACCION CON ETER Y LA EXTRACCION DE ACUERDD AL METODO
REFISANGCL 1Y,

Cmncentraciqﬁ del patron de VMAD 100 mg/lt.

Extracto Etereo | Extracto segun Fisano
Absorbancia patron:O. 2594 Absorbancia patron:O. 2757
Volumen orina: 40 ml Volumen orinas 5 ml

ESEEDi T ens 5

|

Muestra Absorb. mgvVMas Lt Absorb. mg VMA/LE

S Q. BEG20 P liests
160, 7 Q2924 1860
2H9 b 4.2
84.0 0.2840 ) (IR

g 100, 4mg/1t ®il = 100, 2mg/lt
’ gl Fh . 4. 8na At == Sulmgslt
%' I'gtts Confianza:t Sl.9mg7/1t nt. Confianza:® H.IZmg/lt
oef. Variacion: & L

Cl == 1

ooty Variacions, 41L.5%

i AR STl e b b a ot
e i 2 sk e



ESTUDIO DE LA VAR
RESFECTO

Concentracio

Valumen de orinas O
Absorbancia patron:

Y R

Muestr a mgVMa st

las&
16.8
14.9
14,73

£ b

]

M 19.4 mg/lt
g =f 1.1 mg/lt

LRt < Confianza:® 1
Caef J Variacian: 7.

20.

TABLA # &

AIACION DE LA RECUFERACION DE VMA CON
Al VOLUMEN DE MUESTRA USADA.

node VMA en la orinar 15 mg/lt

nl Volumen de orinas 10O ml
Q. 2548 Absorbancia patron:

Muestra maVMAa /st

= L0

= L 0 0

BRI S
el e el
i »

o

in

"

s, =gl ST E Y mg 1 E

5 = 0O.é4 mg/lt

LS mg/lt Int. Confianza:%® 0.8 mg/lt
1 % Couet, Variagiaons Z.9%
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DISCUSION DE RESULTADOS

PRUEBA SEMICUANTITATIVA

(4)

El método propuesto por Gitlow y col utiliza 4 gotas de
orina, carbonato de potasio al 10% hasta completar 3 ml.

agregacidn posterior de 4 gotas de una mezcla en volime-
nes iguales de 4-nitroanilina al 0.1% y nitrito de sodio al
0.2%, agitacidon inmediata y finalmente la adicidén de alco-
hol isoamilico hasta completar 4.5 ml. La lectura se ha-
ce por comparaciéon con un control preparado con 4 gotas

de orina y 5 gotas de patron de VMA de concentracién 20

mg/ It .

El primer problema que se presentd fué el referente a las
cantidades usadas, ya que a pesar de que 4 gotas pueden co
rresponder a 'grosso modo' a 0.2 ml. esta medida depende
fundamentalmente del tamafio del orificio del gotero usado.

Se resolvid, pues, como paso preliminar modificar la téc-

21.
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nica en este aspecto reemplazando la cantidad 4 gotas por
una medida més exacta: 0.2 ml, lo cual garantizaba tam-
bién una mayor reproducibilidad de resultados. Sin embar-
go, aparecieron problemas en la evaluacién de resultados.
Algunas muestras con excreciones ligeramente elevadas da-
ban colores no muy definidos y que por consiguiente se te-

nian que reportar como dudosos.

Por consiguiente, era imperativo encontrar un meétodo para
la evaluacién objetiva de los resultados. El mismo Gitlow

(14)

en una publicacidén anterior propone el uso de la deter
minacién de relaciones (R) de las absorbancias a 450 nm,
con respecto a las absorbancias a 550 nm. Estos datos
tuvieron una confirmacidén en la curva espectral del com-
puesto coloreado, gfectuada mediante la duplicaciéon del vo
lumen de reactivos, para que hubiera un volumen suficien-
te de lectura, en la cual se observa un minimo de absor-
bancia a 450 nm y un méximo a 550 nm (Fig. 5) Gitlow(14)
reporta, sin embargo, el valor limite en 1.3. Este valor
no correspondid al resultado obtenido en este trabajo, ya
que al observar la curva espectral del compuesto colorea-

do del VMA en orina (Fig.6) se ve que el minimo determina

do para el compuesto puro, a 450 nm. estd enmascarado,
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ya sea por otros compuestos que también reaccionan con el
reactivo de color o por cromdgenos presentes en la orina
por lo cual los valores tienden a elevarse. En la misma
curva se observa también que el méximo ha sido desplaza-
do de 550 nm hacia 525 nm. Era, por consiguiente, 1lbgi-
co considerar més adecuada la relacién A450/A525; pero,
ensayos realizados demostraron que los valores de R deter
mmados con respecto a A525 variaban muy poco con los ob
tenidos a A550 y se resolvid, por consiguiente, mantenerse
con este Gltimo valor que era el correspondiente al valor
méximo de absorbancia del compuesto en estudio, ademé4s
de que a 525 nm. la sustancia coloreada no sigue la ley

de Beer.

8 I I Determinacidn del volumen dptimo de reactivo

de color

Se prepararon patrones con una concentracibn apro
ximada de 11 mg VMA/It y se les determinaron las cur-
vas espectrales con respecto a la orina utilizada, sin adi-
cion de patron. (Figs. 7-10) y variando el volumen de reac
tivo de color. Como se puede ver, la mayor diferencia

de absorbancias a 550 nm, sin que las lecturas individua-
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les fueran demasiado altas. Se obtuvo con 1.2 ml. de reac-
tivo de color. Con volimenes superiores la lectura es tan
alta, para un valor tan bajo de VMA que el método perderia
mucha especificidad. Otra situacidon interesante de observar
es que la mayor diferencia de absorbancia con 1.2 ml. de
reactivo de color, se ha presentado a 550 nm. y nd a 525
nm, lo cual sigue justificando el uso de 550 nm. como longi-

tud de onda para determinar el valor de R.

4. 152, Determinacion del valor limite de R

Una vez establecida la técnica de rutina, la cual

se expuso en la seccidon 2.4.1. se procedibd a de-
terminar el valor de R para los individuos con excrecidn nor
mal de VMA. Con ese fin, se tomaron las orinas de 60 indi-
viduos aparentemente sanos y cuyas edades variaban entre
1 y 22 afios. A los individuos no se les impuso ningln tipo
de restricciones dietéticas o farmacolbgicas para el examen.
La muestra utilizada fue la primera eliminacién urinaria del
dia y con éstas, se determind el valor promedio y la desvia-
cidon standard para R. El valor obtenido para X + 2S5 fué

de 3.0 + 1.0 (Tabla No. 1).

El valor superior (4,0) se descart6 debido a que para efectos
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diagndsticos lo importante es la excrecidén elevada de VMA,
y no la disminuida. Por consiguiente, de acuerdo a estos
datos, se puede establecer el limite de R para la excrecidn

normal de VMA en 2.0.

Ademéas de esto, se corrieron 10 muestras con un contenido

de VMA correspondiente a una excrecién de 10 mg/24 hr. ob-

teniendo valores de X + 25 para estas muestras de 1.7 + 0.4.

(Tabla No. 7).

Se puede observar una sobreposiciéon de valores en estos re-

sultados. Mientras que los valores normales van hasta valores
de R de 2.0. Los resultados para excreciones de 10 mg/24 hr.
van entre 2.1 y 1.7. Se resolvib, por consiguiente, considerar
el valor limite en 2.1, basado en el criterio de que es preferi-
ble cuantificar el VMA en una orina normal a no determinar

la excrecion ligeramente elevada de VMA por considerarla nor-

mal.

Conviene anotar, el efecto que pudo tener la inclusidén de las ori-
nas de los nifios en la evaluacion del valor de R, pues se han po-
dido determinar variaciones en la excrecidén de VMA con respecto
a la edad. (Apéndice I). Sin émbargo, los valores obtenidos para

R en las orinas de los nifios no difieren sustancialmente de los en-

contrados en las muestras de individuos de edad mayor. Todo es-

to confirma la validez del valor determinado para R.
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4.1.3. AnAlisis del efecto de la dieta sobre el valor de R

De las 60 muestras utilizadas para determinar el

valor de R, las primeras 48 correspondian a indi-
viduos entre 17 y 22 afios (Tabla No. 1). De estas perso-
nas se tomaron muestras nuevas en aquellos individuos (nue
ve) que presentaron valores bastante bajos, sometiéndolos
desde 48 horas antes de la toma de la muestra a restric-
ciones de Café, frutas citricas, bananos, alimentos con vai-
nilla y cualquier tipo de drogas, ya que estos elementos han
sido reportados como interferentes en la prueba. Con la
nueva muestra se determind otra vez el valor de R (Tabla
No. 9) observandose en todos los casos un aumento, lo
cual aparentemente indica una correlacién entre la dieta y
el valor de R. Sin embargo, al analizar las dietas, sin
control, de los individuos en el primer anélisis, se obser-
va que individios que tomaron alimentos que podian alterar
e_l resultado de la prueba, en una cantidad mucho mayor
que los nueve estudiados, mostraban valores de R menores.
Esto pone en duda la validez de las restricciones dietéticas

para la determinacién del valor de R.

De todas maneras este aspecto se puede dejar a discrecibén

del laboratorio, requiriéndose Gnicamente una determinacidn
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del nuevo valor limite de R.

4.1.4. Efecto della coloracién de la orina o de

sustancias interferentes.

Las Gnicas sustancias que pueden producir interfe-
rencia en la determinacién son aquellos compuestos que e-
ventualmente pudieran reaccionar con el reactivo de color,
producir una coloracibén roja de suficiente intensidad como
para provocar una prueba falsamente positiva y ademés ser

extraibles por el alcohol isoamilico.

Este tipo de sustancias no es com@n y el tener que cumplir
las tres condiciones anteriormente anotadas hace que prac-
ticamente no haya productos interferentes en la prueba.
Mas aln, se ha practicado la prueba a 44 muestras control
sin que hasta el momento se haya presentado una prueba

falsamente positiva.

Con respecto a orinas intensamente coloreadas, ya sea por
drogas o hemoglobinuria, se debe tener en cuenta que al
agregar el carbonato de potasio, el cual es incoloro, el
colorante se diluye 15 veces. Por lo cual el aporte de co

lor por la orina se vuelve despreciable. Nuevamente, las
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pruebas realizadas han confirmado la suposicidn.

LLas orinas excesivamente turbias por cristales o albuminu-
ria pueden presentar inconvenientes durante la separacion de
la capa de alcohol isoamilico, por tendencia a formar emul-
siones. Esta situacidn no se corrige por el hecho de filtrar
la orina antes de realizar !a prueba, lo cual hace infGtil la
practica. EIl problema se resuelve tomando la mayor canti-
dad posible de emulsidon como fase orgénica y centrifugando
posteriormente. I.avelocidad y el tiempo de centrifugacién su-
geridos permiten la separacibén, ahora si clara, de las dos
capas, en la cual la fase acuosa queda en el fondo del tubo
y la fase organica queda traslicida y preparada para ser lei-

da en el espectrofotometro.
4.1.5. Base Quimica de la reaccidn

La reaccidon quimica que sucede es una reaccibon de
copulacién entre la 4-nitroanilina diazotada y el &cido vanil-
mandélico tal como se describe a continuacién para formar

el 4cido 3-p-nitrofenilazo-4-hidroxi-5-metoximandélico.

OCH ON ‘@‘N =h Sels ‘
N‘@NE N'e+ > Fine

et COOH
COOH
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La copulacién con el catidon diazonio es una sustitucidn aro-
méatica electrofila tipica. Sin embargo, el ion diazonio es
un electrdfilo muy débil y de ordinario sdlo ocurre la copu
lacidén cuando el ntcleo aromético con el cual va a reaccio-
nar lleva sustituyentes muy activos como el -0H. (este
grupo es un orientador a posicién para, y si ya estd ocupada
es un orientador a P_E_t_q_). No obstante, los iones diazonio
llegan a poseer una reactividad electrdfila mayor cuando tie
nen sustituyentes que extraen electrones tales como -NOg

en las posiciones orto o para de su anillo aromético. Se

puede ver como todas estas condiciones son cumplidas por

la 4-nitroanilina diazotada.

El carbonato de potasio cumple una doble funcidén. Por un
lado impide que se acidifique el medio por la produccion
de 4cido clorhidrico y por otro lado tiende a estabilizar el

compuesto coloreado por resonancia.

4.1.6. Correlaciéon clinica de la prueba

Hasta el momento, la__ prueba ha presentado un 100%
de validez con las impresiones diagndsticas, lo cual
contrasta con los resultados obtenidos por Gitlow y col (4)

el cual reporta una correlaciéon para su prueba de 91%. Sin
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embargo los resultados obtenidos en este trabajo requieren
una revisidén de pacientes con neuroblastoma mé&s amplia,

ya que debido a la dificultad de trabajar en este medio con
grupos cooperativos, los pacientes con neuroblastomas con
firmados son muy escasos. Ante esta dificultad, se ha op
tado por chequear lavalidez de la prueba, a través del se-
guimiento de los pacientes con diagndstico establecido. En
los tres casos escogidos, la normalizacibén de la excrecidn
de VMA como se detecta en esta técnica ha coincidido con
la disminucidn progresiva del tamafio de la masa tumoral

inicial, y la mejoria clinica del paciente después del tra-

tamiento con quimioterapia.

DETERMINACION CUANTITATIVA

4.2.1. Estandarizacion de la prueba

Las determinaciones de VMA par cromatografia
de capa delgada, han sido hasta el momento deteﬁ
minaciones semicuantitativas o cuantitativas, que han usado
la comparacion de los coloreg producidos por el VMA en
las muestras, con el color producido por patrones de diver
(13, 18)

sas concentraciones » 0 la cuantificacién directa por

densitometria - La mayoria de estas técnicas usan la
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4-nitroanilina diazotada en medio baisico, como reactivo de
color con el inconveniente, en comparaciéon a la prueba en
tubo, de la inestabilidad del diazoreactivo en medio alcali-
no, situacién que no se puede eliminar debido a la necesi-
dad de mezclar el diazoreactivo con el carbonato para as-
perjar lé placa. Si la aspersidén no se hace dentro del mi-
nuto siguiente a la preparacion del reactivo el compuesto
se descompone y pierde su reactividad. La 2.6 dicloroqui-
nona clorimida es mucho méas estable, no presenta proble-
mas de consecucién y es, por consiguiente, mucho més ade-

cuada como reactivo de coloracidn.

L.os problemas que planteaba este reactivo, mas usado pa-
ra la determinacién de vitamina Bg, que para la determina-
ciobn de VMA, eran los siguientes: ;Cudl es la apariencia
de la curva espectral y qué tan estrecho es el maximo de
absorbancia ?. Y, en segundo lugar, ; sigue el compuesto
coloreado la ley de Beer ?. Ambos problemas tenian una
facil elucidacidon experimental. Se procedidé por consiguien-
te a la determinaciéon de la curva espectral del compuesto
coloreado, observando un méaximo claro y definido de absor
bancia a 590 nm. (Fig. 11). Inmediatamente después, se
procedié a determinar si el compuesto seguia la ley de

Beer. Se prepard un patrén de VMA de 100 mg% en solu-
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cidn extractiva y a partir de éste se prepararon patrones
de 50, 40, 30,20 y 10 mg% disolviendo lasolucién madre en
solucién extractiva. Se sembraron estos cinco patrones
| en la cromatoplaca y se les practicd el procedimiento ruti-
3 nario para las muestras. Se revelaron, rasparon y eluye-
ron adecuadamente y finalmente se les determind la absor-

bancia. (Tabla No. 4, Figura 12).

El siguiente paso a confirmar era la extraccidén del VMA

a partir de las muestras. La técnica de determinacion em-
. . i o] £18)

pleando como revelador la 2.6 dicloroquinonaclorimida ,

recomienda el uso de tres extracciones con éter etilico a

partir de 1/25 del volumen de orina eliminado en 24 horas.

Se hizo el ensayo de la extraccidn con éter, observéindose

que la extraccidén no era siem pre proporcional al contenido

de VMA en la orina, ademas de presentar los inconvenien-

tes de un volumen grande de muestra a procesar y la for-

macidn continua de emulsiones al agitar.

Se procedid, por consiguiente, a reemplazar el método de
extraccidh por el método descrito por Pisano empleando

acetato de etilo como extractante a partir de orinas a -

ciduladas con 4cido clorhidrico y saturadas con cloruro de
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sodio. Este método de extracciéon ha sido descrito como
: . (186) s
efectivo por Kasser y von Studnitz y ademés se ha re-
Ry oo e G100

portado un 95% de recuperacidn con esta técnica . Se
prepard en consecuencia un patrén que tuviera 100 mg
VMA/1t en orina, sé procesd por cuadruplicado y se com-
pararon los dos métodos de extraccion. Los resultados
se pueden observar en la Tabla 5. En ésta, se ve como
a pesar de que el promedio obtenido segin los dos méto-
dos no varia significativamente la desviaciéon standard si

lo hace y, por lo tanto, el coeficiente de variaciéon dismi-

nuye notablemente dandole mayor confiabilidad al m étodo.

Sin embargo, se presentd en este caso el inconveniente del
volumen tan reducido de muestra que para orinas con una
excrecidon de VMA apenas superior a la normal no darfian
cantidades cuantificables después de realizar la cromatogra
fia. En base a los datos de absorbanc‘ia de la Tabla 5,

se calculd el maximo de VMA cuantificable, correspondien-
do a un porcentaje de transmitancia del 90%. De esta ma-
nera se determind que para orinas con un contenido ligera-
mente elevado de VMA, el vplumen requerido era de 10 ml.
Esto implicaba duplicar todas las cantidades segn el méto-

do, incluyendo el acetato de etilo, lo cual prolongaba el tiem

po de evaporacidn.
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Se ensayd, entonces, la extraccidn de un mismo patron de
orina de 15 mg/lt. a partir de 5 y 10 ml. de orina, man-
teniendo constante el volumen de acetato de etilo en 30 ml.
Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla No. 6.
En esta tabla se vé, que la extraccidén con 10 ml. fué tan
efectiva como con 5 ml. obteniendo inclusive una dispersidn
menor de los datos. La confirmaciéon de extracciéon del
VMA se hizo realizando la prueba semicuantitativa en las
muestras tratadas obteniéndose carnbiols en los valores de
R de por ejemplo 1.9 a 3.5 6 de 2.0 a 4,7, De esta ma-
nera, se completd el método tal como se describe en la

seccibn 2. 4.2,

La confirmacién de la identidad del VMA, se hizo por com
paracidén de la distancia de recorrido (Rf=0.21) con la del
patrén que se corre simultén eamente.

4,2.2. Base Quimica de la reaccidn

La reaccidn que sucede entre el VMA y la 2.6

dicloroquinonaclorimida, es la siguiente :
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Cl OH C1 OH 2
OCH, o N ochs
O N-Cl + > & + HCI
Gl b
H"?'m H—C‘ OH
COOH CoOOH

En este caso, a diferencia de la situacidn anterior, no ocu-
rre una reaccion de copulacidén, pero de todas maneras una
reaccion de sustitucion electrofilica con formacidén del &cido

3-(3.5 dicloro-4 quinonimidil)-4-hidroxi-5-metoximandélico.

La 2.6 dicloroquinonaclorimida entra al anillo fenilo orien-
tado hacia la posicidn orto por el grupo hidroxi ya que de
los tres sustituyentes en el Acido vanilmandélico este es el
ofientador mas fuete., Como el grupo hidroxilo es un orien

tador a posiciones orto y para, pero en este caso la posi-

cidon para estd ocupada por el grupo -CHOH-COOH, la G-
nica posicidn disponible para el acoplamiento del reactivo

es la posicidn orto.

Vale la pena aclarar finalmente, que el amonfaco, al igual
que el carbonato de potasio, estabiliza el compuesto forma-
do por resonancia contribuyendo de esta manera a la apa-

ricidon de un color azul facilmente identificable y cuantifica-

ble.
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4,3. CONFRONTACION DE LOS METODO.S PROPUESTOS CON

UN METODO YA ESTABLECIDO

Durante el proceso de estandarizacidon tanto de la prueba
semicuantitativa, como cuantitativa, las muestras fueron a-
. . ; . : (11)

nalizadas simultineamente por el método de Pisano ‘
En el caso de la prueba semicuantitativa, los resultados
coincidieron con respecto a la elevacién o no, de la excre-
cion de VMA. Aquellas orinas que tenian una excrecion
normal de VMA dieron valores de R correspondientes a es-
ta situacion. En cuanto a la determinacidon cuantitativa los

resultados coincidieron completamente. Todos los datos

tienden a confirmar la bondad de las técnicas utilizadas.

4,3, L Deduccidén de la féormula para calcular los resul-

tados

Se tiene un patrdon de concentracidén 25 mg%, de

este patrdon se siembran 0.1 ml. por consiguiente se siem-

bran 2,5 x 1072 mg de VMA.

Abs muestra
Abs patrdn

2.5 % 105 ="% (A)
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donde X corresponde a los mg de VMA sembrados a partir

de la muestra.

Como estos mg estaban contenidos en 0.1 ml. que provie-
nen de 2.0 ml. de disolucidén total, entonces la expresidn
(A) se debe multiplicar por 20 para conocer el contenido
de VMA en la muestra tomada.

Abs muestra
Abs patrdn

0.5 =Y (B)

Donde Y representa los mg de VMA en la muestra tomada

para efectuar la extraccidn.

Efectuando la correcciéon para el volumen de orina en 24

horas, la ecuaciéon (B), queda :

Abs muestra 0 VT
Abs patron -5 mg VMA Voo T Z (C)

Donde Z representa los mg de VMA eliminados por la ori=

na en 24 horas.
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CONCLUSIONES

Se ha desarrollado en el presente trabajo una nueva meto-
dologia para la determinacién semicuantitativa y cuantitati-
va de la exrecién de VMA en la oriné, con aplicacién al
diagnéstico de pacientes que padecen neuroblastoma y feo-

cromocitoma.

Con respecto a la determinacidén semicuantitativa, se pue-
de decir, que se ha presentado un método facil, econémi-
co, rapido y objétivo que permite discriminar entre aque-
llas orinas que requieren cuantificacién de su contenido de
VMA por encontrarse este elevado, y aquellas orinas cuyo

contenido de VMA es normal.

Para poder aplicar la técnica semicuantitativa, no se requie

ren restricciones de dieta o drogas en el paciente.

El método semicuantitativo no ha presentado deficiencias has
ta el momento, aunque esto se puede deber al nimero redu-

38.
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cido de pacientes con neuroblastoma que han sido examinados

por esta técnica.

Con respecto al método cuantitativo se presenta una metodo-
logia nueva que permite la cuantificacién adecuada de VMA

empleando un reactivo de color méas estable que los descri-
tos hasta el momento, y un método de extraccién convenien-

te.

Se ha descrito(IS) la posibilidad de determinar otros meta-
bolitos de las catecolaminas como son el 4cido homovaini-
lico (HVA) y el 4cido vainilico (VA), asi como el metabolito de
la serotonina, el 4cido 5-hidroxiindol acético, (5 HIAA) el
cual se encuentra elevado en el caso de los tumores carcinoi-
des, con lo cual la utilidad y ventajas del método quedan con-
firmadas. Sin embargo, ensayos preliminares han mostrado
que a pesar de que el VA y el 5HIAA se revelan bien, el
HVA no produce un compuesto coloreado con la 4-nitroanilina
diazotada y que el color producido por el HVA con la 2.6
dicloroquinonaclorimida es demasiado tenue y por consiguien-
té, tiende a quedar enmascarado por algunos cromogenos ex-
traidos de la orina. Se I*eqt;ieren por consiguiente, ensayos
posteriores tendientes a investigar el grado de recuperacidn

del VA, HVA y el S5HIAA al efectuar la extraccibdn con el mé-
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todo descrito en este trabajo, y encontrar un revelador a-
decuado para el HVA. Posiblemente, el acido 2-nitroso- 1
P 1 R . (18)

naftol sulfénico descrito por Knight y Haymond para
efectuar un doble revelado en la placa. De esta manera,
se tendria un mejor control sobre la excrecién de los me-
tabolitos de las catecolaminas con el fin de contribuir méas

eficazmente al diagndstico y seguimiento en los pacientes

afectados con neuroblastoma y feocromocitoma.
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RESUMEN

La determinacidén de la excrecidén urinaria del acido vanil-
mandélico es un parametro Gtil en el diagnodstico de tumo-
res como el neuroblastoma o el feocromocitoma. Se des-
criben en este trabajo una técnica semicuantitativa que per-
mite clasificar las muestras de orina en aquellas que tie-
nen un contenido elevado de VMA vy, por consiguiente, re-
quieren una cuantificacién y aquellas cuyo contenido de

VMA es normal.

La prueba semicuantitativa es una modificacién de la téc-
nica propuesta por Gitlow y col (4)modificando el volumen
de reactivo de color y el criterio de positividad. Segln
Gitlow, este criterio es una comparacién de colores, mien-
tras que para este trabajo es una relacidén entre las absor-
bancias del compuesto a 450 y 550 nm. Por medicién es-
tadistica se establecid el limite normal para el valor de

R en 2.1, para una excrecidn maxima de VMA de 8 ng/

24 horas. l.a prueba presentd hasta el momento un 100%

41,
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de correlacién con la clinica de los pacientes y la medi-
cibn de VMA por el método de Pisano <11)‘. En esta prueba
no se presentan interferencias debido a dieta, drogas, o co-

lorantes presentes en la orina.

La prueba cuantitativa es una modificacién de las técnicas

; 1
de Pisano (11) Mc Gregor y col (12) y Merck (13).

Se ha-
ce una extraccion del VMA con acetato de etilo a partir

de la orina acidulada con &cido clorhidrico y saturada con
cloruro de sodio, 'separando el VMA por cromatografia en
capa delgada , se revela con 2.6 dicloroquinonaclorimida,
y se intensifica el color con amoniaco. El método mues-
tra una gran precisiéon y exactitud chequeada por el método

(11)

de Pisano , Yy permite contemplar la posibilidad de
cuantificar de la misma manera otros metabolitos como

son el acido homovainilico, el acido vainilico y el A4cido

5-hidroxiindolacético.



APENDICE 1

Valores normales para el 4cido 3-Metoxi -4hidroximandélico en

(19)

orina de ninos

Valores normal para VMA en orina en nifios ( ug/mg de

creatinina).

1- 12 1- 2 2- 5 8-10 10-15
meses anos anos afios afnos
No.de
sujetos 41 41 41 41 41
Rango 0-4-36.¢8 1.9-37.3 0.7-18.9 0.4-17.5 0.2-1235
Promedio 15. 0 1356 s & 6. 4.8
Desviacidn
Standard 9.9 8:.3 4,2 3.6 28
Rango
normal 0-34, 8 0-30.2 0-15.5 0-13.9 0-10.4
(+ 28) ‘

43,



APENDICE 1II

TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se calcularon cuando fueron necesarios, el promedio aritmeético
y la desviacién standard de los resultados. Se calculd el pro-
medio aritmético debido a que para el caso de cuatro observa-
ciones, la mediana tiene una eficiencia relativamente baja :

19
0. 69( ).

Para la desviacijn standard en el caso de un ntmero bajo de

observaciones se calculd Sy. el cual es un valor mas real pa-
ra cuatro determinaciones que la desviacién standard corriente
la cual estaria més sujeta a valores extremos S se calculd

de acuerdo a :

donde K,, es una constante que depende del nimero de observa-

ciones y para el cas> de cuatro observaciones es 0,43 y W es

44
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el intervalo o sea la diferencia entre los dos valores extremos.

Se calcularon enseguida los limites de confianza de acuerdo a

la prueba "t" de Student (17)

X =ak. g \/n

tomando el valor adecuado de t : 2,78 y como S, el valor de

S
Finalmente, se calculd el coeficiente de variacion de acuerdo
a la formula.

w8 o 100
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