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l. I TR DUCCION 

La d eterminación de la excreción urinaria del ác ido 3-meto 

xi - 4 hidroximandélico (Acido van ilmandélico o VMA ) es 

un parámetro u til en e l diagnó stico de tumores como e l neu 

roblastoma o e l f ocromoc itoma. 

E l m e tab olismo d e la Dopa se hace a través de la formación 

d e norcpinef rina, ep in efrina , normetanefr ina, meta nefrina, 

3 m etoxi - 4 hidroxifenilglicol y f inalmente VMA (1). (Fig . 

1) . A pesar de que algunos a utores reportan que la dosifl-

cación de uno sólo de esos metabolitos no es cri terio sufi-

ciente para 

blastoma y 

el diagnóstico de enfermedades como e l neuro­

(2) 
e l feocromoc i toma hay otros cdterios que 

s ug ier n q ue u na dosificación adecuada de un o de esos m 

tabolito s en pa rticular el VMA es cri terio suficiente (3, 4 ) 

Una do s ifi cación d e l contenido sérico de VMA no es un mé 

todo a d ecuado pues Sunderman y col, 
(5) 

de terminaron que 

1 
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) 

los pac ientes normales )}~::ré ten[an co ncentraciones detecta-
1 ( 

bles de V MA y que lo s pacientes con feocromocitoma te-

n[an un ra go de valores (18 a 47 ug/ 100 m.l s uero ) depe~ 

diente del sitio de la toma de la muestra por cateterismo. 1 ~'/1 

Se re qui ere pues de un método apropiado que permita do­

sificar el VMA ~ n o rina, con una a lta precisión y exacti-

tud . E n e l presiente trabajo, se describen tanto una prue-

ba semicuantitat ~va) que permite determinar si el co nteni­

do de VMA en l orina está elevado ·o nó , y una determi-

nación cuan titati va que permi te dos.ificar el VMA en aque-

llas orinas en l as que se ha deter minado previamente que 

el conte nido de l meta bolito está aumentado . 

La mayoda de la s pruebas de sondeo util izan la reacción 

de co lor d e l VM..f\ y s us comp uestos re lacionados con la 

p-nitr oani l ina diazotad a e n medio a l ca lino(4, G, 7). Es -

tas pruebas se pueden hacer ya sea en tubo de ensayo o 
/ 

como '' ::; p9t' test ' ' sobre papel de filtro. Existe n sin em-

bargo, otras pruebas que utilizan reacciones del ácido va 

milmandélico con otros co lora ntes, como es e l caso de la 

2, 4 dinitrofenilhidracina acoplada a l metaperyodato de so-

d io . (1) 

Las determinac iones cuan ti tati vas del VMA y otros me tabo-



1 i 

1" 

l 
1 

i 

3. 

li tos d e las catecolaminas inc luyen d ive rsas técnicas. En­

tre éstas están, la electroforesis de a lto voltaje (S)' la 

(9) e l e ctrofores is en acetato de celulosa la cromatograf[a 

(10) " . " (11) d e gases y las tecmcas colo r imetricas Sin em-

ba r go, la mayoda d es tos procedimientos requie re n equ i-

p -:> es pec ializado de l cual no dispone n la mayoría d e los la-

boratorios c llnicos . Un caso apa r te, es e l d e la e lect r ofo-

res is donde a pesa r de que la mayoda de los laboratorios 

disponen del equipo, la determ inación requiere re s tricciones 

dietéticas y farmacéuticas, que no son fáciles de implanta r 

en todos los casos 
(9) 

E l uso d e la c romatografla cé ca pa de lgada para la separa c ión 

d e V MA a partir de extractos de orina, tiene l a versa tili-

d ad, e l costo m derado y la facilid· d de operac ión r eq uer i-

das para una técnica de uso rutinario en e l laborato r io cll­
rfl 

nico. Po r co nsiguien te, la c romatogr;:tfía c a pa de lgada 

usada durante m u cho tiempo como herram ie nta lnvestigatl-

va , t iene o tra apli cación e n e l la bo rato rio c Hn ico y pued e 

ser utilizada ad ecuadamente para e l a nális is cHnico de ru-

tina del V MA . 
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2. MATERIAL Y METODOS 

2. 1 PACIENTES Y MUESTRAS 

2 . l. 1 Pacientes 

Las orinas con contentdo elevado de VMA se obtu-

vieron de paciente s con diagnóstico conflrmado de 

neuroblas toma. Estas mues tras fueron utilizadas tanto pa-

ra la es tandarización del método semtcuantitativo, como P.! 

ra una cuantificación pos te dor . 

Las mues tras de i n di vtduos con una excreción normal de 

VMA , se obtuvi eron a partir de 60 pe r sonas en buen esta-

do de salu d, y cuyas ed ad es oscilaban entre 1 y 22 años. 

Finalmente, para confirmar lo s resultados de la prueba se 

micuan tltativa) se analizaron 44 orinas de pactentes pedtátr i 

cos y uy, dia gnóstico estaba completam nte a par tado de 

tumores de eres ta ne ura l. 

4. 
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2. l. 2 . Muestras 

Se tomaron muestras de ori na cas ua l es en todos 

los pacientes sin res tricciones d e dieta o drogas . 

Para las m uestras que requ ir ieron cuantificación, se reco-

gió una muestra de 8rina de 24 horas sobre 10 ml de áci-

do clorh[drico concentrad como preservativo. 
(1 2 ) 

2 . 2 . REACTIVOS Y SOLUCIONES 

Todas las soluciones fueron preparadas con reactivos de 

grado a nalltico y agua desti lada a menos que se especifique 

lo contrario. 

2. 2 . l. Pru e ba semicuantitativa 

1-
a ) Soluc ión de carbonato de potasio 10%. 

b ) Solu c ión de 4 - nitroanilina al O. 1% preparada con 1g. de 

4-nitroanilina disuelta en 20 m l de ácido clorh [drico con-

centrado y completan do con agua destilada hasta un litro . 
1 • 

J 

L e ) So lución de ni tr i to de sodio O. 2%. 

d) A lcohol isoamílico . 

. ' 
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2.2.2. Determinación cuan tita ti va 
¡. 

a ) Solución de ácido clorh fdr ico 6N. 

b) Solución ex tractiva (Acetato de e tilo-Metano! 8~ 2 ) 

e) E luyente I (Butanol-Acido Acético-Agua 60~ 15: 25 

d) Eluyente II (Benceno - Metano!- A e ido acético 92 ~ 4: 4 

e ) 2., 6 d ic loroqu inonaclor imida a l O. 1% en metanol. 

r-
So lu c ión de á cido vanilmandélico 25 mgo/o en s oluc ión ¡ f) ex-¡ 

tr ae ti va . 

t 
g) Acetat o d e Etilo 

h) Sulfato d e sodio 1 
i) Amonraco 

j ) Clo ruro d e sodio 
1 . 

2 . 3. EQUIP O 

- E s pectrofotó metro 

- entrífuga 

-Secador d e a ir e fr ro 

-A tomizador 

- Cro matoplacas de S ill cagel d e 10 x 20 cms . 

-C á maras d e c romatografía de 25 cm. x 12 cm. x 8 cm. 

-Cámara de revelado con doble fondo de 2 2 cm. x 13 c ms. 
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x 4 cms . E l d 9ble fondo estaba a 1 cm. de la base . 

.. 
2. 4. ME TODOS 

2 . 4 . l. Pr u ba emicuantitativa 

E l mé to do usado, e s una modificación del método 

propuesto por Gitlow y col (4 ) La r azón para las 

modificaciones, se explicarán en la sección de Discusión, 

siend o esta la razón prindpal de l traba jo . La técnica usa-

da fue la siguiente : 

En u n tubo de ensayo, se toman O. 4 m l de orina y se l e 

agregan 5. 6 ml de K2 C03 a l 10 %. Se prepara inmediata-

mente e l reactivo de colo r, mezcla ndo partes iguales de la 

soluc ión de 4-nitroanilina a l O. 1% y de l a so lución d e nitr i 

to de sodio a l O. 2o/o. De este reactivo de color se añad en 

s obr e e l tubo de reacció n 1, 2 m l y se mezcla inmediata-

mente. Todos los reactivos deben esta r refrigerados has-

ta e l momento d e u sarse . Después se añaden 2. 6 ml d e 

a l coho l isoam!ico, se tapa e l tubo con un tapón de caucho 

limpio y se agita fu ertemente por treinta veces . Se deja 

efectuar la separac ión de las ca pas (Fig. 2 ) y s extrae 
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Ftg .: 2: Prueba semtcuantltativa de 
V MA . El tubo a la [zqu ierda corres 
ponde a una muestra negat iva . Los 
otros c uatro tubos correspo nde n en 
orden ase ndente, a concentraciones 
variab les de VMA en orina . 
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la capa s uper ior d e a lcoho l isoamílico con una pipe ta Pas-

te ur transfiri énd o la a un tubo d e Kahn (1 O mm x 7 5 mm) 

seco . Se centri uga es te tubo por 5-10 minu tos a 2500 

i 
r p m y se l e e n las a bsorbancias (d ens idad es óp ticas) de la 

m uestra a 45 0 y ' 55 0 nm~ ~ éo ntra un blanco de a l coh o l i­
~.ni ~ 

soarnllico . Se calcula la relación (R) de las absorbanc ia s 

a 450 y 550 nm . Una r e lación mayor a 2. 1 se cons idera 

como negat iva, m ientras que una re lación me nor indica que 

la excrec ión de VMA urinar io está a umentada. 

Si s e desea se puede rea liz a r un c8ntro l positivo tomando 

un tubo d e e nsayo y a gregando primero O. 4 m l d e o rina y 

después O. 6 m l de una so lu ción acuosa de ácido van ilman-

dé lico qu e '-Cont iene 20 mg/ /' Se agregan 5. O m , d e la 

so lu c ión de K 2c o3 al lOo/o y e l resto del pro cedimiento es 

igual a l de la muestra desconocida . 

2. 4. 2. Dete r m inación cuant itativa 

2 . 4 .2.1. Ex trace ión 

Se usa un a modifi cación d e los métodos 

(Jf: P i s a n u y e o 1 (l l ) M e G re g 0 r y e 0 1 (1 2 ) ( 13 ) 
y Me r ck 
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e fectuá nd ose la dete rminac ión por cromatografía de capa del 

' gada . La me todología usada fué la siguiente : 

En un embudo d e ecantac ión se mezclan 10 m l. orina, 1 

m l. d e a gua d estl ada, 1 ml. de HCl. 6 N, 6g de cloruro d e 

sod io y 30 ml de cetato de etilo . S agita e l embudo d e 

d ecantación du ran tje 5 minutos . Si se forma emulsión, se 

centrifuga por 5 .ntinu tos a 1500 rpm. y se recupera la ma 
1 

yo r cantidad posible de la capa orgánica (superior). Si no 

se forma e mulsión se descarta la fase acuosa . Una vez que 

se ti ene la capa o,rgánica sola , ya sea que se haya ten ido 
1 

qu e centrifu ga r o no , se le agregan aproximad amente O. 5g 

de sulfato de sodio anhid ro . Se ag ita bien y s e fi ltra reco-

g iendo sobre u n vaso de precip i tados de 50 m l. Se la va 

ta nto el e mbudo de decantación como e l filtr o con aprox im~ 

damente 5 ml de acetato de etil o y se agregan al fi ltrado en 

e l vaso de precipitados. Se eva pora a sequedad en un ba-

ño de marCa. Una vez fdo , se redi s u elve el res iduo con 

2 ml d e so lu c ión ex tracti va . 

2. 4. 2. 2. SeparaciSn cromatográfica 

La siembra d e las m ues tras se hace d e 
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acu erdo a l esqu e¡;na mostrado en la F ig. 3 . Usando una 

pipeta de O, 1 ml. se ép lican O. 1 ml. del patrón y de cada 

una de las muestras por duplicado, deslizando s uavemente 

la punta de l a pipe ta sob re l a superficie de la c romatopla­

ca , de Hmite a Hmite de la banda; esta operación se deb e 

hacer varias veces , pues la cantidad d e Hquido as r lo re­

qu iere . De esta maner a se evitará la fo rmación de bandas 

demasiado gruesas. Se puede acel era r e l secado de las 

bandas sop la ndo a ire fr (o durante la aplicación de la mues 

tr a . 

Se hac e n dos e lu ciones : la primera con e l e luyente I con 

un recorr ido de 3 cm . contado s a partir d el punto de apli­

cación y , una segunda, con e l eluyente II hasta e l borde 

s uperior; después de cada e lución se seca completamen te 

la placa con corrí nte de aire . 

2. 4 . 2. 3. Visualización 

Se asperja la cromatopl aca co n e l reac 

tivo de color (2, 6 dicloroquinonaclorimida al O. l o/o e n meta 

nol) hasta que quede transparente . Se seca con corr iente 

d e a ir y se d e ja la placa en reposo durante por lo menos 

una hora. L uego se coloca la placa en una cámara cerra-
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Flg . J . fsquema de la s iembra de las mues tras en l a c romato pl aca . Las dlstanchs ind icadas !,.On en nln. 
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d a qu e contenga va pores de amon[aco. La solución de amo-

n (aco no deb e toc ar la placa (Fig . N.) . 4). 

2 . 4 . 2 . 4 . e uan tificación 

Ra s par zona s correspond ientes al blan-

co, las muestra s y e l patrón de una superflcie lo más s i-

mi lar posible, para 1 b lanco se escoge u na zona si n mues 

tra . Llevar los r as pados a send os tubos de centrífuga, a -

gregar 3 ml. d e ag ua a cada uno y ce ntrifugar duran te 10 

mi.nutos a baja ve locidad (mas o menos 50 0 rpm) . Se lee 

el sobrenadante a un a l ngitud de onda de 59 0 nm, ajusta n -

do e l 100% de trans mi tanc ia con el b lanco . 

2 . 4 . 2 . 5. Cá lculos 

A m O, 5 vt 
X = X X __ 

Ap V o 

X = mg d e VMA/ 24 horas 

dond e 

Am = a bsorbancía d e la muestra 

Ap :;;. absorbanc ia del patró n. 
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Fig . : 4 : Determinación cuantitativa 
de VMA . Aspecto de las cromatopla­
cas después de reveladas. La siembra 
de la s muestras se hizo de ac uerdo al 
esquema de aplicación mostrado en la 
Fig. 3 . 
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O. 5: El patrón corresponde O. 5 mg de VMA . recupera-

bles en 2 ml. de so lu ción ex tractiva . 

V T Es e l volumen total de orina eliminado por e l pa-

ciente en 24 horas . 

Vo = Es e l volumen d e orina toma d o para efectuar la d e-

termina c ión (10 ml). 
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3. RE S LTA Dos¡ 
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1 

A co ntinuación s presentan las tab las de datos y gráf icas 

recoplladas te trabajo . En primer lugar a parecen, 

para ambos métodos , las curvas espe ctrales (F igs . 5;'6 y 

11 ). En seguida
1
, la 'optimización de l volu me n óp t imo de l 
1 ~ 

reactivo de co lor para la prueba s em ic uantitativa (Figs . 

,7- 10) y la determinación de l valor de R (Tabl as 1-3) . 

Con r espect · al m étodo cuantitativo, se presenta n los a ju s -

tes a la ley de B eer del co m pu esto co loreado (Tab l a 4, F ig . 

12) y la op timiz ac ión de la técnica d e xtracc ión y vo lume n 

de muestra (Tablas Tos . 5 y 6) . 

':'Nota: En a lgunas gráficas pued e aparecer en la orden ada la 

notac ió n 1E- 3; esto significa que los va lores co locad os 

en ese eje de ben mu l tip li carse por 1x 10 -3 

13 . 
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TABU) # 1 

DETERMINAC ION DE L6S VALORES NORMALES PARA R CEXCRECION 
Ót=~ \.J l'1A: 6 i'"i(3/2!i· HFi) 

i'1U E':03 t r- a 

1 

,_:, 

5 

7 
E3 
9 

lO 
1 1 
12 
13 
1!.1· 
t:s 
ll:. 
:[7 

lD 
.l '? 

')'~ .. :...-· 

"'11 ':'" 
.::. . .J 

·"")-, .. :.. / 

'YC) ... _. __ , 

·-:-· '""'1 . ..:•..;_ 
-:,. '":>' 
..:· -...:· 

Vd l o¡·· d e 1"\ ( :: ) 

3.0 
3 • L~ 
3. LJ. 

4.5 

-=~ -~ ·-· .. ··-' 

3.0 
3 . 1 
4. 1 
3 .. '1 
4 .. l 
2 .. 5 

3.0 

,.., ~ 

. .:_ .. ·-· 
::::. . lj. 

f.~ . 4 

2. tS 
2 .. 6 
·:::.. l j. 

::::.o 
2.7 
-::::. 1 

..., ·-, 

....;.... ¡ 

:::; • • r¡. 

~:. . 1 
2.0 
-:r '1 
· .... .. ..::. 

-: .. e 
·-.' " • .1 

:~. 1. 
~5" u 
•'"':l 1 .. 
'-•" I..J 

... t 
( ,, -- '·' ) 

0 . 00 
o. 16 
o. 1.6 

0 . (lLJ. 

0 .. 09 
O . OS! 
0.00 
O. Ol 
1.21 
O . Ell 
111 21 

0.04 
0.00 
0 .. 04 
o. 2~.) 
(l .. .t.~9 

O. l b 
1. u Cf6 
o. (J t.¡. 

( 1 • o 1 
o. lé:J 
0 .. lb 
O. lb 
o .. ll-9 
o.ou 
0.09 
(1. 01 
0 .. 01 
O . OS! 
o .. 16 

0 .. 01 
l. 00 
O .. OL! 
o. ()l¡. 

("t. :::::6 
0.01 

o. ¡;¡:!. 
O" c~o 
o. l b 
0 ., ()9 
0 .. 0·1 



1' 

¡, . • 

' 
L 

1 . 

f ' 

!: . 
1 > ,, 
~ 

11Ut.::st a 

iJ. b 

4/ 
L~ tl 

4'1 
~jO 

::5 1 

:::i 7 
5 f3 

¡::;: = =· ·o 
S ::.: l) .. ~5 

:~ ~; ::::: 1 . o 
· \ 1 a .l U l' t':?. s I 'IDI~ ITIEt J. E?s: 

-:"'' ''"'\ 
...:· • _¿, 

~:. o 

2 . '7 
2 . 6 

-:~- ~ 

·-' . ·- ' 
..... ~, \::.M 
..::. • ..J 

2.4 
:~. f3 
2 . 4 

::?. {.¡ 

3.0 

17[3 . 7 

·::- . o ... 
- 1.0 

o. 0 ·4 
0.00 
( ) 11 2~5 

o. z:j 
0.09 
o. 16 
0.04 
0 . 09 
o. ::?5 
o. ~)6 
0 .04 
u.:~!,{¡ 

0 . 04 
o . (JI.). 

0 .. 00 

15.67 

15. 



TABLA ·lt ::-~ 

VALORES DE R PARA ORINAS PATRON CUYA EXCRECION DE VMA 
CORRFSPONDE A 10 MG/24 HR. 

1'1UGSti~Z:\ R ( '.' ) ( ;{ ·-- :< ) 

l 2. (l o. 09 
2 ,, 

4:: M o o. 0'7 
. :. 1 . 9 l) 

" 
o.q . 

lj. l . ~l (•. C)() 
~ 1 -, o . 00 •• ! . ¡ 
l. 1 '" o. ()t.¡. LJ . ,J 

7 1 . 6 e~ .. Ol 
(J l. "' ( 1 04 ,_, 

" .J - . 
C! 1 ~, o. o~~-¡ . 

1-0 1 . 6 o . 01 

1. 7 . 4 o . ~';6 

s == e) .. ~::~ 

r¡ ''\ , .. ·"" c=·' '-' e· 1'" e.t·- .L· t.J l"l E·'" d !·'-' 1 () ¡·¡¡e·¡ 1 "? •'· !1 ,,. " 1 7 f (l /.1 r-· ··- • ~::l - ~ .. . -· ·- . . ·-· - - .: t .._ 1 • . " 1 - -· • t 

16. 



i . 

,. 

¡ . 

) 

17. 

LOMPARACJON DE LOS VALOR¿S DE R EN ALGU NOS INDIVIDUOS QUE 
1'1\E~:;L_ I\1-1 (iliiJ I\1 1./(-)LJJHE~3 Fl{)J Cl~:J m= E~ ~=.JTI::: , r~N TES Y DE~~:;F· ut::~3 DE 

EFLCl LJ(.)I( UN CDN Th:Cil_ DE DI I:::Tr0r 

Ed~J d e los Pacientes; 

7 
l ::. 
H:l 

1-\ antes 

,..., ~-y 

. .:: • 1 

2 . 6 

'""\ -.. 
..:: • 1 

2 . L¡. 
2. 1 

4 . l 

:::;. o 
:3 . 6 
::::; . 6 
lf . 6 
:::: . :~::; 

l.f .. 7 
::::; . 4 



1 

1 
1 
~ 

i' 

18 . 

TABLA # 4 

ESTUDIO DE LA CORRELACION ENTRE LA CONCENTR ACI ON DE VMA Y 
LA ADSORBANCIA DEL COMPUESTO COLOREADO. 

Concentrac 1on de 
Vl1 (1 ( n ¡ q~'.) 

00 
10 
•. : t) 

:.u 
40 
~'50 

0.0000 
( l . 1220 
o. 199:3 
e . ~~.420 
o. LI4J. :~:; 

t). ~,L!9El 

ab sor· tl ¿-tnc :la 
e: or·· r .. E> q :Lela·*· 

0 . 00 10 
o . l :1.1 0 
o . :22 1 o 
o. ~=~: : :::. 1 o 
0 .. 44:1.0 
o. ::i ~::.:, :L o 

* Correccion efect u ada por el metod o. de l os min i mos 
cuadrados, obteniendose para estos datos una p e nd ien te 
l ml de 0 . 011 y un intercepto Ctll de 0.00 1 . 
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TABLA ~:¡: 5 

COMPARACION ENTRE LA RECUPERACION DE VMA A PARTIR DE LA 
EXli~ACCUJN CUI\1 ETEI~ Y LA EXTF\ACCION DE ACUEI::.:DD AL 1'1E:TCJDCl 

DF_ PI SAI\ID ( 1 :l ) • 

[OilCi::!rlt'.r-i:\CÍDn del p,:~tr-·on elE:' 1VI'1A: 100 mq/1l" ... 

E:.: t r-a e: t o E~ L e r E? o 

Ab<:;or- bc:HIL. J e\ patr on: O . : :5'7'6 
Volumen u¡·- i ,-¡a : ·40 nü 
1'- • D 1 l u e 1 un : ::.'1 

1'1u f:!!::, tr·· E:\ r'."i b !:,o r· I:J . fl¡ LJ l,.J 1'1 ¡~) / .l 

1 l=) :~~ ~-.) :~ . ¿j l ., 1:::· . l.J -··. ,_¡ 
~. 0 .. l .. .<. -, é> i óO . 7 . ..::. ~ .J \.) 1 .1. 

( 
.. 

) ~: ::3 .' :.: CJ-:: 
.--, 

.. . . . .::.. 
.q. ( ) .·: ..: ¡.~=~ l El4 .. ( -) 

:-: .... 1 o e 1 • 4, n ~i 1 1 t 
s; 41. Srnq/ .lt~ 

t 

[nt~ . Confl an:.:::.=\: ± 51 CJrng /lt 
Coef . VdFIAcion: 41.6% 

Ext~acto seg un Pisano 

Absorbanc12 patron:0 . 2757 
Vo lurnE-'?11 or·ina~ ~i rnl 

(-4b <:; [) ¡··· b . mg lv1 l''l Pl / 1 

o :26Cf2 ,-,.7 6 71 . 
o . :·,: s> :~~~ fl. l Oó .. 1 
o. 25c,?¿J 9·<+ . 2 
!) .. :.:tl40 1. o:::: .. o 

--· 100. 2mg/ l. t. 
S -- 5 . 1 rnt;¡ 1 1 t 
In t. Confianza: ,t 
C t:H.;~ f' • lvl en-· i a C: i CJr'l : 

t. 

6 . 3mg / lt 
~:i " l ·:,: 



! 
1 . 

2 0. 

ES TUDIO DE LA VAR IACION DE LA REC UPE RA CION DE VMA CON 
1.:-.:f::.SF'EC:T O ")1_ \..!CJLUiviEN DE f•llJES TF(A l.J ~:JADA . 

Concen t racicn dE? 'v' l'1 ~) E'n la ori n.::~ : l~.'i rn q /lt 

V'ol utnE'It elE> ur 1 11a: ~-~ nl 
Atl sorban e: 1 c1 ¡:; .:ü t'" on: O. 3546 
() • . ~.:J..¿ ::¡ 

lh c.:•<;; tr .: t ,rH.JVIvf(.V 1 t ¡ 11ue<,:; t. t·- a 

1 1 ~j . .<.. l u 

") 16. n ,., 
Cl ..::. 

1 4 . '1 ··~ 

- -
4 lA. -=~ 4 -

.. = 1 ~:s . 4 rng 1 1 t 
s - 1 . 1 mq 1 l t 
I n t , Confia~ z a: ! 1. 5 mg/ lt 

... , 1 •¡ 
C:t:Jef . 'v'c:\ r .1. dC: :i on : , . ' · 

l.-' o l u mt:~ l -l ele or· :i n'"': .1. O ;nl 
Absor-barcia patron : 

mqi.-11'1A/ 1 t:. 

1 5 .8 
15.9 
u~. 5 
15. 1 

:-: -- 15 ~ 3 rn q / l t 
S -- 0. 6 illc:J / 1 t 
l nt . Conf i a nza: ! 0.8 mg / l t 
Coef . Va ri a c i on: 3 . 9% 
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4 . DISCUSION DE RESULTADOS 

4.1. PRUEBA SEMICUANTITATIVA 

El método propuesto por Gitlow y col (4 ) utillza 4 gotas de 

orina, carbonato de potasio al lO% hasta completar 3 ml. 

agregación posterior d e 4 gotas de una mezcla en volúme-

nes iguale · de 4 - nitroanilina al O. l o/o y nitr ito de sodio al 

O. 2 o/o, agita e ión inmediata y finalmente la adic ión de aleo-

hol isoa mílico hasta completar 4. 5 ml. La lectura se ha-

ce por comparación con un control preparado con 4 gotas 

de orina y 5 gotas de patrón de VMA d e concentración 20 

mg/ Lt. 

EL primer prob lema que se presentó fué el referente a las 

cantidades usadas , ya que a pesar de que 4 gotas pueden e~ 

r responder a ''grosso m odo" a O. 2 ml. esta medida d e pende 

fundam entalmente del t ·amañ.o del orificio del go tero usado . 

Se resol viS, pues, como paso preliminar modificar la té e-

21. 
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nica en este aspecto reemplazando la cantidad 4 gotas por 

una medida más exacta : O. 2 ml, lo cual garantlz aba tam-

bién una mayor reproducibilidad de resultados. Sin embar-

go, a parecieron problemas en la eva luac ión d e re s ultad os . 

A lgunas muestras con excreciones ligeramente el evadas da-

ban colore s no muy definidos y que por consiguie n te se te-

n[an que reportar co1no dudosos. 

Por cons iguiente, e r a imperat i vo encontrar un mé todo para 

la evaluación obj etiva de los resultados . El mismo Gitlow 

bl . . , t . (1 4 ) 1 d. 1 d t en u na pu 1cacwn an enor p ropone e uso e a e er 

niinación de relaciones (R) de las absorbancias a 45 0 nm, 

con respecto a las absorbancias a 550 nm. Estos datos 

tuvieron un a co nfirmac ión en la curva es pectral d e l com-

pues to coloreado, efectuada mediante la duplicación del vo 

lu men de reactivos, para que hubiera un volu men suficien-

te de l ectura, e n la c ual se observa un m ín imo d e absor-

bancia a 45 0 nm y un máximo a 550 nm (Fig. 5 ) Gitlow 04 ) 

reporta, sin e rpb argo, el va lor Límit e en l. 3. Este valor 

no correspondió a l r esultado obte nido e n este trabajo, ya 

qu e a l observar la curva esp~ctral del compuesto colorea-

do del VMA en or ina (Fig . 6 ) se ve que el m [nimo determina 

do para e l compuesto puro, a 45 0 nm. está enmascarado, 
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ya sea por .)tros C.)mp uest os q ue también reaccio nan con e l 

reactivo de color o por cromógenos presentes en la orina 

por lo cua l los valores cienden a elevarse . En la misma 

c u rva se observa también qu e el máx imo ha sido de s p laza -

do de 550 nm hacia 525 nm. Era, por consiguiente, lógi -

e considerar más adecuada la relac ión A450 / A5 2 5; p ero, 

ensayos realizados demostraron que los valores de R deter 

minados con respecto a A525 var ia b an m uy p oc o con los o!?_ 

tenid os a A 550 y se resol vió, por co11sigu iente, m a ntener s e 

con este último valor que era e l corr es pond iente al va l or 

má imo de absorbanc ia del compues t en estudio, ad emás 

de que a 52 5 nm . la s ustancia co loreada no sigue La l ey 

de Beer . 

4 . l. l. Determ inación de l vo lu men óptimD de reacti vo 

de color 

Se prepararon patrones con una concentración apr~ 

ximada de 11 mg V MA/ lt y se les determinaron las cur-

vas espectra les con respecto a la orina u til izada, sin adi -

ción de patron. (Figs . 7-10 ) :j var iando el vo lumen de reac 

tlvo de color . Como se puede ver, la mayor dif e r encia 

d e absorbanc ias a 550 nm, sin que las lec tu ras ind ividua-
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les fueran demasiado altas . Se obtuvo con l. 2 ml. de reac-

ti vo de color. Con volúmenes superiores la lectura es tan 

alta, para un valor tan bajo de VMA que el método perdeda 

mucha s pec ific id ad. Otra situación interesante de observar 

es que 1 a mayor difere cia de absorbancia con l. 2 ml. de 

reactivo de co lo r, se ha presentado a 550 nm. y nó a 525 

nm, lv ual sig ue justificando e l uso de 550 nm. como longi-

tud d e onda para dete r mi. nar e l valor de R . 

4 . l. 2 . Determinación del valor l ímite de R 

Una vez establecida la técnica de rutina, la cual 

se expuso en La sección 2 . 4. l. se procedió a de -

terminar el valor de R para los indi viduos con excrec ión nor 

mal de VMA. Con ese Hn, se toma r on las orinas d e 6 0 indi-

vidu s apa renteme nte sanos y cuyas edades variaban entre 

1 y 22 af'los. A los individuos no se le s impuso ningún tipo 

d e r estricciones dietéticas o farmaco lógicas para e l examen. 

La muestra utilizada fue la primera eliminación ur inaria del 

d[a y con éstas, se determinó el va lor promedio y la d esvía-

ción standard para R. E l valor obtenido pa ra X + 2S fué 

de 3. O + l. O (Tabla Nv . 1). 

El va lor s uperio r (4, O) se desca rtó debido a que para efectos 
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dia gnóstkos lo importante es la excrec i" n ele ada de VMA, 

y n o la di sminu[da . Por consig uiente, de acuerdo a es tos 

d atos , se puede establecer e l Hmi te de R pa ra la excreción 

norma l de VMA en 2 . O. 

Además d e esto, se corrieron 10 mues tras con un contenido 

de VMA correspondiente a una exc r ec ión d e 10 mg/ 24 hr . ob-

teniendo valores d e X + 2S para estas muestras de l. 7 + O. 4. 

(Tabla No. 7 ). 

Se pu ede ob servar una sobreposic ión de valore s en es tos re-

sultados . Mientras que los valores normales van hasta valores 

de R de 2 . O. L os resultados para excreciones de 1 O mg/ 24 hr. 

van entre 2. 1 y l. 7 . Se resolvió, por consiguiente , c onsiderar 

e l va lor l[ mite en 2. 1, basado en e l criter io de qu e e s prefe ri-

ble c uant ificar el VMA en una rina nor ma l a no de te rminar 

la excreción ligeramente e le vad a d e VMA por co n s id e r ar la nor-

ma l. 

Convi ene a notar, el efec to que pudo tener la inclusión de las ori-

nas de los niños e n la evaluación del valor de R, pues se han po -

dido d ete rminar variaciones en la excrec ión de VMA con respecto 

a la e dad. (Apéndic e I) . Sin emba rgo, los valores obtenidos para 

R e n La s orinas de lo s nif'los no difieren sustanc ialmente de los en-

contractos en las muestras de ind iv iduos de edad mayor . Todo es-

to confirma la va lid ez de l valor d e te rmina do R p a ra . 
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4 . l. 3 . Análisis del efecto de la dieta sobre el valor de R 

De las 60 muestras utilizadas para determinar el 

valor de R, l as primeras 48 correspond[an a indi-

vid uos entre 17 y 22 años (Tabla No . 1) . De estas persa-

nas se tomaron muestras nuevas en aquellos individuos (nue 

ve ) que prese nta r on valores bastan te bajos , sorne tiéndolos 

desde 48 horas antes de la toma de la muestra a res trie -

ciones de Café, frutas dtricas, bananos, alimentos con vai-

nilla y cualquier tipo de drogas, ya que stos elementos ha n 

sido reportados como i.nterferentes en la prueba . Con l a 

nueva mu e tra se determinó tra vez el valor de R (Tabla 

o . 9 ) observánd se en todos los casos un aumento, lo 

cual aparenteme nte indica un a correlación entre la dieta y 

e l valor de R . S in embargo, al analizar las dietas , sin 

control, de lo s individu os en el primer análisis , se obser-

va que individuos que tomaron a limentos que pod Can alterar 

e l resultado de la pru e ba , en una cantidad m uc ho mayor 

que los nu e ve es tudiad os, mostraban valores de R menores. 

Esto pone en dud a la va lid e z de las restricciones dietéticas 

para la determinación del valor de R . 

De todas maneras este aspecto se puede dejar a discreción 

del laboratorio, requiriéndose única mente una determ inación 
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del nu e vo valor límite de R. 

sustancia interferentes. 

Las única~ sustancias que pueden producir interfe-

rencia en la deter"minación son aquellos compuestos que e-

1 

ventualmente pudiEtran r eaccionar con el reactivo de color, 

produc ir una color
1 

ción roja de suficien te intensid ad como 

pa ra provocar una 1 prueba falsamente positiva y además ser 

extraíbles por el alcohol isoamílico . 

Este tipo de s ustancias no es común y el tener qu e cumplir 

las tres condiciones anteriormente anotadas hace que prác-

tlcamente no haya productos interferentes en la prueba. 

Más aún, se ha practicado la prueba a 44 mues tras control 

sin que hasta e l momento se haya presentado una prueba 

fa lsamente positiva. 

Con respecto a orinas intensamente coloreadas, ya sea por 

drogas o hemoglobinu ria, se ~ebe tener en cuenta que al 

agregar e l carbonato d e potasio, el cua l es incoloro, el 

colorante se diluye 15 veces . Por lo cual e l aporte de co 

lor por la orina se vuelve despreciable. Nuevamente, las 
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pr uebas realizadas han confirmado la suposición. 

Las orinas excesiva mente turbias por crista les o a lbuminu-

r ia pueden presentar inconvenientes durante la separación de 

la ca pa de a lcohol isoamílico, por te nd encia a fo rma r emu .l -

siones. Esta situación no se corrige por e l hecho de filtrar 

la or ina antes de realizar !a prueba, l o cual hace inútil la 

práctica . El problema se resuelve tomando la mayor can ti-

dad posible de emul s ión como fase orgánica y cen trifugando 

posteriormente. La velocidad y el tiempo de centrifugación su-

ger id os permiten la sepa r ación, ahora si cla ra, de las dos 

capas, en la c ua l la fase acuos a queda en el fondo del tubo 

y la fase orgánica queda traslúcida y p reparada para ser l e í-

da en e l es pectrofotómetro. 

4 . l. 5. Base Química de la reacción 

La reacción química que s ucede es una r ea cción de 

copulación entre la 4-nitroanilina diazotada y el ácido vanil-

mandético tal como s e desc r ibe a cont inuación para formar 

el ác id d 3- p- n itrofenilazo- 4- hidroxi- 5- me toximand élico. 
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La co pulac ión con el catlón diazonio es una s ustitudón aro-

mática electrófila t [pica. Sin embargo, e l ion d iazonio es 

un electrófi lo muy débll y de o r dinario s ó lo o c ur re la cop~ 

l ac ión cuando e l núcleo aromático co n e l cual va a r eacc io-

na r lleva s ustituyentes muy act ivos como e l -O H . (este 

grupo es un orientador a posición para, y s i ya e s tá ocupa d a 

es u n or Le n tador a o r to~ . No obstante, los Lones dLazonLo 

llegan a posee r una reactiv idad electrófila mayo r cua nd o ti e 

n en sustituyentes q ue extraen e lectrones tal es c omo -N02 

en Las posic iones ~rt~ o para de su a nillo a r om ático . Se 

puede ver como todas estas condiciones son cu m plidas por 

La 4- n itroanili na diazotada . 

E l carbonato de potasio cumple u na do ble función . Por un 

Lado impide que se acidifique el medio por La p roducción 

d e ácido clor hídr ico y por otro lad o tiend e a es ta b iliz ar e l 

compuesto coloreado por resana n ia . 

4 . l. 6 . Correlac ión d.ínica de la prueb a 

Hasta e l momento, l a; pr ue ba ha presentad o un 100 % 

de va l idez con Las impres iones diagnósticas, lo c ua l 

contrasta con los res u ltados ob tenidos por Gitlow y col (4 ) 

el cua l reporta una correlación para s u prueba d e 9 1%. S in 
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embargo los res ultado s ob tenidos en es te trabajo requieren 

una revisión de pac ientes con neuroblas toma más amplia, 

ya que d eb ido a la difi cultad d e trabajar e n este medio con 

gr upos cooperativos , los pacientes con neuroblastomas con 

f irmados son muy e scasos. Ante es ta dificultad, se ha O_E 

ta do por chequear l a valid ez de la prueba, a través del se-

guimi ento de los pacientes con diagnóstico establecido. En 

los tres casos escogidos, la normalización de la excrec ión 

de VMA co mo se detecta en esta técnica ha coinc idido con 

la d ism inu ci6 n p rogres iva del tamafio de la masa tumoral 

inicial, y la mejoría clínic a del paciente después del tra-

tamiento con quimioterapia . 

4. 2. DETERMINACIO CUA TITATIVA 

4. 2. l. E s tandarización de la prueba 

Las determinaciones de V MA pcr cromatografía 

de capa de lgada, han s ido hasta e l mome nto de ter 

minacione s semicuantita t ivas o c uant ita tivas, qu e han usado 

la comparac ió n d e los colo r es producidos por el VMA e n 

las muestras, con el co lor producido por patrones de diver 

. (1 3, 15) 
sas caneen trae LO nes , o la cuantificación directa por 

(12) 
densitometrl'a . La mayor [a de estas técnicas usan la 
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4-n[troan[lina diazotada en med[o bás ico, como reactivo de 

color con e l [nc o nveniente , en comparación a la prueba en 

tubo, de la inestab[lidad del diazoreactivo en medio a lcali-

no, situación que no se puede eliminar debido a la necesi-

dad de mezclar el diazoreactivo co n e l carbonato para as -

perjar l a placa . SL la aspersión no se hace dentro del mi -

nuto s iguiente a la pr parad ' n del reactivo el comp uesto 

se descompone y pierde su r eactiv[dad . La 2. 6 d[cloroqui-

no na c lo r[mida es mucho más estable, no presenta prob le-

mas de consecución y es, por consiguiente, mucho más ade-

cuada como reactlvo de coloración. 

LJs problemas que planteaba este reactivo, más usado pa-

ra la determinación de v[tamina B6 , que para l a determina-

c[Ón de VMA, eran lo s s[guientes : ¿Cuál es la apariencia 

de la curva espe ctral y qué ta n estrecho es e l máximo de 

absorbanc[a ? • Y, en segundo lugar, ¿ s [gue el compuesto 

co loreado la ley de Beer ? . Ambos problemas te nran una 

fác[l e lucidadón expedmental. Se procedió por consiguien-

te a La det rm[nación de La c urva espectral de l compuesto 

co loreadd, observando un máximo claro y deflnid o de absor 

bancia a 590 n m . (Fi g . 11). Inmediatamente después , se 

proc d[ó a determinar si e l compuesto seguía la Ley de 

Beer . Se preparó un patrón de VMA de 100 mgo/o en solu -
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ción extractiva y a partir de éste se prepararon patrones 

de 50 , 40, 30, 20 y 10 mg% disolviendo la solución madre en 

solución extractiva. Se sembraron estos cinco patrones 

en la cromatoplaca y se les practicó e l procedimiento rut i-

nario para las mu es tra s. Se revelaron, rasparon y e luye -

ron ad e cuadamen te y finalmente se les de terminó la absor -

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

El siguiente paso a confirmar era la extracción d e l VMA 

a partir de las m uestras . La técnica de determinación em-

pleando como revel ado r la 2. 6 dicloroquinonaclorimida 0 3 ), 

reco mienda el us o de tres extraccio nes con éte r etílico a 

par tir de 1/25 del volumen de orina el iminado en 24 horas . 

Se hizo el ensayo de la extracción con éter, observándose 

que l a extracc ió n no era s ien pre proporcio nal al con ten ido 

de VMA en la orina , además d e pre sentar los inconvenien-

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

maci' n continua de emulsiones al agitar . 

Se proc edió, por consiguiente , a reemplaz ar el método de 

( 11) 
extra cc ióh por e l métod o des~rito por Pisano empleando . 

acetato de etilo como xtrac ta n te a partir de orinas a -

cidulad as con ácido clorhídrico y saturadas con cloruro de 
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sodio . Este método de extracción ha sido descrito como 

(1 6 ) 
efectivo por Kasser y von Stud ni tz y además se ha re-

d 95
at d ., , . (12) porta o un 1o e recuperacLOn con esta tecmca . Se 

preparó en consecuencia un patrón que tu lviera 100 mg 

VMA/ lt en orina, se procesó por cuadruplicado y se com-

( 

pararon los dos p1étodos de extracc ión. Los res ultados 

se pu eden observar en la Tabla 5 . En ésta, se ve como 

a pesar d e que el promedio obtenido según los dos méto-

dos no varía s ignificativamente la de sviación standard si 

lo hace y, por lo tan to, el coefic iente de var iació n dismi-

nuye notab l e mente dándole mayor confiabilidad a l método. 

Sin embargo, se presentó en este caso el inconveniente del 

vo lum n tan redu id o de muestra que para or inas con una 

excreción de VMA apenas superior a l a normal no darían 

cant idades cuant ificables después de realizar la cromatogr~ 

fla. En base a los da tos de absorbanc ia d e la Tabla 5, 

se ca l c uló e l máximo de VMA cuan ti ficable, cor respond len-

do a un porcentaje de trans mi tanda del 90%. De es t a ma-

nera. se determ inó que para or inas con un contenido ligera-

mente e levado de VMA, e l vol umen requerido era d e 10 ml. 
' 

Es to implicaba duplicar todas las cantidades según e l méto-

d o, in c luyendo el acetato de et ilo, lo cual prolongaba e l tiem 

pJ de evaporación. 
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Se ensayó, en ton ces, la extracción de un mismo patrón de 

or ina de 15 mg/ lt. a partir de 5 y 10 ml. de or ina, man-

teniendo constante e l volumen de acetato de etilo en 30 ml. 

Los resultados obtenidos se encu entran en la Tabla No. 6. 

En esta tabla se vé , que la extracción con 10 ml. fué ta n 

efectlva como con 5 m l. obteniendo inclu sive una dispersión 

m enor de los da tos . La confirmación de ex tra cción del 

VMA se hizo reallz a ndo la prueba semicuantita tiva en las 

mues tras tratadas obteniéndose cambios en los valores de 

R de por ejemplo l. 9 a 3. 5 ó de 2. O a 4. 7. De esta ma -

nera, se completó e l métcd o tal como se describe en la 

sección 2. 4 . 2 . 

La confirmación de la identidad d el VMA , se hizo por co~ 

paración de la distancia de recorr ido (Rf=O. 21) con la del 

patrón que se corre simultáneamente. 

4 .. 2. 2. Base Química de la reacción 

La reacción que sucede en tre el VMA y la 2. 6 

dicloroquinonaclorimida, es la s igu iente : 
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Cl 

oON-cl+ 
Cl 

¿oc~~ 
y+ 

H-C-OH 
1 

COOI--1 

HCI 

En este caso, a d iferencia de la situación an terior, no ocu-

rre una r eacción de copulación, pero d e todas maneras una 

r eacción de s ustltución e lectrofll ica con formación del ácido 

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

La 2 . 6 dicloroquinonaclorimida e ntra al anillo fenilo o rien-

tado hacia ta posición orto por el grupo hidroxi ya que de 

los tres sustituyentes e n e l ácido van ilmandélico este es el 

odentador más fuete . Como e l grupo hidrvxilo es un orien 

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

ción para está ocupada por 1 grupo -CHOH-COOH, la ú-

ni ca posici' n d ispo:nible para e l acoplamiento del reactivo 

es la posición orto. 

Va le la pena ac larar finalmente, que e l amon[aco, al igua l 

que e l carbonato de potasio , estab il iza el compuesto forma-

d o por r esonan cia contribuye~do de esta mane r a a la apa-

rición de un color az ul fácilmente identificable y cuantifica-

ble . 
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4. 3. CO FRONTAC.ION DE LOS METODOS PROPUESTOS CON 

UN ME TODO Y A ESTABLECIDO 

Durante el proceso de e standarización tanto de la prueba 

serri ic uantitativa, como cuantitativa, las m uestras fueron a-

(11) 
naliz ad as simultáneamente por el método de Pisano . 

En e l caso de la prueba semicuantitativa, los resultados 

coi ncidieron con respecto a la elevación o no, de la excre-

ción de VMA . Aque llas orinas que ten[an una excreción 

norma l de VMA dieron valores de R correspondientes a s-

ta s i tuación . En cuanto a la determinación cuantitativa los 

res ultados coincidieron completamente. Todos los datos 

tienden a confirmar la bondad de las técnicas utilizadas. 

4. 3. l. Deducción de la fórmula para calcular l os resul -

tados 

Se tie n e un patrón de co nc entración 25 mg%, de 

este patrón se siembran O. 1 ml. por consigu iente se s i em-

bran 2, 5 • 10- 2 mg de VMA . 

Abs muestra 
Abs patrón 

X 
-2 

2, 5 X 10 = X (A) 



! 
f 
r 
¡.. 
¡ 
• 
~1· 

í~ 

f 
i 
1 . 
l 
1 

1 
t 
J 
1 . 

donde X corresponde a los mg de VMA sembrad o s a partir 

de la m uestra. 

Como estos mg estaban contenidos en O. 1 m l. que provie-

nen de 2 . O ml. d e d isolu ción total , entonces la expresión 

( A) se d ebe m ultiplicar por 2 O para conocer e l contenido 

d e VMA en la m estra tomada . 

Abs muestra 
Ab s patrón X o. 5 = y (B) 

Dond e Y representa l os mg de VMA en la muestra tomada 

para efe ctuar la ex trac c ión . 

Efectuand o la correcc ión para el volumen de orina en 24 

horas , la ecuación (B), queda 

Abs m ue s tra 
Abs patrón x 0· 5 mg VMA z (C ) 

Donde Z r epresenta los mg de VMA eliminados por la ori= 

na en 24 hor as . 
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5 . CONCLUSIONE S 

Se ha desarrollado en el presente trabajo una nueva meto-

do logfa para la d eterminacLón semicuantitativa y cuantitati-

va d e ta exreció n d e VMA en la or ina, con aplicación al 

diagnóstico de pacientes que padecen neuroblasto ma y feo-

cromoc i toma. 

Con respecto a ta ·determinación semicua ntitativa , se pue-

de decLr, que se ha presentado un método fác il, e conómi-

' co, r á pido y objeüvo que p erm it e discriminar entre aque-

llas orLnas que requieren c uantlficación de su con tenido de 

VMA po r ncontrarse este e levado, y aquellas orinas cuyo 

conten ido de VMA es normal. 

Para poder aplicar la técnica semicuantitati va , no se requie 

ren r estticc ione s de dieta o <?rogas e n e l pacLente . 

E l m é todo s emic uantitatlvo no ha presentado deficiencias has 

ta e l momento, aunqu e esto se puede deber a l número redu-

3 8. 
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cido de pacientes con ne uroblastoma qu e han sido examinados 

' • 1 
por esta tecmca . 

1 

Con r es pe cto a l mé todo c uantitativo s e presenta una metodo-

logra nueva qu e permit e la cuantifi cación ad ec uada de VMA 
1 

e mpleando un reactivo de c olor m ás establ e que los d escri -

to s hasta e l mom e nto, y un método de ex tr acc ión co n venien-

te . 

Se ha descrito (1 3
)1 la posibilidad de de termina r otros meta-

bolitos de las ca teco la m inas como son e l ácido homova inr-
1 

li co (IN A) y e l ácido vainílico (VA), así como e l me tabolito de 

la serotonina , e l ác ido 5- hidroxiindol acé tico, (5 HIAA) e l 

cual se encuentra e l evado en e l cas o de los tumores carcinoi-

d.es , con lo cua l la utilid a d y ven taja s del méto do quedan con-

firm adas . Sin embargo, ensayos pre liminares han mostrado 

qu e a pesar de q ue e l VA y e l 5HIAA s e revelan bien, e l 

H V A no produce un corrnues to co loreado con la 4- nitroanilina 

diazotada y que e l co lor producido por e l HVA con l a 2. 6 

dicloroquinonaclorimida es demas iado tenu e y por consiguien-

te, tiende a qu edar enma s ca rado po r alguno s cromógenos ex-

tra[dos de la or ina . Se requieren por consigui ente , ensayos 

posteriores tend i entes a in vest iga r e l g rado d e recupe ración 

d e l V A , HV A y el :5HIAA a l ef ec tuar la extracción co n e l mé-
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todo descrito en este trabajo, y encontrar un revelador a-

decuado para el HV A . P os iblemente, e l ácido 2-nitroso- 1 

naftol sulfónico descr ito por Knight y Haymond (lS) para 

efectuar un doble revelado e n la placa . De esta manera, 

se tendría un mejor contro l sobre la excreción de los me-

tabolitos de la s catecolaminas con e l fin de contribuir más 

ef icazmente al diagnóstico y seguimien to en los pacientes 

, a fectados con neuroblastoma y feocromoc i toma . 
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6 . R ES ME 

La d eterminac ión d e la excreción urinaria del áddo vanil-

m andélico es un par ame tro útil en e l diagnó stico de tu m o-

res como el neu rob la stoma o e l feocromoc itoma . Se des-

criben e n es te trabajo una té cn ica semicuantitativa que per-

mite clasificar las mu estras de orLna en aquella s que ti e -

nen un contenido elevado d e VMA y, por consiguiente, r e-

quieren una cuantificación y a quellas cuyo conten ido de 

V MA es normal. 

La prueba semicuantitativa es una mod ificac ión de l a téc­

nica propue sta por Gi tlow y col ( 
4

) m odificando el volumen 

d e react ivo de color y e l crite r io de pos i t Lvida d. Según 

Gitlow, este criterio es una comparación de co lores , m ien-

tras q ue pa ra es te trabajo es una r elac ió n en tre las absor-

bancias del compuesto a 450 y 550 nm. Por m edición es -

tél.d rs ti ca se e stablec ió el límíte normal para e l va l or de 

n e n 2. 1, pa r a u na excreció n máxima d e VMA d e 6 ng/ 

24 horas . L a pru eba presentó hasta e l momento un lOOo/o 

4 1. 
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~e correlación con la clínica de los pacientes y la medi­

c ión de VMA por e l método de Pisano 0 1> .. En esta prueba 

no se presentan interferencias debido a dieta, d rogas, o co -

lorantes presentes en la orina . 

La prueba cuantitativa es una mod ificación de las técnicas 

(11) (12) (1 3) 
de Pi s ano Me Gregor y co l y Merck . Se ha-

ce una extr acción del VMA con acetato de e tilo a partir 

de la orina ac idulada con ácido c lorhídrico y saturad a co n 

cloruro de sodio, ·separando el VMA por cromatografía en 

capa delgada , se revela con 2 . 6 d icloroquinonaclorimida, 

y se intens if ica el co lor con amoníaco . El método mues-

tra u na gran precisión y exactitud chequeada p.)r el método 

d. p· (ll) . l . l 'b ' l ' d d d e ts ano , y permite contemp ar a pos1 l 1 a e 

cuantificar d e la misma manera otro;> metabo l itos como 

son el ácid o homova inílico, el ácido vainflico y el ácido 

5- hid roxiindolacé tic o . 



APENDICE I 

Va lo res norma l s pa r a e l ác Ldo 3-Metoxi -4hLd rox Lmandéllco en 

(19) 
rin a de niñ-JS 

l. 

Valores normal para VMA en o rlna en niños ug / mg de 

c r ea tin in a ). 

i ' E d a d 
--- -------

1- 12 1- 2 2 - 5 8 -10 10 - 15 

m ese s a i'los años años años 

No . de 
s uje tos 41 41 4 1 41 4 1 

Rango 0-4-36 . 8 1. 9-3 7.3 0.7-1 8 .9 0.4-17 . 5 0 . 2-12 . 5 

Promedio 15 . 0 13 . 6 7. 1 6 . 7 4. 8 

D es vLac ión 
Standard 9.9 8 .3 4 .2 3. 6 2.8 

Rango 
n rmal o -34, 8 0- 30 . 2 0-15 . 5 0-13 . 9 0- 10. 4 

(+ 2S) 

43 
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A PE DJCE II 

l 

TRATA MfE T ESTAP ISTICO 

Se ca lc ula ron cuando fueron ne c esarios, e l promedio aritmé tico 

y la desviación standard de los resultados . Se cal c uló el pro-

medio aritmét ico deb id o a que para el caso de c uatro observa-

ciones, la mediana tiene una eflcLencia relat ivamente ba ja : 

Para l a d ~s viaciSn standard en e l caso de un númer ba j o de 

·;)bservac iones se calcu ló Sw . e l cua l es un va lor rrías real pa-

ra c uatr det rm inaciones que la desviac i ' n standard corr iente 

la c ua l estada más sujeta a val ores extrem s Sw se cal culó 

d e ac uerd .) a : 

d ond e Kw es una constante que de pende de l númer o de observa-

c iones y para e l cas.J de cuatro observaciones es O, 43 y W es 

44 
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el interva lo o sea ta diferencia entre los dos valores extremos . 

Se calcularon enseguida tos llmite s de confianza de acuerdo a 

la prueba "t" de Stude nt ( 17 ) 

X = t. s v-;;-

tomand o e l valor adecuado de t 2, 78 y como S, el valor de 

Finalmente, se ca lculó el coeficiente de variac ión de acuerdo 

a la fórmul a . 

C . V = S X 100 

X 



. . 

B IBLIOGRAFIA 

(1) 

(2 ) 

ROGERS,. L . E .; LYON, G. M .. ; POR TER, F . S.; Spot 
Test for vanillylmandelie aeid a nd other guaiaeols 
in u r in e of pa ti e n ts with neuroblastoma . Am. J . 
Clin. Path. 58: 383-387, 1972 . 

BRAY, P . F. Wu. J. T . : MYERS G. G. Reliable Chemical · 
Diagnosis of Ne uroblastoma Better tha n Screening . 
N. En g J . M ed 2 9 5 : 2 3 O - 2 3 1, 19 7 6 . 

(3) ARMSTRONG M. D.; Me MILLAN , A.; SHAW, K . N. F. ; 
3 Methor y 4 hid roxi - D - mandelic a e id; a ur inary 
me taboli te of norepinephr ine Bioehe m Byophys. Aeta 
25 : 422-423, 1957. 

(4) GITLOW, S. E .; BERTANI, L. M. R.A USEN, A.; GRIBETA, 
D; DZIEDZIC, SW , Diagnos is of Neuroblastoma by 
Qualitati ve a nd Quanti ta tive Determination of Catecho­
lamine metabo lites in urine. Caneer 2 5: 137 7- 1383, 1970 . 

(5 ) SUNDER.MAN, C . R . ; SU NDE RMAN, F. W; BALLINGER., 
W. F . ; Measureme nt of serum VMA in a Patient with 
pheoeromoeyto m a . A m J. Clin. Path. 43 : 122-129,1965 . 

(6 ) LA BROSSE, E . M; Biochemica l Diagnosis of neuroblastoma 
use of a urine spot test (abstrae t) ; P r oc . Am. Assoc . 
Caneer Res. 9: 39, 196.8. 

46. 



f,' 

i' 

47. 

( 7) ROBINSON, R.; RATCLIFFE, J. ; SMITH, P. ; A 
Screening test for Pheocromocytoma; J. Clin .P athol; 
12: 541- 543, 1959. 

( 8 ) VON STUDNITZ, W. ; HANSON, A. ; Determination of 
3- methoxy - 4- hidroxy- mandelic acid in urine by 
high voltage paper electrophoresis Scandinav J. 
Clin. Lab . Invest. 11:101- 105, 1959. 

( 9 ) HERMANN, G .A. ; The determination of urinary 3 - methoxy 
4·- hidroxy- mandelic ( vanilmandelic acid ) by means of 
e letrophoresis wi th cellulose aceta te membrane Am . J . 
Clin . Path . 41: 373- 376, 1964. 

(lO) WILLIAMS, C . M; LEONARD R .H.; Microanalytica1 deter-
mination of dihydroxi aromatic acids by gas chroma­
to graphy Anal Biochem - 5: 362- 366, 1963. 

(U) PISANO, J. J.; CROUT, R.J.; ABRAHAM , C . ; Determi-
nation of 3 methoxi - 4- hydroxymandelic a cid in urine. 
Clin. Chim . Acta; 7: 285- 291, 1962. 

(12) Me GREGOR, R.F.; KHAN, M .; MARRACK, D.; SULLIVAN 
M. P. ; Quantitative ana1ysis of 4- hydroxy - 3 methox 
mandelic acid by direct photometric. Scanning of Urinary 
extracts separ ated by thin layer chromatography; Am . J . 
Clin. Path. 46 (2): 163-171, 1966. 

(1 3 ) MERCK; Clinica1 Laboratory Cap. IV p .p. 395- 400 lla. ed . 
Edit. por E. Merck, Darmstadt, 1974. 

( 14 ) GITLOW, S . E . : ORNSTEIN, L. ; MENDLOWITZ, M . ; KHASIS, 
S.; KRUB, E.; Simple Colorimetric Urine Test for Pheo­
chromocytoma. Am. J: Med. 28: 921-926, 1960. 



) 1 
f' 
f .. 
' !~ 

. 
• 1iJ ' 

' • 

'• 

(15) 

(1 6) 

(17) 

(1 8) 

(1 9) 

ME RCK, Ha ndbook ofLaboratory T e chniques, pp. 94-9 5 
E dit by E . Merck Darmstadt, 1975. 

KASSER, M . VON STUDNITZ, W . ; U rine of Cl;.i ldren 
w ith syrnpa thetic tumors the excret ion of 3-me­
thox i 4 - methoxy- hydroxymande lic a cid . A m . J. 
Dis . Chi ld . 102: 199-204, 1961. 

KNIGHT , J . A.; HAYMOND, R . E . ; Improved Colorimetry 
.J f Urinary · 3 - methoxi-4-hydroxypheny lacet ic acid 
(Ho m ova inillic Acid ). C lin. Chem. 23 (11): 2007 -
2010, 1977 . 

HAYMOND, R . t .; KNIGHT, J . A . ; BILLS, A . C . ; Normal 
Va lues for Urinary 3 - Methoxi - 4 hydroxymande lic 
Acic (VMA) in Children . Clin . Ch em. 24 (10): 
18 53-1 8 54 , 1978 . 

DEAN, R. B . DIXON, W. J . Simp l ified Sta ti stics for small 
number of obs ervat ions . Anal. Chem . 23 (4): 
636 - 638 . 1951. 



7/ zs /12 
_ /4C!I'G-o LJ/1)11 L/flivML ICQ 

V /)A lt-6'1.; os neo 
- NtUB08)MTDf-líl 
- féOCflo t-(l7 Cfí()H/f 

·- O r&ttU!+ 



Instituto Nacional de cancerología 

"111111 " 111111111111111111111 INC002337 

" 

, 


