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1. INTRODUÇÃO

1.1 - BIOSsINTESE DAS CATECOLAMINAS

As cateco1aminas mais importantes prQ

duzidas no nosso organismo são: epinefrina (adrenali-

na), norepinefrina (noradrenalina) e dopamina !8(3,4-di

hidroxifeniletilamina) 1..

As células cromafinicas da medula a-

dre~a1, pu1mio, coração, figado, intestino, cérebro e

os nervos adrenérgicos sio os locais importantes na

sintese das catecolaminas. Na medula adrenal o hormô

nio produzido em maior quantidade é a adrenalina, en-

quanto que nos nervos simpáticos posgang1ionares des-

taca-se a noradrenalina. As cateco1aminas sintetizadas

sã.o armazenadas nas particulas que sao denominadas de

grânulos cromafinicos na medula adrena1 e vesiculas

1 d 39 t' - d . ~t'granu a as nas erm~naçoes os nervos s~mpa ~cos.

A liberação de catécolamina~ dos te-

cidos adrenérgicos em resposta a impulsos sim~áticos
~
e
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dependente de cálci041.

o esgotamento desses hormônios dos

grânulos pode ser provocado através da administração de

reserpina ou outros agentes farmacológicos.

o precursor mais important~ para a-
biossíntese das catecolaminas é o aminoácido aromático

L-tirosina (FIG. 1). Usualmente, a tirosina utiliza-

d 34 .. , d 1 - ..a e provenlente a a,imentaçao ou e sintetizada no

fígado por intermédio de hidroxilação da fenilalani-

na. Na primeira etapa para a biossíntese de cateco-

lamina ocorre uma hidroxilação da tirosina para produ-

zir dihidroxifenilalanina (DOPA). Logo em seguida, 0-

d b '1 - 33ecar OXl açao de DOPA originando a primei-corre a

ra catecolamina (DOPAMINA) que sofre uma hidroxila-

- 30çao produzindo noradrenalina. Esta, apos a metila-

- 10çao transforma-se em adrenalina.

1.2 - FUNÇÕES DAS CATECOLAMINAS

Epinefrina e norepinefrina promovem

uma resposta fisiológica rápida em casos de emoçoes

intensas, esforço muscular, traumatismos em geral,quei

-
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FIGURA 1. BIOSsíNTESE DAS CATECOLAMINAS

A - Tetrahidropterina 3 - Decarboxi1ase da Dopa

B - Dihidrop,ter ina 4 - B oxidas~ da Dopamina

1 - Hidroxilase da Fenilalanina 5 - N-metil transferase da feni1e-....,
2 - Hidroxilase da Tirosina tano1amina
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maduras, grandes mudanças de pressão, exposição ao

frio, e ao calor, hemorragias, infecções, efeito de

alérgenos, injeção de doses excessivas de hormônios,

desnutrição, fome, sede, excesso de insolação etc.

Seus efeitos fisiológicos se manifestam na musculatu-

ra lisa e estriada, no sistema nervoso central, nos

eosinófilos e no metabolismo dos carboidratos e li-

pldeo~.

Quando, esses compostos sao administra

dos em pequenas quantidades, apresentam ações bem dis-

tintas no sistema cardiovascular. Se forem administra....,
das doses muito superiores aos limites fisiológicos

nao se verificará muita diferença.

Epinefrina atua provocando vasocons-

trição das arteríolas que irrigam pele, mucosa e
...

V1S

ceras e vasodilatação de arteriolas dos músculos esque-

léticos. Atua no coração estimulando-o, aumentando a

velocidade e força de contração do músculo cardíaco,

provocando, conseqüentemente, aumento no débito cardía

COo
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Em geral, a epinefrina provoca efeito

vasodilatador, excetuando os casos acima citados enqua~
...,

to a norepinefrina exerce efeito vasoconstritor.

A norepinefrina tem menor efeito no

débito cardíaco do que a epinefrina, embora apresen-

te um efeito excitante em muitas áreas do sistema car

diovascular. Ambos os hormôn~os elevam a pressão san-

guínea, exercendo a norepinefrina efeito mais acentu

ado.

-, A epinefrina provoca relaxamento do

..• 1 1 d b - . 42 •. . . bmuscu o iso os ronqu~os ,estomago, ~ntest~no, ron

quíolos e bexiga. A norepinefrina tem açao menos po-

tente. O efeito broncodilatador não é importante quan-
.....,

do estes compostos são administrados em indivíduos nor-

mais. Entretanto, é acentuado quando os brônquios es-

tão contraídos por alguns agentes farmacológicos como

histamina.

A epinefrina e a norepinefrina elevam

a glicose sanguínea por estimular a glicogenólise hepá-

ticall e por inibir a secreção de insulina35. Esses
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hormônios também estimulam a degradação do glicogenlo

muscular31 e aumentam a concentração de lactato no

l

plasma quando o músculo está em atividade. A glico-

genólise é facilitada em virtude das catecolaminas pr~

.vocqrem um aumento de AMP-cíclico ao ativarem a ade-

nil ciclase 12,19 e subsequentemente ativação da fos-
t

forilase.

No tecido adiposo a epinefrina ativa

"1 48a lipo ise liberando, rapidamente, ácidos graxos e

....,
glicerol. Os ácidos graxos liberados servem CI)mo fon-

te energética e podem facilitar a gliconeogênese no

figado •...,

...,

1.3 - FEOCROMOCITOMA, GANGLIONEUROMA E NEUROBLASTOMA

Feocromocitoma e um tumor do tecido

cromafInic:b. Esse tumor secreta granà.es quantidades

de catecolaminas e sua localização mais frequente43 é

na porção :medular da glândula supra-renal. Entretanto,

pode deserivolver-se em qualquer parte da cadeia simpá-

tica abdominal, apresentando certa propensao a loca-

•.....
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lizar-se ~o redor da aorta e ao nivel da artéria mesen-

térica inferior. Aparece, também, na região perisupra-

renal, na cavidade vesical, nas paredes uretrais, na cavi

dade torácica e na região cervical.

o quadro clinico varia de acordo com a

quantidade de catecolaminas secretada pelo tumor.

paciente apresenta hipertensão intermitente43, que

Todo

pode

progredir até hipertensão permanente e levar, eventual-

mente, à morte devido a complicações como insuficiência

das coronárias, fibrilação ventricular e edema pulmonar.

D t 'h' t ' 13uran e a crlse lper enSlva o paciente pode apresen-

-.. tar cefaléia, palpitações e encefalopatia hipertensiva.

-
Nos casos graves há manifestação de insuficiência car-

díaca congestiva.

o diagnóstico pode ser realizado por

meio de provas farmacolóqicas, radiológicas e determina-

ção de catecolaminas e de seus derivados.

Prova com grande especificidade para

diagnóstico de feocromocitoma56 e a determinação da ex-
.......,

creção urinária de ácido 3-metoxi-4-hidroximandélico(VMA),
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importante metabólito da adrenalina e noradrenalina.

As provas farmacológicas nao são tão exatas como as de

determinações do VMA urinário 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

57 ~ ~nas. O neuroblastoma e um tumor altamente ma11gno,...,,
mais frequente nas crianças e nos adolescentes junta-

mente com, o tumor de Wilms, o glioma e a leucemia. No

embrião em desenvolvimento, os neuroblastos amadurecem

e formam células ganglionares. Do mesmo modo, alguns

neuroblastos podem sofrer maturação espontânea e dar

. t b ~ d 'd l' 57or1gem a umor en1gno, enom1na o gang 10neurona . Du-

rante a transição, encontram-se os dois elementos nos

tumores, tendo-se então ganglioneuroblastoma.

Em conseqüência, muitas das manifes-

tações gerais características de feocromocitoma verifi-

cam-se também em pacientes com outros tumores de origem

neural. Os sinais mais comuns são hipertensão, rubor,

palidez, exantemas, poliúria e polid~psia.
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Grande porcentagem de pacientes com

estes tumores tem aumento de excreção de dopa,dopamina,

--.
noradrena1ina, normetanefrina, ácido homovani1ico e áci

do vani1mandé1ico57 (VMA) •....••

Os pacientes com feocromocitoma excre
i

tam adrena1ina, noradrenalina, metanefrina, normetane-

frina e ácido vanilmandélico (VMA). Os portadores de

gang1ioneuroma e neuroblastoma excretam, além das subs

tâncias acima referidas, grande quantidade de ácido

h '-1' 56 'd t ' - 1 tomovan1 1CO ,cuJa e erm1naçao serve como exce en e

meio para o diagnóstico diferencial.

--.
1.4 - METABOLISMO DA ADRENALINA E NORADRENALINA

O conhecimento do metabolismo desses
.....,

hormônios abriu novas perspectivas para o diagnóstico

de feocromocitoma e de outros tumores de origem neu-

ralo Tanto a epinefrina como a norepinefrina são meta

bolizadas por metilações e oxidações sucessivas da

cadeia lateral formando o ácido 3-metoxi-4-hidroximandé

lico (VMA) , o qual pode ser determinado no plasma e na
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urina. Em 1957,ARMSTRONGI demonstrou a presença de VMA

na urina de pessoas normais e valores muito elevados

nos pacientes portadores de feocromocitoma. Estes valo-

- res são muito superiores aos das catecolaminas que o

originaram, inclusive em períodos intercríticos, quando

as mesmas se encontram normais.

Investigações subsequentes2,3,20,37,44,

45
, confirmaram estas observações e as vias de metabo-

lismo da norepinefrina, que estão sumarizadas na Fig~

ra 2.

Normalmente, apenas 3 a 6 por cento

da norepinefrina é excretado na urina sem alteração meta

bólica, o restante é distribuído em quatro ou

metabólitos urinários 20, 21

mais

I~ Os estudos de AXELROD & col.4,5,6 afir

mam que por açao de O-metil transferase, a norepinefri

na pode sofrer O-metilação para formar normetanefrina.

Porções da normetanefrina, produzida por esta reaçao,

sao exc+etadas na urina na forma livre e conjugada

com ácido sulfGrico. Outra parte da normetanefrina so-

~re deaminação oxidativa pela ação da monoaminoxidase
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FIGURA 2. METABOLISMO DAS CATECOLAMINAS .. 1,4,7,8,11 e 13= aminooxidase; 5 = S oxi;'
dase da Dopamina; 2,3,6,9 e 12 = O-meti 1 transferase; 10 = N-metil transferase
da feniletanolamina.
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7 46
para produzir ácido vanilmandélico '

Mediante via alternativa, a norepin~

frina pode ser deaminada oxidativamente a ácido 3,4-

2 52dihidroximandélico' uma porção deste catabólito

é excretada na urina, porem uma fraçao maior sofre

O t '1 - 1 f ~ 'd '1 d~1' 2,4-me ~ açao para ormar ac~ o van~ man e 1CO .

Vários trabalhos realizados20,2l,52su

gerem que 20 a 40 por cento de norepinefrina endógena é

excretado como normetanefrina livre e conjugada, sendo

o restante excretado, principalmente, como ácido vanil-

mandélico em associação com quantidades menores de ou

tros derivados de ácido mandélico.

...,

As vias metabólicas da epinefrina sao

, 27 32
análogas àquelas da norepinefr1na ' , levando a ex-

creçao de metanefrina livre e conjugada, ácido vanil-

mandélico e a outros derivados de ácido mandélico.

KETY & col.26, em 1961, estudaram a composição dos me-

tabólitos urinários, após a injeção de epinefrina mar-

cada e os seguintes resultados foram encontrados:

l
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Epipefrina nao marcada ........... 6%

Metanefrina ................... 40%

Âcido vanilmandélico .............. 41%

4-hidroxi-3-metoxifenilglicol .•...• 7%

Âcido 3,4-dihid~oximandélico ....•. .. 2%

C9mpostos não identificados • • • • • • 00 4%

o ácido 3-metoxi-4-hidroximandélico p~

d b li d d· d - 'd ~l' 16,17,50e ser meta o za o pro UZ1n o aCl o van1 1CO e

'1' 50van1,1pél. •

1.5 - MtTODOS PARA DETERMINAÇÃO DE VMA URINÂRIO

Existem numerosas técnicas para dete~

minação do ácido vanilmandélico incluindo métodos de ex-

- l' 22,38,47,49 ~ , ~f' 8,23,traçao se et1va , tecn1cas cromatogra 1cas

~8,40 e eletroforéticas18,53. A maioria dos métodos para

a avaliação 40 ácido vanilmandélico baseia-se em:

- Oxidação do ácido vanilmandélico a

vanilina, que é determinada espec-

trofotometricamente.
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- Reação de copulação do ácido vanil

mandélico com sal de diazônio de

p-nitroanilina para formar um azo

derivado que pode ser determinado

espectofotometricamente.

•...•,

Os primeiros métodos para a determina-

çao de ácido vanilmandélico eram complexos9, entretanto,

SANDLER & RUTINEN47 simplificaram empregando a colorim~

tria. Em 1960, GITLOW & col.22 introduziram técnica co-

lorimétrica que se baseia na extração de VMA da urina

com acetato de ~tila. Após o tratamento com p-nitroani-

lina O azoderivado formado era medido espectrofotom~

tricamente. ° método apresenta desvantagem pelo fato

do acetato de etila extrair, além do ácido vanilmandé-

lico outros ácidos fenólicos.

Em 1961, KLEIN & CHERNAIK29 determina-

raro o VMA na urina utilizando a eletroforese de baixa

-. voltagem em papel de filtro. A técnica apresenta certa

desvantagem porque a substância, em análise, precisa

ser extraída, previamente, da urina, a fim de ser aplic~

da no suporte eletroforético.
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38Nesse mesmo ano, PISANO & co1. des-

creveram uma técnica ainda muito utilizada. Esta com-
I

preende a éxtração ~rinária de ácido 3-metoxi-4-hidroxi

- mandé1ico com acetato de etila; a seguir o extrato -e
tratado com periodabo para cOnverter o VMA em vanilina

qu~ ~ 4etetm~nada e~pectrofotometricamente. Esta téc-

Oica é ~~z~avelmentJ especifica, embora muito
, I,

dev~do as ~xtrações sucessivas.

operosa

Em 1963, EICHHORN & RUTENBERG'18adap-

~aram nQva técnica de eletroforese em papel de filtro,. . , ,

utJlizando duas soluções de concentrações diferentes,
I ,

p~r~ a anáiise de ácido vanilmandélico e de outros áci-

40s fenólicos na urina. O ácido vanilmandélico, sepa-

rado por eletroforese, é determinado, colorimetrica-

mente no eluato. Trata-se de método simples e específi

COo Tem sua vantagem porque não há necessidade do tra-

tamento prévio da urina, -porem mostra o inconveniente

de ser uma análise demorada.

HERMAN, em 1964, modificou a técni-

ca proposta por STUDNITZ & HANSON53, que utilizava e-

letrofore;sede alta tensão para determinação do VMA
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urinário. As modificações resumiam-se em utilizar fi-

tas de acetato de celulose em vez de papel de

baixa voltagem, tampão de pH e força iônica

filtro,

diferen-

teso Nestas condições pode-se determinar o VMA uriná-

'rio em 4 hOras ou menos. Sem dúvida nenhuma, é um méto

do rápido e ~specIfico; entretanto, e necessário fazer

uma extração prévia do VMA urinário com acetato de eti-

la.

8Em 196'5, ANNINO & colo desenvolveram

técnica para a determinação do VMA na urina utilizando

cromatografia em camada delgada. A urina é tratada com

ácido clorIdrico e Florisil, extraIndo o VMA com aceta-

to de etila. O extrato é cromatografado em sílica gel,

utilizando-se, como solvente, uma mistura de butanol,á-

cido acético e
~
agua. A fração do VMA é detectada por

meio de uma solução alcalina de p-nitrqanilina diazotado.

Após a eluição a leitura é feita no espectrofotômetro.

Embora este método seja um pouco demorado, oferece bons

resultados e
~e relativamente simples.

Recentemente, KAHANE & col.28 descre-

veram método para análise do ácido vanilmandélico uri-
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nário usando cromatografia a gás. Neste método o VMA,

extraído da urina com acetato de etila, é oxidado a

vanilina por periodato de sódio. A vanilina é transfor

...., mada, primeiramente, em O-metil oxima pela reação com

cloreto de metoxiamina em piridina. Logo a seguir, tra

tando a Q-metil oxima com Sil-Prep, forma-se o éter..,.
O-metil oxima-trimetilsilil que é determinado a baixa

temperatura em cromatógrafo a gas. É um método que

ainda não pode ser adotado por muitos laboratórios

clínicos devido a necessidade de equipamentos caros

e, além disso, os resultados das determinações sao

similares aos de outros métodos.
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J, 2. PROPOSIÇÃO

Para o ,nosso estudo sobre a determi-

naçao do VMA urinário escolhemos o método eletroforé

tico de baixa voltagem em papel de filtro, preconiza-

do por EICHHORN & RUTENBERG18•

Procuramos introduzir modificações

nessa técnica com a finalidade de realizar a análi-

~e em menor tempo possível tornando-a mais simples e

ao alcance de muitos laboratórios de rotina.

C,; _



3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 - COLHEITA DO MATERIAL

utilizamos urina de 24 horas, colhi

da num recipiente contendo 2 m1 de He1 concentrado, de

diversos pacientes sem nenhuma recomendação dietética.

3.2 - APARELHAGEM UTILIZADA

3.2.1 - Fonte de e1etrofor'ese

Utilizamos duas: uma de procedência

inglesa marca "EEL" com capacidade para 600 V e 50 mA

e outra construIda no nosso laboratório com capacidade

para 250 V.

3.2.2 - Cuba e1etroforética

Utilizamos cuba nacional marca "perma

tron" a qual comporta um suporte de até 15 cm, e a cu-

ba "E1phor" que pode utilizar suporte de até 30 cm. O

pape~ de filtro utilizado foi o de marca Whatman 3 MM.
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3.2.3 - Espectrofotômetro

Para as leituras espectrofotométricas

utilizamos o Espectrofotômetro marca Coleman Junior 11-

Modelo 6/20.

l
3.3 - REAT1VOS

3.3.1 - .§oluções eletrofo~ética~

a) So~ução de ácido acético*a 2,5%

v/v para o compartimento catódico •
.....,

~ • *b) Solução de acido acetico a 0,75%

v/v para o compartimento anódico.

3.3.2 - Solus;:ãs>~drão 5!e ácido 3-me-t:2_xi-4:-hidro-

• **ximan'delico
.....,

A solução padrão contendo 0,1 mg/ml

foi preparada dissolvendo-se 10 mg de ácido 3-metoxi-4-

hidroximandélico em 100 ml de ácido clorídrico 0,01 N.

Essa solução foi guardada na geladeira em frasco escuro.
--_ ..__ ._._-
*
**

Reagente da Merck, PA.
Reagente da Sigmai PA •

.....,
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Para o preparo dessa solução foram

dissolvidos 10 g dê p-nitroanilina em 20 ml de ácido elo

rídrico concentrado e o volume completado a 1 litro com

água destilada. A solução foi conservada em frasco es-

curo, no refrigerador.

Essa solução contendo 2 g por litro

em água destilada, foi preparada semanalmente e conser-

vada na geladeira em frasco escuro.

Para o preparo deste reativo, mistu-

ra~se 7,5 ml da solução de p-nitroanilina com 10 ml da

solução de nitrito de sódio e após 1 minuto, adiciona-

se 20 ml de carbonato de sódio a 10%. Esse reagente~
I

era preparado sempre no momento de uso.

---------------------------,-----------,~- -
Reagente da Merck, PA.

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

3.3.8 - Solução de carbonato de sódio a 2%
...•

I~ 3.3.9 - Solução alcalina de metanol

Essa solução foi preparada adicio-

nando-se vagarosamente 2 volumes de metanol anidro a um
t

volume de solução de carbonato de sódio a 2%.

3.4 - M:E:TODOS

..,.
3.4.1 - Determinação de ácido 3-metoxi-4-hidroxi-

mandélico na urina pelo método de EICH-

BORN & RUTENBERG 18

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

COo Para cada corrida eletroforética foram utilizadas

duas fitas. Em uma das fitas, aplica-se 0,1 ml da so-

lução padrão de ácido vanilmandélico. A secagem do

material aplicado é feita com o auxílio 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. Após ter enchido o compartimento catódico

com solução de ácido acético a 2,5% e o anódico com á-

cido acético a 0,75%, molha-se as extremidades das fi-

tas com as respectivas soluções. As fitas sao colo-

cadas adequadamente na cuba eletroforética. Quando as

fitas estiverem completamente úmidas, aplica-se uma,
corrente constante de 1 ITÃ por fita durante 17 horas.

No fim desse periodo, secam-se as fitas a temperatura

ambiente e depois se aquece por 30 minutos a 80oC. Em

segu~da as fitas são mergulhadas por 30 segundos no

diazo-reativo; logo após se observam bandas
~

purpuras

a 9 cm da origem que correspondem ao ácido 3-metoxi-4-

hidroximandé1ico. Enquanto as fitas estiverem mo1ha-

das, cortam-se as bandas de VMA que sao identifica-

das pelo padrão e são colocadas em tubos de hemóli-

se. Num outro tubo, coloca-se uma banda de outra

parte do papel do mesmo tamanho que servirá de bran-

COo Aos três tubos, adicionam-se 4 ml de metanol a1-

calino. O conjunto é 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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Cálculo:

D x V
x 0,05 = mg de VMA/24 horas

P - D

onde

o = Absorbância do Desconhecido

P = Absorbância do Padrão mais o Desconhe-

cido

V = Volume de urina de 24 horas

Valores normais: 2 - 11 mg/24 horas

3.4.2 - Método modificado par~determinação de

ácido 3-rnetoxi-4-hidroxirnandélico uriná-

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 solução pa-
I

drão de ácido vanilmandélico. A origem ou ponto de

...---------_ .._~----- -~--_._~-
Foi realizada uma adaptação no suporte eletroforéti-
co para que as fitas possam ficar bem esticadas (Fi-
gura 3) •

...•
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aplicação fica mais ou menos a 5 cm de uma das extre-

midades das fitas. Com uma pipeta, molha-se o lado

mais compr~.dodas fitas com a solução de ácido acético

a 0,75%. O lado mais curto, molha-se com a solução de

átiqo acético a 2,5% de tal modo que as duas frentes

de líquido se encontrem na região de origem onde es-

tão as manchas de urina. Logo após, apertam-se os pa-

*rafusos do suporte para que as fitas fiquem bem esti-

cadas. Finalmente o conjunto é colocado na cuba to-

mando-se o cuidado de deixar a origem próxima do polo

negativo. Liga-se o aparelho, ajustando-se a 220 V e

procede-se a corrida eletroforética durante 5 horas. Pa

ra evitar que gotas de condensação caiam em cima das

fitas, forra-se a tampa, por dentro, com papel de fil-

tro. Após a corrida eletroforética, secam-se as fitas

- ã temperatura ambiente e depois numa estufa a

durante 30 minutos. A seguir, as fitas são colocadas

num recipiente contendo diazo-reagente, ficando mergu-

lhadas nessa solução durante 30 segundos. O ácido va-

~*---------~-------------------------------------------.-----------
Foi realizada uma adaptação no suporte eletroforético
para que as fitas possam ficar bem esticadas(Figura 3).
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nilmandélico produz mancha púrpura aproximadamente a

5 em da origem. Decorridas 2 horas, as manchas sao re

cortadas e uma parte não colorida de cada fita servi-

rá de prova em branco. Imediatamente, as tiras sao e-

lriídas com 4 ml de solução de metanol alcalino por 30

minutos, no escuro, agitando-se ocasionalmente. A se-

guir é feita a leitura espectrofotométrica no compri-

mento de onda de 520 nm.

Cálculo:

D.xV
x 0,05 = mg de VMA/24 horas

P - D

onde

-
D = Absorbância do Desconhecido

P = Absorbância do Padrão mais o Desconhe-

cido

V = Volume de urina de 24 horas

Valores normais: 2 - 11 mg/24 horas

l



4. RESULTADOS

4.1 - SEPARAÇÃO DE ÁCIDO 3-METOXI-4-HIDROXIMAND~LICO

PELO M~TODO MODIFICADO

Após a corrida eletroforética da alí-

quota de urina de 24 horas pelo método descrito, o áci-

do vanilmandélico foi localizado a cerca de 5 cm de

distância da origem.

A separaçao do ácido vanilmandélico

dos outros ácidos fenólicos é muito nítida. O VMA a-

presenta-se numa banda bem estreita de coloração púr-

pura (FIGS. 3 e 4).

4.2 - SEPARAÇÂO DE ÁCIDO 3-METOXI-4-HIDROXIMAND~LICO

PELA T~CNICA DE EICHHORN & RUTENBERG18

Para tal finalidade as experiências

foram real~zadas nas condiç"Ões já citadas e as man-

chas de ác~do vanilmandélico apareceram aproximadamente

a 9 cm de; distância do ponto de origem (FIG. 5).
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FIGURA 3. SEPARAÇÃO DE ÁCIDO 3-METOXI-4-HIDROXIMANDÉLI-
\~ CO PELO MÉTODO MODIFICADO.

1. Foi aplicado 0,2 rol de urina de 24 horas
roais 0,1 rol de solução padrão de VMA.

2. Foi aplicado 0,2 rol de urina de 24 horas.
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FIGURA 4. SEPARAÇÃO DE ÁCIDO 3-METOXI-4-HIDROXlMANDÉLI-
CO PELO MÉTODO MODIFICADO.

I - Foi aplicado 0,2 rol de urina de 24 ho-
ras roãis 0,1 rol de solução padrão de VMA.

11 - Foi aplicado 0,2 rol de urina de 24 ho-
ras.

111 - Foi aplicado 0,1 rol de solução padrão de
VMA.

L
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FIGURA 5. SEPARAÇÃO E 'MOBILIDADE ELETROF~RÉ'rICA DE
VMA PELO MÉTODO DE EICHHORN & RUTENBERG1 •

,A- Foi apli'cado 0,2 rol de urina de 24 horas.
B- Foi aplli_,cado O, 2ml de urina de 24 horas +

071 rnl de solução padrão de VMA.
C- Foi iap1l..,]:.c.ado0,1 rol de solução padrão de

VMA.
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4.3 - COMPARAÇÃO DOS RESULTADOS DA DETERMINAÇÃO

VANILMAND~LICO EM MG/L PELO M~TODO DE EICHHORN &

RUTENBERG E O MODIFICADO

Foram realizadas determinações em du-

plicata de 17 amostras de urina de diversos pacientes

pelos dois ~étodos e os resultados estão representados

na Tabela 1. Aplicando aos nossos dados o teste não pa-

ramétrico de Kolmogorov Smirnov, verificamos ausência

de diferenças significativas.

4.4. - RECUPERAÇÂO DE ÁCIDO VANILMAND~LICO ADICIONADO EM

VÁRIAS AMOSTRAS DE URINA

Para procedermos a prova de recupe-

raçao fizemos as determinações de ácido vanilmandélico

em 12 amostras de urina. Feito isto, adicionamos con-

centrações adequadas de ácido vanilmandélico que varia-

vam de 5 a 100 mg/l de ácido vanilmandélico e process~

mos novamente a análise.

A média de recuperaçao foi de 98,19% e

+um desvio padrão da média de - 1,57. Todas determina-
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~I!l.Earaç_ãodos
urinário em

~~u1 tad0fl..-ª.él..det~!",!lliIl?.Q~ode VMA

mg/.+ pelo m~todo de~ICH!:!9..ill'!.._!
RUTENBERG modificado

------- ----------_ ...__ .:.....,.. ...•...-.
Método de Método modificado Diferença

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

20,1 20,4 -1,4

19,0 18,8 -1,1

320,0 335,0 +4,7

83,Ó 90,0 +8,4

57,5 53,2 -7,5

6,3 6,0 -4,8

4,2 4,4 +4,8

8,1 7,9 -2,5
....., ------~--~_.._._-----------------_._--



-33-

ções foram realizadas pelo método modificado e os resul

tados estão expressos na Tabela lI.

4.5 - REPRODUTIBILIDADE DO MÉTODO MODIFICADO PARA DETER-

MINAÇÃO DE VMA URINÁRIO

Escolhemos 4 amostras de urina de dife

~entes concentrações de VMA e realizamos a determina-

ção de cada amostra 15 vezes em duplicata. A média (x)

das determinações
,

da amostra A foi de 8,37 mg/l com

desvio ~adrão (s) + 0,56 e coeficiente de variação(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 - 3,57 e CV de

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

4.6 - CURVA DE CALIBRAÇÃO DE VMA NO COMPRIMENTO DE ONDA

DE 520 nm

Para a realização dessa experiência

foram aplicados os seguintes volumes de uma solução de
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TABELA 11

...,
urina

--------. -----
VMA encontrado VMA adicionado VMA recuperado Recuperação

na urina
rng/1

na urina
rng/1

na urina
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- + 1,57x--__ ._- ,----_ ..._---- ._----_.-_._------_. ----- _'--
s- = desvio padrão da médiax

....,
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TABELA 111

Reprodut'ibilidade do m~toq.2....modifica~o..E..cg~term.t~axão

de VMA U:rinário

Amas ti9r a'" ,A Amostra B Amostra C Amostra D
•....• VMA em mg/1 VMA em mg/1 VMA em-mg/l VMA em mg/1

--
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 22,1 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
....,

2,4 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
,......

I - 86,28x 8,37 21,56 33,17

+ 0,56 0,77 0,52 3,57s -
CV = 6,69 3,57 1,56 4,13--. -_..._---._----_._------_ .._._----, -_._-- ..-_.

x = média aritmética

s== desvio padrão

CV = coeficiente de variação

-,
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VMA a 10 mg% nas fitas eletroforéticas: 0,05 rol (5 jJg

de VMA), 0,1 ml (lO jJg de VMA), 0,15 ml (15 jJg de VMA),

0,2 ml (20 jJg de VMA), 0,25 rol (25 jJg de VMA) e 0,30

ml (3'0jJg de VMA). Após as aplicações, foram feitas as

corridas eletroforéticas nas mesmas condições já descri

tas para o mé,todo modificado na determinação de VMA

-(1 urinário. Os resultados estão apresentados na Tabela

IV e no gráfico 1. Todos esses dados indicam a grande

correlação de absorbância com a concentração de VMA.

A linearidade de absorção de VMA é superior a 30 jJg.

-
4.7 - MOBILIDADE ELETROFORÉTICA DA VANILINA PELO MÉTODO

DE EICHHORN & RUTENBERG MODIFICADO

. .•.

38Segundo PISANO & colo a vanilina a-

presenta a mesma mobilidade de ácido vanilmandélico qu~n

do se processa a eletroforese em tampão fosfato de pH

7,4. No entanto, utilizando-se soluções diferentes de

ácido acético (para o compartimento catódico, 2,5% e p~
J

ra o compartimento anódico, 0,75%) a mobilidade de va-

nilina foi quase nula enquanto que o ácido vanilroandé-

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

~rrelação entre a absorbância e co~~ração de VMA

Volume de VMA Absorbância de
aplicado Quant~dade de VMA VMA

rol ]Jg

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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Abs
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GRÁF~co 1. CURVA DE CALIBRAÇÃO DE VMA NO COMPRIMENTO
DE ONDA DE 520 nm.
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corrida eletroforética (FIG. 6). A detecção dessas subs

tâncias no suporte eletroforético foi feito por meio

qe eluição, utilizando-se solução de ácido clorídrico

O,OlN como eluente e leitura do eluato no comprimento

de onda de 348 nm visto que esses dois compostos apre-

sentam maior ,absorção nesse comprimento de onda.

A experiência foi realizada aplicando-

se em uma fita 0,1 ml de uma solução contendo O,lmgjml

de ácido vanilmandéiico ~ noutra 0,1 ml de uma solução

com 0,1 mgjrnl de vanilina.
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5 cm

A

o

B

Vanilina

FIGURA 6. MOBILIDADE ELETROFORtTICA DE
M~TODO DE EICHHORN & RUTENBERG
Na fita A foi aplicado 0,1 ml
VMA a 0,1 mg/ml e em B, 0,1 ml
0,1 mg/ml. -

VANILINA PELO
MODIFICADO.
de solução de
de vanilina a

l

....,
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5. DISCUSSÃO

O diagnóstico laboratorial de feocro-

mocitoma pode ser feito empregando-se provas farmaco-

lógicas e quimicas, sendo estas mais precisas .

As provas farmacológicas sao perigo-

sas e nao sao de muita ~onfiança porque ocorrem muitos

resultados falso-positivos e falso-negativos. Nos ca-

sos posit~vos, podem dar complicações tais como: choque,

infarto de miocdrdio e hemorragia cerebral.

Há dois tipos de provas farmacológi-

cas: adrenolítica e provocadora .

A prova adrenolítica consiste na admi-
.:

nistração de substâncias bloqueadoras (Regitina) dos

receptores adrenérgicos. Em caso positivo, ocorre di-

minuição de hipertensão devido a redução de catecola-

minas na circulação.

O tipo provocador, baseia-se na admi-

nistração de substâncias (histamina) que liberam cateco
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laminas dos tumores e terminações nervosas simpáticas.

Nas pessoas com feocromocitoma, ocorre elevação de
- .•.pressao sangu1nea. Essa prova e indicada para pessoas

com pressão sanguínea normal ou ligeiramente elevada.

As provas quImicas visam a determinação

de catecolaminas urinárias ou de seus metabólitos. As

catecolaminas sao excretadas pelo rim, cerca de 6% na

forma não alterada e o restante como vários metabólitos.

Dentre os metabólitos d ácido vanilmandélico encontra-

--.
I

se na proporçao maior (41%) do que a metanefrina (40%).

Portanto, para o diagnóstico de feocromocitoma pode ser

feito determinação tanto das catecolaminas urinárias co-

mo do ácido vanilmandélico (VMA) ou metanefrina. A de-

__,
, terminação do VMA urinário leva vantagem sobre as de-

mais provas porque ocorre menor flutuação da concentra-

ção do VMA entre as amostras urinárias colhidas durante

o dia e a noite. Além disso, as quantidades do VMA ex-

cretadas são maiores do que seus precursores e seus méto

dos de triagem são mais práticos do que os de catecola

minas e metanefrina.
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V&r~os trabalhos realizados confirmam

...., que a determinação do ácido vanilmandélico é um excelente

, di ~ t' d f 't 22,29,55me10 para o agnos 1CO e eocromOC1 orna , neu-

roblastoma 57 e ganglioneuroma13

Para a determinação do VMA urinário, os

pacientes podem ingerir produtos contendo vanilina38, ba~

ntlha, banana, café, chá, chocolate etc, sem nenhum pre-

juizo no resultado. Já houve muitas divergências a res-

peito qa presença de vanifina na amostra pois muitas téc

nicas de determinação envolvem a oxidação do VMA a vani-

lina que é medida espectrofotometricamente.

38PISANO & colo sugeriram que, no seu

método, a vanilina alimentar não interfere, porém estes

autores nao fizeram nenhuma experiência nesse sentido.

49 47 - ,SANDERMAN & colo e SANDLER & RUTHVEN nao f1zeram ne-

nhum comentário a respeito, nos seus trabalhos. Entretan

to, os últimos autores foram criticados por MIYAKE &

1 36 - , , '1' , t d l'co. por nao corr1g1rem a van1 1na proven1en e os a 1-

mentos. VARLEy54 descreveu no seu trabalho, que a vani

lina alimentar é excretada na urina e portanto um libra!!,

co~ de urina não oxidada é necess~rio para a devida cor

reçao .

......,
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HERMAN & MORNEX25 afirmam que os ali-

l mentos contendo vanilina causam erros nos métodos de aná

lise do ~ urinário e aconselham uma dieta livre de va

nilina antes e durante a colheita da amostra.

GREEN & WALKER24 chegaram à conclusão

de que a vanilina alimentar não interfere nos resulta-

dos alimentando, diariamente, vários pacientes com die-

ta rica em vanilina e determinando o VMA urinário pelo

método de PISANO & col.3~. Além disso, afirmam que nao

há necessidade de fazer um "branco" da urina não oxida-

da para corrigir a vanilina de origem dietética.

Utilizando o método eletroforético de

duas soluções diferentes de ácido acético para a deter-

minação de VMA urinário, verificamos que não há riscos

de interferência de vanilina alimentar visto que a mobili

dade eletroforética ·desse produto é quase nula,embora sua

mobilidade seja análoga a de VMA, quando se usa tampão

fosfato de pH 7,4.

A fonte eletroforética, construída em

nosso laboratório, pode ser utilizada com proveito na de
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terminação do VMA urinário e, obviamente, para separa-

ções de proteínas de interesse biológico. Oferece resul

tados comparáveis com aqueles obtidos com fontes eletro-

foréticas de outras procedências. Em virtude do preço

reduzido na aquisição de materiais para sua construção,

da simplicidade na montagem e das separações eletroforé

ticas satisfatórias, esse aparelho pode ser conseguido

por. qualquer laboratório clínico de rotina.

Em razão do VMA ser muito instável,é

.....,

interessante, para ter maior reprodutibilidade do méto

do, ~stabelecer um determinado período após a revelação

da fita para proceder a eluição e posterior leitura.No

nosso ~rabalho, a eluição foi feita 2 horas após a reve

lação das fitas, período em que as fitas ainda se man-

têm úmidas. A eluição é rápida e completa.

....,

.....,

As fitas devem ser colocadas de ma-

neira que as mesmas fiquem bem esticadas e retas no su

porte. ~ssas precauções são importantes para obter bons

resu+tados.

No decorrer do nosso trabalho tentamos

modificar a concentração das soluções de ácido acético
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utilizadas na cuba eletroforética, com finalidade de
...,

obter melhores resultados, porém fomos infelizes nessa

tentativa. As concentrações das soluções de ácido a-

cético (2,5% para o compartimento catódico e 0,75% para

o 6ompartimento anódico) descritas no método de EICH-

HORN & RUTENBERG são mais eficazes porque oferecem se-

parações mais nitidas.

A médida de recuperaçao de VMA uriná-

rio foi de 98,19%, confoime a Tabela 11, confirmando os

29resultados de KLEIN & CHERNAIK . 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 variação das nossas experiências é de 86,7 a

108,3% ao passo que no método de PISANO atinge 87 a

110%. Piante desses resultados o método modificado

pode ser considerado bastante exato além de ser re-

produtivel como mostra a Tabela 111. Essa reprodutibi-

~ ~ 8
lidade e pem superior a do metodo de ANNINO & colo .

o método estudado para determinação....,
do VMA urinário,pela sua simplicidade, pelo fato de

não exigir equipamentos de alto custo, por não sofrer

I -,
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interferência de vanilina alimentar, é de grande utili-

dade no laboratório clínico. Além disso, em virtude

desse método ser baseado nos princípios eletroforéti-

cos que podem separar partículas que diferem entre si

por pequena diferença de carga elétrica e sem alterar

a estrutura q~ímica da substância oferece grande especi-

ficidade na análise do VMA urinário.
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6. CONCLUSÕES

1. Introduziu-se modificação no método de EICHHORN &
I

RUTENBERG para determinação do VMA urinário con-

seguiu-se reduzir o tempo de análise de 17 horas

para apenas 5 horas.

2. Os resultados do método modificado sao comparáveis

aos do método original.

3. Foi comprovada a reprodutibi1idade e a especifici-

dade do método.

4. A vanilina alimentar nao interfere na determinação

do VMA urinário pelo referido método.

5. O método descrito é recomendado para qualquer la-

boratório clínico de rotina pela sua maior pratica-

bilidade e baixo custo, em comparaçao a outras téc

picas de determinação do VMA uririário.



7. RESUMO

A determinação do VMA urinário é im-

portante para diagnóstico de feocromocitoma, ganglio-

neuroma e meurob1astoma.

Descreve-se um método simples e eco-

nômico para determinação desse metabó1ito urinário ba-

seado na modificação do método de EICHHORN & RUTEN-

BERG.

Pela modificação proposta conse-

giu~se a redução do tempo de análise 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

roplastoma.

A simp1e 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 technique both in

cision and specificity.

pre-

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 ana1ysis from 17 hours to 5 hburs.
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