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1. INTRODUGAO

1.1 - BIOSSINTESE DAS CATECOLAMINAS

As catecolaminas mais importantes pro
duzidas no nosso organismo sao: epinefrina (adrenali-
na), norepinefrina (noradrenalina) e dopamina IB(3,4—d£

hidroxifeniletilamina) |.

'

As células cromafinicas da medula a-
drenal, pulmdo, coragdo, figado, intestino, cérebro e
os nervos adrenérgicos sao os locais importantes na
sintese das catecolaminas. Na medula adrenal o hormd
nio produzido em maior quantidade & a adrenalina, en-
quanto qgue nos nervos simpaticos posganglionares des-
taca-se a noradrenalina. As catecolaminas sintetizadas
sao armazenadas nas particulas gque sao denominadas de
granulos cromafinicos na medula adrenal e vesiculas

39 . ~ =
granuladas nas terminagoes dos nervos simpaticos.

A liberacao de catécolaminas dos te-

cidos adrenérgicos em resposta a impulsos simpaticos &




dependente de célcio4l. L.Q;;.:jﬁ&xﬁﬁz:r

O esgotamento desses hormonios dos
granulos pode ser provocado através da administracdo de

reserpina ou outros agentes farmacologicos.

O precursor mails importante para a
biossintese das catecolaminas é o aminoacido aromatico
L-tirosina (FIG. l1). Usualmente, a tirosina utiliza-
da34 & proveniente da a}imentagao ou & sintetizada no
figado por intermddio de hidroxilacdo da fenilalani-
na. Na primeira etapa para a biossintese de cateco-
lamina ocorre uma hidroxilacao da tirosina para produ-
zir dihidroxifenilalanina (DOPA). Logo em seguida, o-

33

corre a decarboxilagao de DOPA originando a primei-

ra catecolamina (DOPAMINA) que sofre uma hidroxila-

95030 produzindo noradrenalina. Esta, apds a metila-

~ 10 .
gao” ", transforma-se em adrenalina.

1.2 - FUNGCOES DAS CATECOLAMINAS

Epinefrina e norepinefrina promovem
uma resposta fisioldgica rapida em casos de emogoes

intensas, esfor¢o muscular, traumatismos em geral,quei
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maduras, grandes mudancgas de pressao, exposigao ao
frio, e ao calor, hemorragias, infecgoes, efeito de

alérgenos, injecdao de doses excessivas de hormdnios,
desnutrigao, fome, sede, excesso de insolagao etc.
Seus efeitos fisioldgicos se manifestam na musculatu-
ra lisa e esﬁriada, no sistema nervoso central, nos
eosinéfilos e no metabolismo dos carboidratos e 1li-

pideos.

Quando, esses compostos sao administra
dos em pequenas quantidades, apresentam agOes bem dis-
tintas no sistema cardiovascular. Se forem administra
das doses muito superiores aos limites fisiologicos

nao se verificara muita diferenca.

Epinefrina atua provocando vasocons-
trigao das arteriolas que irrigam pele, mucosa e vis
ceras e vasodilatagao de arteriolas dos misculos esque-
léticos. Atua no coragao estimulando-o, aumentando a
velocidade e forga de contragao do misculo cardiaco,
provocando, conseqlientemente, aumento no débito cardia

CO,




Em geral, a epinefrina provoca efeito
vasodilatador, excetuando os casos acima citados enquan

to a norepinefrina exerce efeito vasoconstritor.

A norepinefrina tem menor efeito no
aébito cardiaco do que a epinefrina, embora apresen-
te um efeito excitante em muitas areas do sistema car
diovascular. Ambos os hormdnios elevam a pressao san-
guinea, exercendo a norepinefrina efeito mais acentu

ado, )

A epinefrina provoca relaxamento do
miigsculo liso dos br6nquios42, estémago, intestino, bron
guiolos e bexiga. A norepinefrina tem agdo menos po-
tente. O efeito broncodilatador ndo & importante gquan-
do estes compostos sd3o administrados em individuos nor-
mais. Entretanto, e acentuado guando os brdnguios es-
tdo contraldos por alguns agentes farmacoldgicos como

histamina.

A epinefrina e a norepinefrina elevam

a glicose sanguinea por estimular a glicogendlise hepa-

ticatl e por inibir a secrecao de insulina>>, Esses
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horménios também estimulam a degradagdao do glicogenio
muscular31 e aumentam a concentracao de lactato no
plasma quando o miasculo estd em atividade. A glico-
gendlise €& facilitada em virtude das catecolaminas pro
xvocarem um aumento de AMP-ciclico ao ativarem a  ade-

12,19

nil ciclase‘ e subsequentemente ativacgao da fos-

forilase,
I

No tecido adiposo a epinefrina ativa
a lipélise48 liberando, rapidamente, acidos graxos e
glicerol. Os acidos graxos liberados servem c&mo fon-
te energética e podem facilitar a gliconeogénese no

figado.

1.3 - FEOCROMOCITOMA, GANGLIONEUROMA E NEUROBLASTOMA

Feocromocitoma & um tumor do tecido
cromafinico. Esse tumor secreta grandes quantidades
de catecolaminas e sua localizagdo mais frequente43 é
na porg¢ao ‘medular da glandula supra-renal. Entretanto,

pode desenyolver-se em qualquer parte da cadeia simpa-

tica abdominal, apresentando certa propensao a loca-
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lizar-se ao redor da aorta e ao nivel da artéria mesen-
térica inferior. Aparece, também, na regiao perisupra-
renal, na ¢avidade vesical, nas paredes uretrais, na cavi

dade toracica e na regiao cervical.

0 quadro clinico varia de acordo com a
guantidade de catecolaminas secretada pelo tumor. Todo
paciente apresenta hipertensao intermitente43, que pode
progredir até hipertensao permanente e levar, eventual-
mente, d morte devido a complicagdes como insuficiéncia
das coronarias, fibrilacao ventricular e edema pulmonar.
Durante a crise hipertensiva13 o paciente pode apresen-
tar cefaléia, palpitagdes e encefalopatia  hipertensiva.

Nos casos graves ha manifestacdo de insuficiéncia car-

diaca congestiva.

O diagndstico pode ser realizado  por
meio de provas farmacoldgicas, radiologicas e determina-

cao de catecolaminas e de seus derivados.

Prova com grande especificidade para

56

diagndstico de feocromocitoma é a determinagao da ex-

crecdo urinaria de acido 3-metoxi-4-hidroximandélico (VMA),
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importante metabolito da adrenalina e noradrenalina.
As provas farmacoldgicas nao sao tao exatas como as de
determinagSes do VMA urinario sendo, por este fato, ra-

ramente indicadas.

Além de feocromocitoma, alguns tumo-
res neurais 51 (neuroblastoma, ganglioneuroma e ganglio
neuroblastoma) secretam grande quantidade de catecolami
nas. O neuroblastoma57 e um tumor altamente maligno,
mais frequente nas criangas e nos adolescentes junta-
mente com - o tumor de Wilms, o glioma e a leucemia. No
embriao em desenvolvimento, o0s neuroblastos amadurecem
e formam células ganglionares. Do mesmo modo, alguns
neuroblastos podem sofrer maturagdo espontanea e dar
origem a tumor benigno, denominado ganglioneurona57. Du-
rante a transicgado, encontram-se os dois elementos nos

tumores, tendo-se entao ganglioneuroblastoma.

Em conseqliéncia, muitas das manifes-
tagbes gerais caracteristicas de feocromocitoma verifi-
cam-se também em pacientes com outrcs tumores de origem
neural. Os sinais mais comuns sao hipertensao, rubor,

palidez, exantemas, poliuria e polidipsia.
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Grande porcentagem de pacientes com
estes tumores tem aumento de excregao de dopa,dopamina,
noradrenalina, normetanefrina, acido homovanilico e &ci

57

do vanilmandelico (VMA) .

Os pacientes com feocromocitoma excre
tam adrenaliha, noradrenalina, metanefrina, normetane-
frina e acido vanilmandélico (VMA). Os portadores de
ganglioneuroma e neuroblastoma excretam, além das subs
tancias acima referidas, grande quantidade de acido
homovanilico 56, cuja determinagao serve como excelente

meio para o diagndstico diferencial.

1.4 - METABOLISMO DA ADRENALINA E NORADRENALINA

O conhecimento do metabolismo desses
hormdnios abriu novas perspectivas para o diagndstico
de feocromocitoma e de outros tumores de origem neu-
ral. Tanto a epinefrina como a norepinefrina sao meta
bolizadas por metilagOes e oxidagOes sucessivas da
cadeia lateral formando o dcido 3-metoxi-4-hidroximandé

lico (VMA), o qual pode ser determinado no plasma e na
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urina. Em 1957,ARMSTRONGl demonstrou a presenca de VMA
na urina de pessoas normais e valores muito elevados
nos pacientes portadores de feocromocitoma. Estes valo-
res sao muito superiores aos das catecolaminas que o
originaram, inclusive em periodos intercriticos, quando

as mesmas se encontram normais.

Investigagdes subsequente52:3r20,37,44,

45 ; ~ .
 confirmaram estas observagoes e as vias de metabo-
lismo da norepinefrina, que estao sumarizadas na Fiqu

ra 2.

Normalmente, apenas 3 a 6 por cento
da norepinefrina & excretado na urina sem alteragdo meta
bolica, o restante & distribuldo em gquatro ou mais

metabolitos urinarios 20, 21.

Os estudos de AXELROD & col.4’5’6

afir
mam que por agao de O-metil transferase, a norepinefri
na pode sofrer O-metilagao para formar normetanefrina.
Porgoes da normetanefrina, produzida por esta reacgao,
sao excretadas na urina na forma livre e conjugada

com acido sulflrico. Outra parte da normetanefrina so-

fre deaminagao oxidativa pela acdo da monoaminoxidase
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dase da Dopamina; 2,3,6,9 e 12 = O-metil Lransferase- 10 = N-metil transferase
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para produzir acido vanilmandélico7’ sio1
Mediante via alternativa, a norepine

frina pode ser deaminada oxidativamente a acido 3,4-

dihidroximand&lico 2 52; uma porgao deste catabdolito

& excretada na urina, porém uma fragaoc maior sofre

O-metilacao para formar Aacido vanilmandélico?’?,

20,21,52su

vVarios trabalhos realizados
gerem que 20 a 40 por cento de norepinefrina endogena é
excretado como normetaﬁefrina livre e conjugada, sendo
o restante excretado, principalmente, como acido vanil-
mandélico em associagao com quantidades menores de ou

tros derivados de Acido mandélico.

As vias metabdlicas da epinefrina sao

o - ... 27,32
analogas aquelas da norepinefrina , levando a ex-
cregdo de metanefrina livre e conjugada, acido vanil-
mandélico e a outros derivados de acido mandélico.

KETY & col.26

, em 1961, estudaram a composigao dos me-
tab6litos urinarios, apds a injecdo de epinefrina mar-

cada e 0s seguintes resultados foram encontrados:
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Epinefrina nao marcada Caotacd oo a | B
Metanefrina creecsescssssesssss 40%
Acido vanilmand@lico .............. 41%
4~hidroxi-3~-metoxifenilglicol ......, 7%

Acido 3,4-dihidroximandélico ....... 2%

Compostos nao identificados ....... 4

oe

O acido 3-metoxi-4-hidroximandélico po

de ser metabolizado produzindo acido van:‘[licolﬁ’u’50

vanilinaso. )

1.5 - METODQS PARA DETERM.INAGAO DE VMA URINARIO

Existem numerosas técnicas para deter

minagdo do &cido vanilmandélico incluindo métodos de ex-

tragao seletiva22¢38/47,49 8,23,

28,40

, técnicas cromatograficas
& eletroforéticasla’SB. A maioria dos métodos para

a avaliagao do acido vanilmandélico baseia-se em:

- Oxidagao do acido vanilmandélico a
vanilina, que € determinada espec-

trofotometricamente.
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- Reacao de copulagao do acido vanil
mandélico com sal de diazdnio de
p-nitroanilina para formar um azo
derivado que pode ser determinado

espectofotometricamente.

Os primeiros métodos para a determina-
~ - . . = 9
¢ao de acido vanilmandélico eram complexos”, entretanto,

SANDLER & RUTHVEN47 simplificaram empregando a colorime

22 ., , -,
introduziram tecnica co-

tria. Em 1960, GITLOW & col.
lorimétrica que se baseia na extracao de VMA da wurina
com acetato de etila. Apés o0 tratamento com p-nitroani-
lina o azoderivado formado era medido espectrofotome
tricamente. O método apresenta desvantagem pelo fato

do acetato de etila extrair, alem do acido vanilmandé-

lico outros acidos fendlicos.

Em 1961, KLEIN & CHERNAIK29 determina-

ram 0 VMA na urina utilizando a eletroforese de baixa
voltagem em papel de filtro. A técnica apresenta certa
desvantagem porque a substancia, em analise, precisa
ser extraida, previamente, da urina, a fim de ser aplica

da no suporte eletroforético.
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Nesse mesmo ano, PISANO & col-.3
creveram uma técnica ainda muito utilizada. Esta com-
preende a éxtraq&o urindria de acido 3-metoxi-4-hidroxi
mandélico com acetato de etila; a seguir o extrato &
tratado com periodato para converter o VMA em ‘vanilina
que € deteiminada edpectrofotometricamente. Egta téc-
nica e ;az?avelmenté especifica, embora muito operosa

devido as extragles sucessivas,

|

Em 1963, EICHHORN & R.UTENBERG18 adap-

taram nova técnica de eletroforese em papel de filtro,
utilizando duas solugdes de concentragdes diferentes,
para a anéiise de acido vanilmandélico e de outros aci-
dos fendlicos na urina. O &cido vanilmandélico, sepa-
rado por eletroforese, & determinado, colorimetrica -
mente no eluato. Trata-se de método simples e especifi
co. Tem sua vantagem porque ndo ha necessidade do tra-
tamento prévio da urina, porém mostra o inconveniente

de ser uma analise demorada.

HERMAN, em 1964, modificou a técni-

ca proposta por STUDNITZ & HANSON53, que utilizava e-

letroforese de alta tensao para determinagdo do VMA
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urinario. As modificagbes resumiam-se em utilizar (k=
tas de acetato de celulose em vez de papel de filtro,
baixa voltagem, tampao de pH e forga idnica diferen-
tes. Nestas condigoes pode-se determinar o VMA urini-
'rio em 4 horas ou menos. Sem divida nenhuma, & um méto
do rapido e especifico; entretanto, & necessario fazer
uma extragao prévia do VMA urinidrio com acetato de eti-

la.

Em 1965, ANNINO & col.8 desenvolveram
técnica para a determinacdao do VMA na urina utilizando
cromatografia em camada delgada. A urina & tratada com
dcido cloridrico e Florisil, extraindo o VMA com aceta-
to de etila. O extrato é cromatégrafado em silica gel,
utilizando-se, como solvente, uma misturaide butanol ,a-
cido acético e &gua. A fragdo do VMA & detectada por
meio de uma solugdo alcalina de p-nitroanilina diazotado.
Apds a eluigdo a leitura & feita no espectrofotdmetro.
Embora este método seja um pouco demorado, oferece bons

resultados e & relativamente simples.

Recentemente, KAHANE & col.28 descre-

4

veram método para anilise do dcido vanilmandélico uri-
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nario usando cromatografia a gas. Neste metodo o] VMA,

extraido da urina com acetato de etila, & oxidado a
vanilina por periodato de sédio. A vanilina & transfor
mada, primeiramente, em O-metil oxima pela reagdo com
cloreto de metoxiamina em piridina. Logo a seguir, Tt
tando a O-metil oxima com Sil-Prep, forma-se o) éter
O-metil oxima-trimetilsilil que & determinado a baixa
temperatura em cromatdgrafo a gas. E um método que
ainda nao pode ser adotado por muitos laboratorios
clinicos devido a neéessidade de equipamentos caros
e, alem disso, os resultados das determinagSes sao

similares aos de outros métodos.
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2. PROPOSIGCAO

Para o.nosso estudo sobre a determi-
nagao do VMA urindrio escolhemos o método eletroforé
tico de baixa voltagem em papel de filtro, preconiza-

do por EICHHORN & RUTENBERGle.

Procuramos introduzir modificagoes
nessa técnica com a finalidade de realizar a anali-
se em menor tempo possivel tornando-a mais simples e

ao alcance de muitos laboratorios de rotina.



3. MATERTIAL E METODOS

3.1 - COLHEITA DO MATERIAL

Utilizamos urina de 24 horas, colhi
da num recipiente contendo 2 ml de HCl concentrado, de

diversos pacientes sem nenhuma recomendacao dietética.

3.2 - APARELHAGEM UTILIZADA

3.2.1 -~ Fonte de aletroforese

Utilizamos duas: uma de procedéncia
inglesa marca "EEL" com capacidade para 600 V e 50 mA
e outra construida no nosso laboratdorio com capacidade

para 250 V.

3.2.2 - Cuba eletroforética

Utilizamos cuba nacional marca "Perma
tron" a qual comporta um suporte de até 15 cm, e a cu-
ba "Elphor" gque pode utilizar suporte de até 30 cm. O

papel de filtro utilizado foi o de marca Whatman 3 MM.
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3.2.3 - Espectrofotometro

Para as leituras espectrofotométricas
utilizamos o Espectrofotdometro marca Coleman Junior II-

Modelo 6/20.

3.3 -~ REATIVOS

3.3.1 - Solucdes eletroforéticas

a) Solugdao de acido acético*a  2,5%

v/v para o compartimento catddico.

~ . = *
b) Solugao de acido acetico a 0,75%

v/v para o compartimento anddico.

3.3.2 - Solucao padrao de acido 3-metoxi-4-hidro-

. ... k%
ximandelico

A solugao padrao contendo 0,1 md/ml
foi preparada dissolvendo-se 10 mg de acido 3-metoxi-4-
hidroximandélico em 100 ml de acido cloridrico 0,01 N.

Essa solugac foi guardada na geladeira em frasco escuro.

* Reagente da Merck, PA.
*% Reagente da Sigma,; PA.
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3.3.3 - Solucao de p-nitroanilina* —

Para o preparo dessa solugao foram
dissolvidos 10 g de p-nitroanilina em 20 ml de acido clo
ridrico concentrado e o volume completado a 1 litro com
5gua destilada. A solugao foi conservada em frasco es-

curo, no refrigerador.

- - - *
3.3.4 - Solucao de nitrito de sodio

Essa solugao contendo 2 g por litro
em agua destilada, foi preparada semanalmente e conser-

vada na geladeira em frasco escuro.

s " * %
+3.3.5 = Solucao de‘Ca;bonato de sodio " a 10%.

3.3.6 - Diazo-reativo (solucao reveladora)

Para o preparo deste reativo, mistu-
ra~se 7,5 ml da solugao de p-nitroanilina com 10 ml da
solugao de nitrito de s6dio e apds 1 minuto, adiciona-
se 20 ml de carbonato de s6dio a 10%. Esse reagente

era preparado sempre no momento de uso.

*
Reagente da Merck, PA.
**Reagente da Reagen, PA.
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3.3.7 - Metanol anidro* Bl

3.3.8 - Solucao de carbonato de sddio a 2%

3.3.9 - Solucao alcalina de metanol

Essa solugao foi preparada adicio-
nando-se vagarosamente 2 volumes de metanol anidro a um

volume de solucao de carbonato de sédio a 2%.

3.4 - METODOS

3.4.1 - Determinacao de acido 3-metoxi-4-hidroxi-

"mandélico na urina pelo método ' de EICH-
18

" HORN & RUTENBERG

Aplica-se 0,2 ml de urina, de 24 ho-
ras, em cada uma das fitas (4 x 30 cm) de papel de fil-
tro Whatmann 3 MM' dispostas no suporte eletroforéti
co. Para cada corrida eletroforética foram utilizadas
duas fitas. Em uma das fitas, aplica-se 0,1 ml da so-
lugao padrao de acido vanilmandélico. A secagem do

material aplicado & feita com o auxilio de corrente de

*
Reagente da Merck, PA.
* %

Na técnica original foi utilizado um volume correspon
dente a 1/20000 da urina de 24 horas em cada uma das
fitas de papel de filtro Schleicher & Schull 2043 b.
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ar quente. Apds ter enchido o compartimento catééiéo
com solugao de acido acético a 2,5% e o anddico com a-
cido acetico a 0,75%, molha-se as extremidades das fi-
tas com as respectivas solugoes. As fitas sao colo-
cadas adequadamente na cuba eletroforética. Quando as
fitas estive{em completamente Umidas, aplica-se uma
corrente constante de 1 w2 por fita durante 17 horas.
No fim desse periodo, secam-se as fitas a temperatura
ambiente e depois se aquece por 30 minutos a 80°C. Em
seguida as fitas sao mérgulhadas por 30 segundos no
diazo~-reativo; logo apds se observam bandas purpuras
a 9 cm da origem que correspondem ao acido 3-metoxi-4-
hidroximandélico. Enquanto as fitas estiverem molha-
das, cortam-se as bandas de VMA que sao identifica-
das pelo padriaoc e s30 colocadas em tubos de hemdoli-
se. Num outro tubo, coloca-se uma banda de outra
parte do papel do mesmo tamanho que servira de bran-
co. Aos trés tubos, adicionam-se 4 ml de metanol al-
calino. O conjunto & guardado em lugar escuro duran-
te 30 minutos, agitando-se ocasionalmente. Logo a se-
guir, faz-se a leitura espectrofotométrica utilizando

comprimento de onda de 520 nm.
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Calculo: L
DxV
x 0,05 = mg de VMA/24 horas
P -D
onde
D = Absorbancia do Desconhecido
P = Absorbancia do Padrao mais o Desconhe-
cido
V = Volume de urina de 24 horas

!

3.4.2 - Método modificado para determinacio de

acido 3-metoxi-4-hidroximandélico urina-

"rio

Em duas fitas de papel (4 x 15 cm)de
filtro Whatmann 3 MM dispostas no suporte eletroforé
tico*, coloca~se 0,2 ml de urina em cada uma das fi
tas; em uma delas adiciona-se 0,1 ml da solugdo pa-

drao de &cido vanilmandélico. A origem ou ponto de

Foi realizada uma adaptagao no suporte eletroforéti-
co para que as fitas possam ficar bem esticadas (Fi-
gura 3).
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aplicagao fica mais ou menos a 5 cm de uma das extre-
midades das fitas. Com uma pipeta, molha-se o lado
mais comprido das fitas com a solucao de acido acético
a 0,75%., O lado mais curto, molha~se com a solugao de
acido acético a 2,5% de tal modo que as duas frentes
de liquido se encontrem na regiao de origem onde es-
tao as manchas de urina. Logo apds, apertam-se os pa-
rafusos do suporte* para que as fitas fiquem bem esti-
cadas., Finalmente o cpnjunto é colocado na cuba to-
mando~se o cuidado de deixar a origem proxima do polo
negativo. Liga~se o0 aparelho, ajustando-se a 220 V e
procede-se a corrida eletroforética durante 5 horas. Pa
ra evitar que gotas de condensagdo caiam em cima das
fitas, forra-se a tampa, por dentro, com papel de fil-
tro. Apds a corrida eletrofordtica, secam-se as fitas
a temperatura ambiente e depois numa estufa a 80°¢c
durante 30 minutos. A seguir, as fitas sao colocadas
num recipiente contendo diazo-reagente, ficando mergu-

lhadas nessa solugao durante 30 segundos. O acido va-

* ~ -
Foi realizada uma adaptagao no suporte eletroforético
para que as fitas possam ficar bem esticadas (Figura 3).
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nilmandélico produz mancha plurpura aproximadamente a
5 cm da origem. Decorridas 2 horas, as manchas sao e
cortadas e uma parte nao colorida de cada fita servi-
ra de prova em branco. Imediatamente, as tiras sdo e-
luidas com 4 ml de solugdao de metanol alcalino por 30
minutos, no escuro, agitando-se ocasionalmente. A se-
guir & feita a leitura espectrofotométrica no compri-

mento de onda de 520 nm.

Calculo:

DxV
X 0,05 = mg de VMA/24 horas
P ~-D
onde
D = Absorbancia do Desconhecido
P = Absorbancia do Padrao mais o Desconhe-
cido

V = Volume de urina de 24 horas

Valores normais: 2 - 11 mg/24 horas




4. RESULTADOS

4.1 - SEPARACAO DE ACIDO 3-METOXI-4-HIDROXIMANDELICO

PELO METODO MODIFICADO

Apds a corrida eletroforética da ali-
guota de urina de 24 horas pelo método descrito, o aci-
do vanilmandélico foi localizado a cerca de 5 cm de

distancia da origem.

A separagao do acido vanilmandélico
dos outros Aacidos fendlicos & muito nitida. O VMA a-
presenta-se numa banda bem estreita de coloragao plr-

pura (FIGS. 3 e 4).

4.2 - SEPARAGAO DE ACIDO 3-METOXI-4-HIDROXIMANDELICO

PELA TECNICA DE EICHHORN & RUTENBERG18

Para tal finalidade as experiéncias
foram realizadas nas condigbes 3ja citadas e as man-
chas de écido vanilmandélico apareceram aproximadamente

a 9 cm de distdncia do ponto de origem (FIG. 5).
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FIGURA 3. SEPARACAO DE ACIDO 3-METOXI-4-HIDROXIMANDELI-
CO PELO METODO MODIFICADO.

1. Foi aplicado 0,2 ml de urina de 24 horas
mais 0,1 ml de solugao padrao de VMA.

2. Foi aplicado 0,2 ml de urina de 24 horas.



FIGURA 4. SEPARACAO DE ACIDO 3-METOXI-4~HIDROXIMANDELI-
CO PELO METODO MODIFICADO.

I - Foi aplicado 0,2 ml de urina de_24 ho-
ras mais 0,1 ml de solugao padrao de VMA.

II =~ Foi aplicado 0,2 ml de urina de 24 ho-
ras.

III - Foi aplicado O,1 ml de solugao padrao de
VMA,
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FIGURA 5. SEPARACAO E MOBILIDADE ELETRO{gRETICA DE
VMA PELO METODO DE EICHHORN & RUTENBERG .
A- Foi aplicado 0,2 ml de urina de 24 horas.
B~ Fol aplicado 0,2ml de urina de 24 horas +
0,1 ml de solugdo padraoc de VMA.
C- Foi aplicado 0,1 ml de solucao padrao de
VMA. ‘
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4.3 - COMPARACEO DOS RESULTADOS DA DETERMINACAO BO ACIDO
VANILMANDELICO EM MG/L PELO METODO DE EICHHORN &

RUTENBERG E O MODIFICADO

Foram realizadas determinagdes em du-

plicata de 17 amostras de urina de diversos pacientes

pelos dois métodos e os resultados estao representados
na Tabela 1. Aplicando aos nossos dados o teste nao pa-
ramétrico de Kolmogorov Smirnov, verificamos auséncia

de diferengas significativas.

4.4, - RECUPERAGAO DE ACIDO VANILMANDELICO ADICIONADO EM

VARIAS AMOSTRAS DE URINA

Para procedermos a prova de recupe-
ragdo fizemos as determinagdes de acido vanilmandélico
em 12 amostras de urina. Feito isto, adicionamos con-
centragoes adequadas de acido vanilmandélico que varia-
vam de 5 a 100 mg/l de acido vanilmandélico e processa

mos novamente a analise.

A média de recuperacao foi de 98,19% e

um desvio padrao da média de 2 1,57. Todas determina-
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TABELA I

Comparacao dos resultados da determinacao de VMA
urinario em mg/l1 pelo método de EICHHORN &
RUTENBERG modificado

Método de Método modificado Diferenca
EICHHORN & RUTENBERG
mg/1 mg/1 %
17,0 16,6 -2,4
16,0 17,4 +8,8
15,3 15,0 -2,0
14,7 | 15,1 +2,7
22,4 23,8 +6,3
33,0 32,5 -1,5
34,0 34,3 +0,9
13,0 15,0 +15,4
13,0 12,8 -1,5
20,7 20,4 -1,4
19,0 18,8 -1,1
320,0 335,0 +4,7
83,0 90,0 +8,4
57,5 53,2 =7 o5
6,3 6,0 -4,8
4,2 4,4 +4,8

8’1 7,9 _2,5
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¢oes foram realizadas pelo método modificado e os resul

tados estao expressos na Tabela II.

4.5 = REPRODUTIBILIDADE DO METODO MODIFICADO PARA DETER-

MINAGAO DE VMA URINARIO

Escolhemos 4 amostras de urina de dife
rentes concentragoes de VMA e realizamos a determina-
g¢do de cada amostra 15 vezes em duplicata. A média (X)
das determinagdes da amostra A foi de 8,37 mg/l com
desvio padrao (s) + 0,56 e coeficiente de variagao (CV)
de 6,69; a amostra B apresentou x equivalente a 21,56,
s £ 0,77 e CV igual a 3,57; a amostra C apresentou x
de 33,17 mg/l, s ¥ 0,52 e CV de 1,56, enquanto que a
amostra D, x igual a 86,28 mg/l, s i 3,57 e cv de

4,13. Os resultados acham-se expressos na Tabela IITI.

4.6 - CURVA DE CALIBRAGAO DE VMA NO COMPRIMENTO DE ONDA

DE 520 nm

Para a realizagao dessa experiéncia

foram aplicados os seguintes volumes de uma solugao de
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TABELA II

Requperagao de VMA adicionado em varias amostras de

urina

VMA encontrado VMA adicionado VMA recuperado Recuperagao

na urina na urina na urina
mg/1 mg/1 mg/1 %
4,4 5,0 8,7 92,5
7,5 5,0 11,4 91,2
32,0 5,0 38,0 102,7
4,4 10,0 15,0 104,1
5,0 10,0 ' 13,0 86,7
7:5 10,0 17,4 99,4
2,0 10,0 12,8 106,6
65,3 10,0 72,9 96,8
5,0 20,0 23,0 92,0
2,0 20,0 22,6 102,7
20,0 20,0 38,0 95,0
32,0 20,0 56,0 107,7
6,0 30,0 32,5 90,3
65,3 30,0 103,2 108,3
3,0 50,0 49,8 93,9
10,0 50,0 57,2 95,3
65,3 50,0 112,8 97,8

8,2 100,0 113,1 _104,5
| Média 98,19

+
S; f 1,57

S; = desvio padrao da média
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TABELA III

CR

Reprodutibilidade do método modificado para'determinaqao

"de VMA urinario

Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D
VMA em mg/l VMA em mg/l VMA em mg/l VMA em mg/l

9,0 21,3 33,6 89,0
8,9 21,8 32,1 92,0
8,4 20,0 33,3 79,6
8,7 21,5 32,7 85,0
8,6 22l 33,4 87,1
8,8 21,6 33,5 86,3
7,0 21,9 32,9 90,0
8,1 20,3 33,8 85,3
8,4 22,0 34,0 91,4
8,7 ‘ 23,0 33,0 84,8
8,5 20,8 32,6 86,9
7,5 22,3 32,8 87,3
8,9 21,0 33,1 86,0
7,8 21,8 33,0 83,5
8,3 22,0 33,8 80,0
X 8,37 21,56 33,17 86,28
s ¥ o,s6 0,77 0,52 3,57
CV = 6,69 3,57 1,56 4,13

X = média aritmética
st . desvio padrao

CV = coeficiente de variacgao
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VMA a 10 mg% nas fitas eletroforeticas: 0,05 ml (5 ug
de VMA), 0,1 ml (10 ug de VMA), 0,15 ml (15 ug de VMA),
0,2 ml (20 yg de VMA), 0,25 ml (25 pug de VMA) e 0,30
ml (30 ug de VMA). ApdOs as ablicagSes, foram feitas as
corridas eletroforéticas nas mesmas condigdes ja descri
tas para o método modificado na determinagdao de VMA
urinadrio. Os resultados estdo apresentados na Tabela
IV e no grafico 1. Todos esses dados indicam a grande
correlagao de absorbancia com a concentracdao de VMA,

4

A linearidade de absorgcao de VMA é superior a 30 ug.

4.7 - MOBILIDADE ELETROFORETICA DA VANILINA PELO METODO

DE EICHHORN & RUTENBERG MODIFICADO

Segundo PISANO & col.38 a vanilina a-
presenta a mesma mobilidade de acido vanilmandélico quan
do se processa a eletroforese em tampao fosfato de pPH
7,4. No entanto, utilizando-se solug¢oes diferentes de
acido acético (para o compartimento catéd%co, 2,5% e pa
ra o compartimento anddico, 0,75%) a mobilidade de va-
nilina foi quase nula enquanto que o acido vanilmandée-

lico migrou aproximadamente 5 cm durante as 5 horas de
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TABELA IV

Correlacao entre a absorbancia e concentraciao de VMA

Volume de VMA Absorbancia de
aplicado Quantidade de VMA VMA
ml Hg
0,05 5 0,08
0,10 10 0,17
0,15 15 - 0,28
0,20 20 0,38
0,25 25 0,45

0,30 30 0,54
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GRAFICO 1. CURVA DE CALIBRAGCAO DE VMA NO COMPRIMENTO
DE ONDA DE 520 nm.
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corrida eletroforética (FIG. 6). A detecgdo dessas subs
tancias no suporte eletroforético foi feito por meio
de eluigao, utilizando-se solucdo de acido cloridrico
0,0lN como eluente e leitura do eluato no comprimento
de onda de 348 nm visto que esses dois compostos apre-

sentam maior absor¢dao nesse comprimento de onda.

A experiéncia foi realizada aplicando-
se em uma fita 0,1 ml de uma solugao contendo O,lmg/ml
de acido vanilmandélico e noutra O,1 ml de uma solucdo

com 0,1 mg/ml de vanilina.
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FIGURA 6, MOBILIDADE ELETROFORETICA DE VANILINA PELO
METODO DE EICHHORN & RUTENBERG MODIFICADO.
Na fita A foi aplicado 0,1 ml de solugdo de

VMA a 0,1 mg/ml e em B, O,1 ml de vanilina a
0,1 mg/ml,



5. DISCUSSAO

O diagndstico laboratorial de feocro-
mocitoma pode ser feito empregando-se provas farmaco-

légicas e quimicas, sendo estas mais precisas.

As provas farmacoldgicas sao perigo-
sas e nao sdao de muita confianga porque ocorrem muitos
resultados falso-positivos e falso-negativos. Nos ca-
sOs positivos, podem dar complicag¢des tais como: choque,

infarto de miocardio e hemorragia cerebral.

Ha dois tipos de provas farmacoldgi-

cas: adrenolitica e provocadora.

A prova adrenolitica consiste na admi-
nistragdo de substdncias blogqueadoras (Regitina) dos
réceptores adrenérgicos. Em caso positivo, ocorre di-
minuigdo de hipertensdo devido a reducdo de catecola-

minas na circulacgao.

O tipo provocador, baseia~se na admi-

nistragao de substancias (histamina) que liberam cateco
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laminas dos tumores e terminagdes nervosas simpaticas.
Nas pessoas com feocromocitoma, ocorre elevagéo de
pressao sanguinea. Essa prova é indicada para pessoas

com pressao sanguinea normal ou ligeiramente elevada.

As provas quimicas visam a determinagao
de catecolaminas urinirias ou de seus metabdlitos. As
catecolaminas sao excretadas pelo rim, cerca de 6% na
forma ndo alterada e o restante como varios metabolitos.
Dentre os metabolitos o acido vanilmandélico encontra-
se na proporgao maior (41%) do que a metanefrina (40%).
Portanto, para o diagndstico de feocromocitoma pode ser
feito determinag¢do tanto das catecolaminas urinarias co-
mo do acido vanilmandélico (VMA) ou metanefrina. A de-
terminagao do VMA urinario leva vantagem sobre as de-
mais provas porque ocorre menor flutuacao da concentra-
gao do VMA entre as amostras urinarias colhidas durante
o dia e a noite. Além disso, as quantidades do VMA ex-
cretadas sao maiores do que seus precursores e seus méto

dos de triagem sao mais praticos do que os de catecola

minas e metanefrina.
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varios trabalhos realizados confirmam
que a determinagao do acido vanilmandélico & um excelente

meio para ¢ diagndstico de feocromocitoma22’29’55, neu-

roblastoma 1 e ganglioneuromal3.

Para a determinagao do VMA urindri®, os
pacientes podem ingerir produtos contendo vanilina38, bau
nilha, banana, café, cha, chocolate etc, sem nenhum pre-
juizo no resultado. Ja houve muitas divergéncias a res-
peito da presenga de vanilina na amostra poils muitas tec
nicas de determinagao envolvem a oxidagao do VMA a vani-
lina que @ medida espectrofotometricamente.

PISANO & col.38 sugeriram que, no seu

método, a vanilina alimentar ndo interfere, porém estes

autores nao fizeram nenhuma experiéncia nesse sentido.

49 47

SANDERMAN & col. e SANDLER & RUTHVEN nao fizeram ne-

nhum comentdrio a respeito, nos seus trabalhos. Entretan

to, os 1ltimos autores foram criticados por MIYAKE &

36

col. por nao corrigirem a vanilina proveniente dos ali-

mentos. VARLEY54 descreveu no seu trabalho, que a vani
lina alimentar & excretada na urina e portanto um "bran
co" de wurina nao oxidada & necessario para a devida coxr

regao.
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HERMAN & MORNEX25 afirmam que os ali-

mentos contendo vanilina causam erros nos métodos de ana
lise do VMA urinario e aconselham uma dieta livre de va

nilina antes e dufante a colheita da amostra.

GREEN & WALKER®® chegaram a4 conclusao

de que a vanilina alimentar n3do interfere nos resulta-
dos alimentando, diariamente, varios pacientes com die-
ta rica em vanilina e determinando o VMA urinario pelo
método de PISANO & col.3§. Além disso, afirmam que nao

ha necessidade de fazer um "branco" da urina nao oxida-

da para corrigir a vanilina de origem dietética.

Utilizando o método eletroforético de
duas solugoes diferentes de acido acético para a deter-
minag&do de VMA urinario, verificamos que ndo ha riscos
de interferéncia de vanilina alimentar visto que a mobili
dade eletroforética desse produto & quase nula,embora sua
mobilidade seja analoga a de VMA, quando se usa tampao

fosfato de pH 7,4.

A fonte eletroforética, construida em

nosso laboratdério, pode ser utilizada com proveito na de
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terminagao do VMA urinario e, obviamente, para separa-
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goes de proteinas de interesse bioldgico. Oferece resul
tados comparaveis com aqueles obtidos com fontes eletro-
foréticas de outras procedéncias. Em virtude do preco
reduzido na aquisicao de matériais para sua construgao,
da simplicidade na montagem e das separagdes eletrofore
ticas satisfatdorias, esse aparelho pode ser conseguido

por.qualquer laboratério clinico de rotina.

Em razao do VMA ser muito instavel,é
interessante, para ter maior reprodutibilidade do méto
do, estabelecer um determinado periodo apds a revelacgao
da fita para proceder a eluigdo e posterior leitura.No
nosso trabalho, a eluigdo foi feita 2 horas apds a reve
lagao das fitas, periodo em que as fitas ainda se man-

tém Gmidas. A eluigdo & rapida e completa.

As fitas devem ser colocadas de ma-
neira que as mesmas fiquem bem esticadas e retas no su
porte. Essas precaugbes sdo importantes para obter bons

resultados,

No decorrer do nosso trabalho tentamos

modificar a concentragao das solugdes de acido acéetico
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utilizadas na cuba eletroforética, com finalidade de
obter melhores resultados, porém fomos infelizes nessa
tentativa. As concentragoes das solugdes de acido a-
cético (2,5% para o compartimento catddico e 0,75% para
o compartimento anddico) descritas no método de EICH-
HORN & RUTENBERG sao mais eficazes porque oferecem se-

paragoes mais nitidas.

A médida de recuperagdo de VMA urina-
rio foli de 98,19%, conforme a Tabela II, confirmando os
resultados de KLEIN & CHERNAIK29. Por outro lado, (o}
nosso resultado foi um pouco inferior ao de PISANO &

col.38

que conseguiram a média de 99,0%. Entretanto, a
faixa de variagao das nossas experiéncias é de 86,7 a
108,3% ao passo que no método de PISANO atinge 87 a
110%. Diante desses resultados o método modificado
pode ser considerado bastante exato além de ser re-
produtivel como mostra a Tabela III. Essa reprodutibi-

lidade é bem superior a do método de ANNINO & col.s.

O método estudado para determinagao
do VMA urinario,pela sua simplicidade, pelo fato de

ndo exigir equipamentos de alto custo, por ndo sofrer
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interferéncia de vanilina alimentar, & de grande utili-
dade no laboratdrio clinico. Além disso, em virtude
desse método ser baseado nos principios eletroforéti-
cos que podem separar particulas que diferem entre si
por pequena diferenca de carga elétrica e sem alterar
a estrutura quimica da substancia oferece grande especi-

ficidade na analise do VMA urinario.
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6. CONCLUSOES

Introduziu-se modificagcdo no método de EICHHORN &
RUTENBERG para determinagdo do VMA urinario con-
sequiu-se reduzir o tempo de analise de 17 horas

para apenas 5 horas.

Os resultados do método modificado sd3o comparaveis

aos do método original.

Foi comprovada a reprodutibilidade e a especifici-

dade do metodo.

A vanilina alimentar ndo interfere na determinagao

do VMA urinario pelo referido método.

0 método descrito & recomendado para gqualquer la-
boratdrio clinico de rotina pela sua maior pratica-
bilidade e baixo custo, em comparagdo a outras téc

nicas de determinagao do VMA urinario.
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7. RESUMO

A determinacao do VMA urinario & im-
portante para diagndstico de feocromocitoma, ganglio-

neuroma e meuroblastoma.

Descreve-se um método simples e eco-
ndmico para determinacdo desse metabdlito urindrio ba-
seado na modificagao do método de EICHHORN & RUTEN-

BERG.,

Pela modificagdo proposta conse-
giu-se a redugao do tempo de analise de 17 horas para

5 horas.



8. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The determination of the urinary ex-
cretion of vanilmandelic acid is important  for the
diagnosis of' pheochromocytoma, ganglioneuroma and neu

roblastoma.

A simple and economic method is des
cribed for the analysis of this urinary . metabolite,
based upon a modification of the technique of EICH-

HORN & RUTENBERG.

The modified method is shown to be
comparable to the original téchnique both in pre-

cision and specificity.

There is no interference from vanillin
in the food and therefore no necessity for dietary
restrictions, usually required in other analytical pro-

cesses.,

The proposed modification reduces the

time of analysis from 17 hours to 5 hours.
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