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En el afio 1964 mi querido y admirado maestro sl Profesor.
D. José& Cruz Aufion vino como tantas vaces a sentarse Jun
to a nosotros y apoyando,.sus brazos en la mesa del Labo-

ratorio nos habld de un enfermo qus estaba hospitalizado

" en la Salé de 5., Isidoro. BPresentaba este enfermo sinto-

mas de poseer un feocromocitoma, crisis hipertensivas, -
hipergluéemia en las crisis etc. Desde aqusl dia el esty
diogde las catecolaminas, su metabolismo ¥y su degrada=e—e
cidn y sobre toao el ihterés clinico de estas sustancias
fué desarroilado y expuest@ ante nuestros ojoe por &l ==
con una ciencia y maestria de sabio y con una pacisncig
y carifio de padre. Estas charlas al igual que otras que
durante muchos afios, todas las tardes, sin perder ni un

, £ . . .
solo dia, nos hacia saborear sentados junto a las moesas

‘de trabajo del labsratorio suscitaron en mi un enorme in

terés por la bioquimica y en este casc concreto por las
catecolaminas,

Fué D. José el que finalizados ya nuestros astudios de =
medicina nos mando a Gayodo y a mi a trabajar con el Dr.
K&sser en el Tifenan Spital de Berna donde aprendimog we

on de las catg.

2

ias técnicas necesarias para la dosificec
colaminas., |

Por esteo y por otras muchas, muchisimas cosas que hizo =
per nosotros, per ensefiarnos a amar al enfermo con el cg
razén del Laboratorio, pur abrir nuestros cjos al inmeso

mundo de la bicquimica y por ensefiarnus el porgus = am s
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del laboratorio y sobre todo el paraqué del laborato=-

rio gquiero expresarle mi mas profundo agradecimiento -

ya que sin su apoyo este trabajo de tesis no hubiera =

sido posible,

Mi agradecimiento tambisn al Dr. Serrsra Contreras gran
conccedor de la bioquimica hormonal por su inestimable

ayuda en la realizacidbn de esta tesis. Tambien al Prow=-
éesor Suarez Perdigueroc que tan amablemente ms ha sumi

nistrado la mayoria de los casos sobre los que se ha =

reZlizado esta tesis. En el mismo sentido agradezco ~=

tambien su colaboracibn a los profssores Sanchez de la

Cuesta, Aznar, Zarapico, Garcia Diaz, Gonzalez Meneses,

y Conde Hernandsz.
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LOS NETABOLITUS DE LAS CATECOLAMINAS EN LA FISIOPATOLO- -

GIA Y DIAGNOSTICO DE LOS TUMORES DE LA CRESTA NEURAL

JUSTIFICACION DEL PROBLEMA.-
{‘ El diagnéstico y la explicacidn de la fisio

pétologia de los tumores que pueden derivar de la gres

ta neural ha sido durante mucho tiempo dificil de realji

*

zar y de explicar.

Esta dificultad estriba primeramente en la
gran vériabilidad de signos clfnicos que estos tumorss
producen, segundo en la gran cantidad de tumores de ca=~
racteristicas diferentes que tienen el mismo origen, es
decir la cresta neural, tercero el no muy complsto cong
cimiento que se ha tenido de los diferentes pasos meta=-
bélicos de las cqte&claminas desde su formacién hasta =~
su eliminacidne. El conocimientoc de estos pasos, asi como

.
la aparicidn de métodos que permiten valorar cuantitati
vamente las catecolaminas y sus metabolitos, ha supues=—
to por tanto una gran ayuda en el dificil diagndstico -
de estos tumores. Es mas, podriamos decir que gracias =
a sstos conocimientos y a estos métodos de valoracibn,-
- podriamos hacef una "biopsia bioquimica de estos tumow=-
res y llegar asi, casi con una completa seguridad, a su

diagndstico.

De aqui nuestro interés al presentar:



A) En priher‘lUgar un estudio detallado del metabolismo .

de estas sustanci,s dedicando especial atencifn a sus

catobolitose.

B) En segundo lugar, la descripcién de los métodos con-
,los que podemos valorar cuali y cuantitativamente eg

tas sustancias dedicando un especial interés a las =~

técnicas cromatogréficas.

é)'Eﬁ tercer lugar, nuestra experiencia en el empleo ds
estas técnicas que han sido utilizadas no selo para-
el diagndstico de los tumores derivados de la cresta
ngural, sino tambien en el de otros-p:ocescs en lose~

que existe alteracidn de estas sustancias.

%



CAFITULG I

- BIOQUIMICA DE LAS CATECOLAMINAS

Se designa por catscolaminas a aquellas moléculas que =
poseen un nﬁcleu central llamade catecol formado por e
un grupo fendlico con dos grupos OH en posicidn orto y

que tienen ademas una cadena latsral con una funcidn ==

amina ( Ver esquema),

BIOSINTESIS DE LAS CATECOLANINASe=

Para realizar el estudio de la biosintesis de las cate-
colaminas es necesaric enn primer lugar tratar aungue =
ssa muy'somefamente de la embrioleogia y la histoquimia
de la médula suprarrenal.

En 1.930 los estudioskrealizados por Ven=Campenhout dee
mostraron que el origen de la médula adrsnal se encuen=-
tra a nivel de las crestas neurales unido a todo el sig
tema simpdtico. De las células paraganglionares qus prg
liferan en cada metdmera, solo subsisten las relacicna
das con la formacibn del spitelio celémico, esbozo de «
la médula suprarrenal. La difqrsnciacién de estas cdluw
las ssg marcan por una propiedad tinterial qus es la ds
ennegrecerée porflas sales de cromo, de aqui sl nombre-
de células cromafines dada porsKohne

Blaschko, utiiizando esta propiedad tintorial y la cenw~
trifugacién diferencial, demostrd que las catecolaminas,
ennegrecidas por las sales de cromo se desplazaban haciza

-
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la periferia de las mitocondrias donde existia muy poega,

actividad de la enzima caracteristica de las mitocon o=

i

drias, la deshidrogsnasa succinica. Al emplear la cen-=-

trifugacibn con gradiente de sacarbsa se aisld los gré-
nulos éue contenian laé categolaminas y se pudo compro=-
baE‘SU'estructura. Estes gfénulos tienen un tamafic de =
500 a 6000 E pressntando en su centro unas particulas =
ds 175 a 200 ﬁ cuyo significado de accién aln se desco=
noce. Los grdnulos tienen una membrana de 30 a 100 E de

espesor siendo pesrmeable a los iones metdlicos, a los -

glfcidos y a las catecolaminas y no siendolo a las pro-

teinas. Dado que estos grinulos juegan un papsl funda-e

mental en la produccibn, secrecifn y almacenamiento de

las aminas presoras, Hillarp demostrd su estroctura qui

mica que es como siguse:

Catec0lamings sececsesevessecssaece 6,7 %
Agua .........;.........U.........GB»S % ,
Protsinas .a.................;....11,5 %
Lipid0S seceessescnvoncncesscccces 7 %
Nuclebtidos de la adanina eeeceees 4,5 %

EL 75% de estos nucledtidos estan formados por ATP el =

cual tiene una gran importancia para el almacenamiento

de las catecoclaminas.

La relacidn existente aentre las molesculas de las cateco

laminas y el ATP fué sstudiada por Garret el cual éxpu~

3



e

-s0 de lé,gig&iente ;;ﬁera:,lg las cargas negativas de

los grupos fosfatos &el ATP neutralizan los grupos béd--
sicos de las catecolaminas formandose un compléjo ATP=

catécglaminas.'ZQ Este complejo ss estabiliza, bien por
133 lipoprotsinas o bien por las proteinas hidrosolu---
bles que sstén preséntss eninlos grénulos. Esta estabili
zacidn, se produce él parecser por medic de dos puntos,

. 5

pdf los grupoé aminicos y por los grupos hidroxilos se=
gln prueban los estudios realizados con espectros de re
sonancia magnética nucleares. |

El complejo ATP—catecalaminas es soluble sn aqua y dify
sible a travéz de la membrana de los grénulos, pero -fm
cuando se une a las proteinas ya no es difusible. Ahora
bien, este modo de almacenamiénto mo es Unico, como de-
mostrd Hillarp en 1960 ya que al existir un exceso ds -
aminas en relaciﬁn con las moléculas de ATP como la li=-
sis osmética es incapaz para extraer mas del 80% de los

grénulos medulares ;e admite que una fraccidn ds las ca
teco;gminés insolubles en el agua serian fijadas'por -
los lipidas'y lipoproteinas. Por lo ténto exiéten por =
lo menos dos tipos de almaceﬁamiento, el nas importante
formado‘por un complejo ATP catecoclaminas~proteinas y =

el menos importante el que no contgene ATP.

SINTESIS DE LAS CATECOLAMINAS.=-

ot
El interes por estos problemas es antiguo y asi en 1206
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-Holle intenté»buscar el punto de partida de esta sinte=-
sis incubando la suprarrenal con tircosina pero se encon
traba con impresidn de'métedos que fueran capaces de mg
dir‘pequeﬁas cantidades de adeenalina y noradrenalina.
Fgé en 1938 cuando Blaschke a partir de los trabajos --
dé Holtz formuld el esquema qus‘aﬁn sigus vigente y es
alﬁconaiderado, con muy escasas modificaciones, comg ==
el'hés probable, éegﬁn se ha demostrado con metodos ra-
diactivos usando molféculas marcadas con Ci14¢ Este ssqug
ma ss el siguiente:

Las catecolaminas proceden de la tirosina, la cual a ==
'su vez pfoceds de la Fenil alanina. El paso de la Fenil
alanina a tirosina necesita para su desarrolle la pre==-
sencia de un ox{geno molecular, con lo qus se lleva a =
cabo la llamada hidroxilacidn de la Fenil alanina.

Esta hidroxilacidn puede efectuarse en posicidn orto, en
posicidn meta, o en posicibn para’sagﬁn repressntamos en
la figura de la paglﬁa siguiente.

De las tres posicionés la que representa un verdadero in
terés fisioldgico es la posicidn para que da lugar a la
p-tirosing. El enzima que cataliza esta hidroxilacién es
la fénil alanin-4~hidroxilasa, que aungae es aspecifica=
de la fenil alanina, puedes oxidar 8l triptofano en S5=0H= -

triptofanoe

st

& N . ) ‘
Hoy dia se cras Gue ssta reaccidn enzimatica no es dabie
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~da a uné‘sdia reaccféﬁ'sinobque por lo menos son dos en

zimas l@é que actuan, y asi se sabe,,por experiencias ~-=-
realizadas en higado aislado de rata, gque existe una hi-~
droxilasa la cual en presencia de dos 4dtomos de oxIgeno
fija uno de gllos en la fenil alanina, mientras que sl =
oiro okfgeno forma agua gracia a un donador de hidrlgeno
conocidc comao una pgeridinatetrahidrogenada formandose, =
asfhuna pteridina dihidrcgenada. Esta (ltima pteridina,
en una segunda intervencidn enzimatica, realizada por =
la dihidrepteridinreductasa en presencia de NADPH,H, vol
veria a su primiciva forma de pteridinatetrahidroganada
segln se indica sn el esquema de la pagina siguientes
De la Tirosina asi formada se derivan productos de inng
gable importancia tales como:

A.~ Las hormonas tiroideas

B.~ Las catecolaminas

C.~ Los pigmentos mslanicos
Solo nés preocuparemos aqui en un primer lugar, de los =
pasos metabéiicos que dan lugar, a partir de la tirosina
a la %ormacién de las catecolaminas. Mas tarde tratarg=-
mos algo da ios pigmentes melanicos y de la patologia =-
que puede existir por la alteracibn ds esta formacidne

YQUna vez formada la tirosina a partir de la fenil alanie~

na, esta sufre una oxidacibn, formandose asi una dihidrg
xi=3=4-fenil alanina o DOPA. La reaccidn esta catalizada

por la tirosinhidroxilasa, enzima descubierta en el afic



N N%%

/\/\ - DIWDbRO-Y-¥

a&wé BlopTERIDIVA
L «CHOH-CHOH ~CH
N W y 3

0 H N

DHF- neoverasa

VN

CHy~CH
- MO Y

PENIL ALA Wing

- -

T ~ ~ =~ HIbRORILASA . Vi

EBVGTRSA , cﬁ ~CH

% \ NEOO K
\ PH, & |

- + /
NADFH N FOAMA
Quiweinga

Ra0 OH

TIROSIVA

OXIDACTICH BIZIMATICA DE LA FEILALANINA XU TIROSINA



1960 por Nagatsu y Levitt. Necesita para su accidn de =

la presenéié de un factor de naturaleza pteridinica a
semejanza de lo que ccurra en la oxidacibn de la fenil-
alanina. E1 lugar o lugares de esta reaccidn son los si
guienfés: médula suprairenél, tejidos de inervacibn sim-
patica y envel cerebro. La localizacién del snzima en =
la célula se cree que es intragranular aunque esto &s =
tqdauia discutido.

£l siguiente paso se trata de una descarboxilacidn pro-
ducida en la cadena lateral bajo la accifn de una des=e
carboxilasa, la dopadescarboxilasa, produciendose asi

. la dihidroxifeniletilamina o dopaminae. Este enzima dese
cubierto por H@ltz ;n 1839 necesita como cofermento sl
fosfato de piridoxal, y su localizacidn es extragranu=~
lar.

La dopamina asi producida sufre una oxidacifn en él car
bono beta de su cadena lateral produciendose la dihidre
xifeniletanol amina o Noradrenalina. El enzima que actua
en este céso es la Dopamin~bsta-oxidasa 1lg cusl se enw~-
cuentra en gran cantidad, tanto es asi, que solo en 15"
es capaz de Forma: toda la adrenalina de la gléndula. Pa
ra esto necesita de vitamina C, de 02, de &cido fumarico
y de ATP. Suléctividad se encuentra disminuida en la en-
fermedad conocida como disautonomfa familiar.

Por Gltimo bajo los sfe€tos cataliticos ds la fenil-eta-

nolamin-n~metiltransferasa y siempre actugndo sobre la =-



e

‘cadsna laterél se produce una metilacidn actuandc de de’
nador la é-aaenosil metionina, produciendose asi la ===

adrenalina . Este enzima fué aislado pdr'Kischner y cela
boradares en: 1957 y estudiadé mas ﬁarde por Axelrod. Es

practicamente especi{fica de la médula suprarrehal puesto

¢
£

qué solo se ha encontrado ligerisimas cantifiades en el =
corazbén y en el cerebro.

Estg:enzima puede actuar tambien sobre un importante gru
po de aminas secundarias y asi se ha podido descubrir la
presencia ds una catecolamina llamada la n-metil-adrena-
lina. Es curioso observar que la actividafl de este enzi-
ma puede ser inhibida por su propio prmductc‘dé reaccion,
es decir, por la adrenalina y por su propioc sustrato, es
aecir, la noradrenalina, lo gue prusba gue tanto sl susm=
trato como el producto poseen una capacidad regulaqorae
La presencia de este enzima sn territorios distintds de
la médula, como lo prueba la formacidn de adrsnalina en
ratas sdprarrenolectomizadas explica la existencia da -
feccromocitomas fuera de la glédndula suprarrenal. 

De todas sstas sustancias antes nombradas, sonn tres a =

las que se le reserva el nombre de catecolaminas; la adre

hd : 3 ) » {
nalina, producida en sus cuatro quintas partes enn la mg

dula suprarrenal, la dopamina y la noradrenalina, tam--
bien sintetizadas en la médula y ademas en &l cerebro y =
en las terminacionss simpaticas donde se produce tambien

adrenalina.
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.DEGRADACION DE LAS CATECOLAMINAS.=-

Los principalés estudios realizados sobre la degrada ==
cifn de-estas sustancias sen debidas a Armstrcng y Mac-
Millan de cuyos ssbudios formuld Axelrod el esquema ds

las ppincipales vias del catabolismo de las catecolami-

nas, segln esquema que reproducimos en la pagina sigui-

K

4

énteo
La dopaming puede sufrir dos acciones enzimaticas, una

a cargo de la COMT que efectua una 3-0xi metilacibn, -

transformando la dopamina en metoxidopamina y otra a =

cargo ds la MAQO que provoca una desaminacidn oxidativa

en la cadena lateral dando lugar al &cido homoprotocatg

quicoe.

La metoxidopamina es ahora atacada por la MAO y sufre=

una desaminacibn oxidativa transformandose en 3-meta=
Xi-40H=-fenil etanol. Por su parte sl &cido homoprotoca=-
tequico sufre lénaccién de la COMT dando lugar al 4cido
homovanillinico por una oxi-metilacidn en el carbono 3.
De estas dos enzimas la que tiene una actividad més po=-
tente sobré la doéamina es la MAG qus encuentra aqui su
mejor sustrato. |

Sobre la Neoradrenalina y adrebalina acﬁuén tambien al-
ternativamente las dos enzimas antss resefiadas. La COWNT
y la MAQ.

La noradrenalina ademas de su transformacibn enn adreng

lina debido a la accibn de la enzima antes reseaflada, la
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fanil-etanolamin-N-metil transferesa es atacada por la -
MAOD vy por‘lé COMT, se cree que la MAD puede actuar primg
ro transformando la noradrenalina y la adrenélina en el
fcido dihidroximandelico. Sobre este &cido actua la CONMT
y por'ia 3-0XI-metilacién la transforma en 3~metoxiw=d= =
hidroxi-fenilglicol, que se éxcreta por la orina en pg--
quefia cantidad. Por su parte la COMT tambien actua sobre
la noradrenalina oximetilandola § transformandola en nog
metanefrina sobre la cual actua la MAO dandovlugar«al -
4cido vanil-mandelice (3-metoxi-4hidroxi=-fenil acético)
que se excreta por la orina.

'Ya hemos mencionado la actuacibn de la MAO sobre la adrg
nalina, schre ella %ambien actua la COMNT transformandola
en metanefrina sobre la que actua la MAO dando lugar al
MHFG el cual por una posible actuacidn de un 0y (los pa-
sos metabblicos no son aln bien conocidos) da iugar tam~
bien al AVMe.

Otra importants 3us§ancia que aparece en la orina es sl 2
dcido vanillactico que procede directamente de ia dopa
sobre la gue actuan tambien las dos enzimas la COMT y la
MAQ.

Por accidn de la MAO la Dapa se transforma ennel acido -
3~-4 dihidroxifenillactico y este por la accién de la COM
en dcide vanillactico. Por accibn de la EBOMT la dopé sg
transfarmawfn 3metoxi=4 hidroxi-~fenil adkanina, sobre la

que actua la MAD produciende el &cide vanilpirdvice, el



d

.cual por una‘hidrogenacién en la cadena lateral da lu==
gar tambienval-écido vanillactico segln el esquema que re
producimos en las{béginas siguientes.

La falta de espabificidad ya resefiada anteriormente, de =
muchas de las enzimas que actuan en gl metabolismoc ds las
catgcolaminas, hacs posible que existan tambien otras ==
viés secundarias, que dan lugar ﬁambien a2 los mismos pro=-
ductps depamina, adrepalina y noradrenalina. No obstants
se cree qus solo en el casoc de que la via principal estd
alterada, la via secundaria tomarfa importancéa.

Estas vias sscundarias serian las siguientes (Esquema en=
pééinas siguientes).

Como ya sabemos la p~tirosina por accibn de una descarbo-
xilasa se transformaria en p~tiramina. KRhora bien, esta =
.'sustancia puede sufrir: a) La accién de la MAQ dando lt==
gar al acido p~0H fenil &cetico que se excreta por la ori
na. b) Una oxidaciSn, ilevada a cabo bajo la accibn dg ==
una betahidroxilasa, del carbono beta ds lé cadena lateral
dando lugar a la oct&%amina que puede ser metilada sobre
el carbongo alfa y dar lugar as{ a la sinefrina,

Tanto la octopamina como la sinefrina por la accidn de la
MAO dan lugar al 5cido p=~0H~-mandelico que se excreta por
la orina.

La tiramina puede a su vez ser atacada por la tiramin~hidr
lasa y dar lugar a dopamina. La dopamina sufre la accibn

de la ?enilaikilamin~N—metil-tranSferasa y dar lugar a la
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epinina que por 1la accién de la bopamin-betq—hidrolasa -,
se‘transforméren adrenalina.
La noradrenalina tambien puede ser obtenida por esta via
secundaria y asi a partir de la actopamina y por la =e=e-
acciéngsdbre esta de una hidroxilasa se cobtiene la nora-
d;gnalina.
E i
AiNACENANIENTD DE LAS CATECOLAMINASs=-
El capitulo que ha despertado quizas mas interés ha sido
N
8l almacenamiento de las cétecolaminas.
Las catecolaminas que han sidoc secretadas siguenn tras =
j destinos antes de ser metabolizadas.
(Z)Una parte ss metabolizada por Grgamos de nuestra economia
- como, bazo, rifiones, y sobre todo el higédo, drganc muy
rico en COMT. Esta .distribucibn depends de dos factoresi-
primero, el porcentaje de perfucidn sanguinea que recibe
el &érgano, asi por ejemplo se sabe que el corazdn de ra-
ta facibe el Z,Sglpor ciento del debito cardiaco fijando
el 1,75 por ciento de una descarga ds catecolaminasf en
(?)segundo lugar de la }iqueza del 6rgano en terminacicngs
‘ simpaticas; Solo hay dos excepciones y son el cerebro, =
que aungque esta muy irrigado, debido a la protéccién de
la barrera hematomeningsa fija en escasa pppporcién las
catecolaminas, la otra sxcepcifn es el {terc que aunque
@s muy pobre en terminaciones simpaticas fija una gran -

cantidad de catecolaminas.

Cé/otra parte,%la mé&s importante, es captada por las teree--



~minaciones nerviosas del sistema nervioso simpatico.

Otra parte,.muy pequsfia es eliminada directamente por la

orinae

Dentro de los téjidos lés catecolaminas siguen dos dirg

cciones: una direcciln de liberacién y otra‘de almacena-

m%ento.

Lé dirsccién de liberacién va desde los grénulos de alma

cenaje al citoplsma, desde alli pasando por la membrana

sihabtica del nervio llegan al espacio intersinaptico y

desde alli al receptor.(Figura pégina siguiente)

La dirececifn debalmacenaje es la inversa de la de excree=

cione.

El almacenamiento pdede ser de dos tipos:

a) Un "pool" rapido, con una vida media de 2 horas, qus
pueds ser movilizado rapidamente por alguna influen-
cia extrafia como estimules simpaticos, administraccidn
de histamina, anfetaminas, tiramina stc. (Este es el
fundamento del test de la histamina para el diagnésté

: :
co de los feocrocitomas) Cuando se inicia esta libera
cibén desde los gfénulcs de almacenaje, ed el citoplas
ma es metabolizada por la COMT en sus productos de de
gradacidn, metaﬁefrina y normetanefrina, que pasan al
higado donde por la accidn de la MAC se convierten en
AVM. Una parte de este &cido es conjugada por el higa-
do y otra se elimina por el rifion. Otra parte ds meta

he

nefrina pasa la membrana sinaptica. para la que nece=-
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-gitan ATP y‘C’ y acetilcolina. Este paso puede ser blo-

queado pdr la reserpina, el bretilio y la guanetidira.

Una vez en el recsptor sjercen su accifn sobre los reg=-—-

ceptores alfa o beta. Estos receptorss pueden ser blg ==

queados por simpaticoliticos
o . :

sos de los receptores alfa y

so de los beta.

b) Unm pool lento el cual no

como, la regitina en los ca

como sl propanolol en 8l ca

es movilizable pcr las ami=-

nas antes resefiadas y que al tomar el camino de la 1li

beracién desde los granulos de almacenaje pasan al ci

toplasma donde la mayoria por accidn de la MAU pasan

a DHMA y DHFG'estes son mas tardes t:énsformadcs por=

la CONMT en &cido vanil mandélico AVM. Una pequsfia par

te de DHMA y DHFG pasan a la sangre. Los inhibidorss =
de la MAO por tanto provocan una acumulacién de catscgo
laminas en los tejidos, aclmulc que si se elimina brug
camente puede causar gravss accidentes hipertensivos.

La fshilamina gue ‘inhibe elkalmacenamiento y la reser~
pina que destruys los grénulos de almacenaje provocan-~
do dha depleccién de las catscolaminas son pétentes hi
pobénaores;

51 bien todas las sustancias que hemos visto en el ass-
tudio dsl cataholismo de las catecolaminas puedsn sser

demostradas en la orina, solo algunas soneliminadas en
cantidad suficisnte para una posible dosificacifn cuan

titativa. Noe referimos a las siguientes: Acido Vanil



s

.Nandeiico (Avh),Acido Homovenillinico (AHV), Acide Vanil
léctico (AVL); Metanefrina, 3metoxi-4hidroxi-fenil gli--
col (MH%G), parahidroxifenilacstico (PHFA), Orto Hid:oxi
fenilacetico (OHFA) setc.

INTERRELACCIONES BIOQUIMICAS.-

Antes de introducirnos en el capitulo de los tumores de-
_ rguadoé de la cresta nesural, no queremos dsjar de decir
algo de las interrelaciones bioquimicas de los procesos
dsh;nomalias en el msetabolismo de la Tirosina, ya qug =-
con los metodos que hemos empleados para la dosificacidn
de los.metabolitos de las catecolaminas, eé posible tam=-
bien el dosificar sustancias de gran interés en el satu~
‘dio del catabolismo-de la tirosina tales como el &cido -
parahidroxifenil acatico y &cide orto hidroxifenil acét&
co entre otros.

Los enzimas mas importantes en el catabolismo de la tirg

o

sina son:

a) La fenil alanil 4 hidroxilasa, que ccmd ya hemos diche
actua en el pascgde fenil alanina a pe=tirosina.
En el deficit de este enzima la fenil alanina se trang
Fq;ma en orto tirosina la cual sufre una deécarbcxilg
cibén transforman@ose en orﬁo tiramina. la orteotirami=~
na paf accién‘de la MAQ sufre una descarboxilacidn oxi
dativa transforméndose en el écido ortohidroxifenil =-
acético. (Esquema en pagina siguiente).

Ennun sujeto normal se produce sismpre algunas canti=-
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~dades de (OHFA pero en'las enfe:mds afectos de fenil ce-~
tonuria este 5cido esta aumentado. No obstante se cree -
que el aumento de este 4cido no solo es debido a la desa
minacidn de la tiramina, sino que tambien previene, y en
algdnos casosken gran cantidad, del 4cido fenil piruvico
por efecto de la misma p-hidroxifenil piruvato hidroxila
¥ .

sé gue transforma el acido fenil piruvico ennécida homo=-
geqtisinico.

A

b)’La tirosin amino transferasa. Este enzima actua en el
paso de p-tirosina a 4cido para hidroxi fenil piruvi-
co. Cabria pensar que en el deficit de este enzima no
se producirfa 4cido parahidroxifenil piruvico tal coc-
mo describidé G. Medes en 1927, el cual visndo que se
producié tal 4cidoc pensd qus se trataba de un deficit
no de tirosin amino transferasa sino de p-~hidroxife-=-
nil piruvato hidrolasa, No obstante La Du sostuvd que
se trataba enaefecto de deficit de tirosin amino trang
Ferasa hepatica y que el acido parahidfoxifenii piru=
vico que ss prod&cia era una formacidén a nivel renal,
a partir de la tirosina endo y exogena.

Si el aporte de tirosina no es muy grande, el PHFP se

excreta sin pasar a la circulacién, pero en un exceso

y
|

. . . .
del acido aminado la funcidén renal se satura, el PHFP
pasa a la circulacifn y se reduce a acido fenillacti~

co (AFL) y al PHFA. E1 exceso de tirosina hace que es

ta se degrade siguisndo la via de la Dopa.



&

c)

¢

P=hidroxifenil piruvato hidroxilasa. La faita de actji
vidad da‘eéte.enzima produce un gran aumento del &ci=-
do parahidroxi fenil piruvice, sin embargo, este au=-
mento, mayor qus el que se produce en la falta de tir
éin*amino-transferasa, no tiens la misma stiologia =

que la qus tenia aguslla alteracibn sino que se debe
al no paso del 4cido fenil piruvico a 4cido homoggne==

tidinico, y en algunos casos, ademas; al aumento de =

R

d)

" tirosina en la sangre circulante. Su defectoc puedg ==

ser total o parcial, debido a una deficiencia en si =
del enzima o debido al defectd de protecboress del en-
zima como ocurre en este casc con la vitamina C.

Tanto en un caso como en otro, aunque naturalmente ==
mas en la falta total de actividad, se produce un au=
mento considerable del dcido PHFP del 4cido PHFL y ==

del PHFA, este (ltimo puede ser detectado facilmente

con el método usado por nosotros y que mas tards dese—

1]

gribiremos.

La homogentisatosoxiﬁanasa. Este enzima cataliza el -
paso des &cido homogentisinico al &cido maleylacetico
y en su deficit existe un aumento dsl écido“homogenti
sinico.

Por ﬁltimo hablaremos de los procesos de melanogsne=-
sis ya que trataremos mas tarde de los melanomas; aup

gue solo tenemos recogido 4 casos.

. .
La sustancia madre de la melanina es la tirosina, la



'

cual es oxidasa o DOPA por accibn de la tirosinasa. Deg’
pues lg DDPAAaé oxidasa a Dopaquinona por accifn de la =
misma tirosinasa. Esta (ltima feacciﬁn es muy répida al

contrario de la primera que ss lenta. (Esquema en la péa-
gina siguiente).

L§§ reacciones siguientes, al parecer no necesitan de ca
tslizadores biolégices y asi la dopaquinina por ciclisa=-
cién da lugar al laucodopacromo y este al dopacromo, que

«
par”descarboxilacién y omidoreduccidn da lugar al Dihi==-

droxi5~6 indol, precursor inmediato de las melaninas por

polimerisacién.

et
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CAPITULD II

TUMGRES DERIVADUS DE LA CRESTA NEURAL
Embrioclegicamente las celulas cromafinss de la médula ==
adrenal y de otros téjidos se originan de elémentos primi
tivné de la cresta negural, que son tambien el origen de =~
ce%ulas~del sistema nerviosoc simpatico.

El?comun progenitor se llama simpatogonia la cual es una
célgla linfocitiforme pequefia, con una densa cromatina, =
nécl;o esferico o piriforme y con un escaso protoplama., =

Esta célula pueds tomar dos caminos en su diferenciacibn:

La linea cromafinica, dando lugar a el feocromoblasto y =

al feocromocito, o la linsa neurogejica, dando lugar pri-

mera a el simpatcoblasto, que ocasionalmente se llama neu=-

roblasto. El neuroblasto es una célula mas larga que la -.
simpatogonia y con un nlcleo de menos intensidad y mas ci
toplasma. Esta cé}ula se difersncia mas tarde para dar lu
gar a las células éaduras ganglionarses.

Cada uno de estos tipos de células, simpatogonia, simbatg
blasto, células gangl;onar simpatica, feocromoblasto, y =
feocromocito pueden dér lugar & un tumor, Yy asi'tenemcs,
el simpatogonioma, el simpatoblesstoma, el ganglionsuronma,
el feocromoblastoma y el feocromocitoma.

Naturalmente que'eéte tipo de clasificacidnn es muy discu

tida ya que como el procesc de maduracidén de estas céiulas

es continuo es dificial a veces de encasillar una célula -

gt



-en uno de los apartados mencionados, y de la misma mang

ra la identificacién y la clasificacidn de estos tumo--
res varia con la sxperiencia y la "manera de ver" del -
patblogo que lo examina. Es por esto por lo que las ob~-
serhaqiones hechas por diferentes autores son dificiles

da comparar.
&

1 -

3

Nosotras siguiendo las directrices del Dr. K¥sser clasi
ficamos a los tumorés bajo dos puntos de vista, el cli=-
ni;% y el histolbgico y asi decimos.

I.- Tumores malignos con c&lulas altamente indiferencia

das = SIMPATOGONIOMA.

Il.~- Tumores malignos en los que se encusntran .slementos
neuropolulafes'y células ganglionéres simpaticas ma
duras = SIMPATOBLASTOMAS O NEUROBLASTOMAS.

I1I.~ Tumores beniggos en los que solo existen celulas =

ganglionargs simpaticas = GANGLIONEUROMA.

Otros tumores qué‘embriolégicamenta derivan de la cresta

neural son las me;anomas. Estos tumorés coﬁtienen melang

citos que han tomado&una transformacién neoplasica. Los

melanoccitaos son céluias que contienen en su citoplasma ox
gdnulos especiales gue contienen melanina. Estos orginu--
los son conocidos éomo melanosomas y en ellos o en sus =~

precursores los premelanosomas tiene lugar la sintesis de

las melanina.
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CAPITULD TII

METODOS Dﬁ VALDHACIUN:DE LAS CATECOLAMINAS Y SUS DERIVA-

DOS.

[l Py

PRIMERA PARTE.-

A

RECOGIDA DE MUESTRA.=

Lafrecogida de‘muestgas, sangre, orina, LCR, tejidos stc.
han de ser hechas enjunas ciertas condiciones que de no
ser*respetadas conduéirian siempre a determinacionss errg
neas.

Estas condiciones cuya explicacidén tanto quimica como fi=-

sioldgica trataremos de aclarar, son las siguientes:

“A.~ ORINA

Ly

19 Periodo de recogida y sstado del‘baciente.

Las orinas deben ser recogidas durante un pericdo por
lo menos de 24 horas, ya que se ha comprobado que la se~-
crecidén de catecoclaminas varia en los momentos del dia y
de la noche y asi se sabe por ejemplo que la excraciﬁnvum
por minuto de adrenalina durante el dia es 5 veces supe~=
rior que durante la noche 'y, que la excrecibn de noradre-
nalina es 3 veces superior y que la de la Dopa es 2 veces
supsrior. |
El pacisnte aunque pusde hacer sus habituales menesteres,
6i no son ejercicios f{sicos intensos) no ha de encontrar
se en estado de stress. Se ha comprabade que el ejercicia

I 4 - S s . .
fisico, no muy intenso, no medifica la tasa de sxcrecidn -



.de catecolaminas, sin embargo se sabs que los estados ~

h

de stresé, irritaci&& bsiquica, miede, cblera stc., lo -
modifican en muy alta grado‘pudiendo llegar hasta ser 40
veces superior al excretadoc en estado normal.,

Durénte dos dias antes a la recogida de orina y duramte

el dia de la recogida el enfermo no podréd tomar los si--
3 :

H

guientes medicamentos y alimentos:

Medicamentos: alfamétil dopa y derivados, antabus, resexr
pihé, regitina, guanetidina, propanclol, IMAD, atc en re
sumen todas las sustancias de accidn hipertensora, antihi
pertensora, vasocontrictora o vasodilatadora, han de ser
suprimidas por las acciones que tales sustancias péseen
sobre sl metabolismo o sobre el mecanis&o de accibn de -
las catecolaminas. Por la misma razdn los medicamentos =
trahquilizantes y normalizadores. Tambien las tetracicli
nas y neomicinas ya que destruyen la flora intestinal y
por tanto al deséarboxilarse la tirosina en tirasmina a -
nivel intestinal y ser esta absorbida en el instestino -
gruesQ y mas tarde éxidada a p=OH- P ~A, este 4cidc ss =~
encontraria disminuidao.

ARlimentos: platanos ya que poseen un similar enzima a la
dopamin-bsta-~oxidasa con lo que da lugar a una mezcla ra
cemica, frutos citiicos por su gran contenido en vitamié
na C que tan importante papel juega en la sintesis ds -
catscolaminas. El1 cafd, te por sus sfectos hipertensiﬁos

y excitantes. Tambien la vainilla cuyo nflcleo sstructu==-



ral es tan similar al de lous metabolitos principéles de ..
las catecolaminas y cuye presencia puede enmascarar los
resultados.
22 Condiciones en que ha de ser recogida la orina.

La orina de 24 horas ha de ser recogida en un medio -
dcido, pH 2 aproximavamente. Esto se debe a lo siguiente:
C;mo ya sabemos todas las catecolaminas poseen en conmin
un grupo difenolico el cual tiene una gran tendencia a -
la oxidacién caracteristica que ha servido como mas tar=-
de veremos caomo punto de partida para su dosificaci&n.ﬁg
ta oxidacidén se realiza con una gran facilidad en medio
alcalino y por lo tanto hay que agregar en el bote de rg
cogide unos 6 c.c. de'écido clorhidrico puro. Es conve—-~
vniehte agrsgar este Acido poco a poco segln se vaya recg
giendo orina. Lo ideal serfa mediﬁ el pH varias veces al
dia y agrgger el 4cido necesaric para obtener el pH indi
cado. Es tambien ﬁecesario para evitar esta oxidacion el
guardar la orina en oscuridad(frasco topacio es suffcieﬂ
te) y a -~ 4 2C. Unaﬁﬁez recogida mandar la orina lo an=-
tes posible a2l laborpatorio.

Be~- OTROS LIGUIDOS BIQLOGICOS. TEJIDOGS

En lo concerniente al estado y a la dieta del pacien
te vale todo lo dicho anteriormente para la orina.
Para la recogida de la sangre, como es imbosible el reco

gerla en el medio &cido mencionado, se debe rscoger en =

pend



bote hepé¥§hizado contoniendo metabisulfito sédico, 0,5 .
mgrs porfc.é. de sangre, (use 8S un gran;reductor. Deg~==-
pues de centrifugada a 4 ¢C debe ser recogido el plas=-
ma y mandarlo lo mas pronto posible al laboratorio, siem
pre en hielo coh objsto de mantener’la temperatura.
E{WLCRVdebe ser tomado sobre bisulfito sbdice y guardar
y mandar en las mismés condiciones de la sangre. |

"“ l . - »
Los tejidos tomados de una biopsia o una autopsia prscoz

deben ser congelados y asi ser mandados al laboratorio.

METODOS DE VALORACION.
Los metodos de valoracidn podemos clasificarlos:

A) mMétodos bioldgicos Ly
a) Coborimetricos

b) Con luz ultraviolsta
c) Fluorimetricos
B) Métodos quimicos
: d) Cromatogréficos
Solo describiremos extensamente los métodos fluorimetri-
cos con los que sctualmente trabajamos y los cromatogra«
ficos conn los que hemos obtenido los resultados que des
cribimos en sste trabajo de tesis.
Los métodos biolégicos y colorimetricos asi como los qus

usan luz ultravioleta, por haber sido ya abandonados se-~

z P
ran reseflados muy somsramente.

A) Metodos Biollgicos.
Los métddos mas corrientes estan basades en la medida
de la presidn sanguinea de animales atropinizados y des=

-



~medulanizados despues de inyectar socluciones que con=--

tienen catecolaminas. Estos métodos no tienen sensibili |
dad sufi#iente para Roger sacar resultados {tiles para -
la clinice humana. Hay otros que consisten en medir la
disminucién de movimientos del utero de rata o medir las
prcpiedadds vasoconstrictoras de las catecolaminas a ni
vel de ciertas partes del organismo animal por medio de
la medicidn del debito sanguineo. Estas des Gltimas téc
nicas son algé mas éensibles. |
Valettse y colaboradéies en 1960 describen un método en =
el éue se mide por medioc de un miografe las altsraciones
producidas en la aorta aislada de rata. Este método per
mite obtsner buenos resultados pero la realizacién del
método es dificil ya que la preparacién de la aorta con
servando las fibras circulares es muy dificil y delica=~

da.

‘Por otra parte uno de los principales problemas que plap

tean los métodos bioldgicos radica en la purificacidn de
los extractos a inysctar as{ como el empleo de inhibidgo
res especificos de la accibn de algunas de las catecola
minas ya que mientras enn una de sllas, por sjemplo la
noradrenalina, la dietilaminoetil-benzodioxana, reducs
la accidén, en la adrenalina esta misma sustancia reali-
za la accidn inversa.

B) Metodos quimicos

a) Colorimetricos.-—



Su principal inconveniente radica en su falta de especiw
ficidad, por‘ejemplo, no permiten la diferenciacﬁén entre
adrenalina y noradrenalina a la vez que son interferide
por otras sustanciés y asi las reacciones que se funda==-
mentan sn sl poder de reduccidn de las catecolaminas se
ven.interferidos por otras sustancias tambien reductoras
‘tales come la glucosg, el dcido urico, glutatién etc.

; ‘
T;mbien las reacciones que se fundamentan en la oxidacidn
de la adrsnalina en adenccrome utilizando el cloruro de
mefé&rin, el iodo o el joduro de potasio en medio &cido
aunque su espaecificidad es mejorsno llega a tanioc como =
para la . diferenciacibn entre adrenalina y noradrenalina.
Este Gltimo problema fus resuelte por Euler y Hamley en
1949 realizandeo la oxidacidn a pH 4 donde la adrenalina
se transforma completamente y la noradrenalina solo en =
un 5%; sin émbargc a pH 6 las dos aminas se transforman
por igual. Este metodo tiene sl incoveniente des su falta
de sensibilidad yé que la muestra debe contener por los
menos 20 gammas de catecolaminas. |
Por (ltimo feseﬁamosjel metodo de Aurbach y Anfel especi
fico de la noradrenalina y que ss basa en la formacidn de
un compuesto de color purpuré al encontrarse en pressncia
de B=-naftoquinona éulfonica y de cloruro de behsalkonium
a pH 6 la reaccién se realiza y desfues el coler es extraj

do por una mezcla de tolusno y dicloroetano. Tiene tambier

el inconveniente de su falta de sensibilidad.

e



b) Con Ultravioleta.=-

Los métodos en los que se utiliza la luz ultravioleta
sa fundan:aq\la medidéﬂéel adenocromec obtenido por oxida
cién en cuatro longitudes de ondas diferentss a sabzr ==
355, ‘373, 390 y 450. ta absorcibn obtenida a 450 es rést_a_
da de gada una de las otras tres y asi se obtiene una ab~

sorcidn llamada real.Los c&lculos se efectuan por compa==-

e

racién con sustancias patrdén de concentracidn conocida.
Tiene la dificultad ﬁe que las mediciones han de hacerse
con%una gran rapidezvpuesto que los colores se destruysn
con gran facilidad.
Nosotros hemos comprobado que sirse conservan las mugge-
tras una vez efectuada la reaccifn en bafio de hielc los
colores san algé mas estables, no obtanté esto, aconseja
mos una rapida medida. Este método eé debido é Mattok y-
colaboradeorss. El métode permite determinar al mismo tism
po la adrenalina 1la noradrenalina la dopamina y la masta
nefrinas. Es, creemos un busn métoda analftico para la =
prictica diaria pero su sensibilidad aunque es buena no
llega ha ser como la de los métodos fluorimétrices.
c) Métodos fluorimétriccs.-

~§0n hoy dia junto con los métodos cromatogréficos
los mas empléadose Necesitan al igual qus en cualquier
técnica fluorimétrica una gran rigurosidad y limpieza en

s & N » . '3
la preparacion de reactivos y en las manipulaciones téc-

nicas. Presentan la gran ventaja de que se pusden medir

e
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cantidades muy pequefias de catecolaminas.

METODOS PARA LA VALORACION DE LA DOPAe=- ; f
A) Métodos basados en la formacién de derivadaes hidroxin
dolicos o lutinas que posseen propiedades flubrescantes e
por oxidacién y posterior alcalinizacién. La formacién -
de los compuestos o derivados hidroxindolicos son descri
tgs en la figura ds la pégina siguiesnte debida a los es-
tﬁdios de Harley Masone.

El rendimientc m&ximo de oxidacidn de la noradrenalina y
adfeﬁalina se realiza a pH 6,5 mientras que a un pH 3,4
solo un 5% de noradrenalina esta oxidada y la adrenalina
lo esta totalmente. Tambien & un pH 6,5 la dopamina ssta
totalments oxidada. Para esta oxidacidn se emplea ferri=-
cianurc o iodo. Despues de la alcalinizacién la fluores-
.cencia se produce. Si en el medio no existe una sustane~
cia reductora, por ejemplo el sulfite, la adienolutina -
se descomponse en 3 0 4 minutos mientras que la norad#eng
lina es mas estable.

La oxidacibnn para la’detexminacién de la DOPA se r;alim
za con lodo a pH 6,5, la alcalinizacidn se realiza con =
sulfito alcalino y por @ltimo una acidificacidn con fci
do acético hasta obtener un pH 5,3. Para intensificar la
fluorescencia ss utiliza una exposicidn con rayos ultra=-
violetas antes ds efectuar la lectura en el fluorimstro.
El fluorimetro que nosotros utilizamas es un fluorimetro

marca Hitachi de Perkin Elmer modelo 204.

it



) ELUORINETRO MODEMO HITACHI 204 UTILIZADO BARA
’ LAS MEDICIONES FLUORINMETRICAS
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La descripcifn del métode gue nos parece mas corrscto -
la sefialamos a continuacidn.
REACTIVOS.~

a) Tampon de fosfato 0,5 M a pH 7

b) Etanol al 70 %

c) Mezcla de etanol con sl tampon fosfato

&

H

Reactivo é = 2437 CeCe

Reactivo b = 0,3 ceCe

Preparar antes del usn;

d) Periodate sbédico al 0,5 %. Preparar antes del uso.

e) Sulfito alcalino: Solucidn de sulfito de sodio al 25%
Tomar 0,5 ml de ssta solucidn y affadirsela a 4,5 c.c.
de sosa 5 N; |

f) Tampon citrato 0,5 M a pH 4. Diluir este tampon pafa
su uso tomando 1 vol de tampon y 2,5 vol de agua deg
tilada. |

g) Acido fosforico 3 Me

h) Acido clorhidrico 2 N.

Solucibn sstandar de Dopa con cpncentracién de 0,5 gam-

mas por C.Ce

Solucidn estandar de dopamina de 1 gamma por c.c.

METODICA.=
Tomar 0,4 c.c. de standar y 0,4 c.c. de musestra ean dos

tubos

Reactivos‘, Te. standar T. muestras

R=C 0;2 ceco 0,2 CeCo



R-d 0,04 C.Co 0,04 c.c.

Poner en marcha en cronfmetro y al minuto exactamente

afladir,

Tubo standar Tubo muestra
Reactivo s .~ 0,2 CeCe 0,2 CeCoe
Reactivo f 0,7 ceCo 0,7 ce.c,
ReactiQo Q 0,17 c.c. 0,17 .c.c

-
&

Medir inmediatamente la fluorescencia frente a blancao de
reactivos en ondas da 333 como escitacidn y 390 para sl

S
analizador.

Una vez medida y en las mismas cubetas del fluorimetro
afiadir 0,07 c.c. de rsactivo H al minuto justo hacsr una
segunda lectura en las mismas condiciones de la prim=ra.

Aplicar la siguiente formula:

Para la Dopamina 1 [ -(—«%Eg-c)J

Para la Dopa ' = 0,5 ees=cen-

Densidad Gptica antes de la adicién del ClH

x>
i

B = Densidad éptica desspues de la adiciln del CLlH

&

Densidad fptica de la solucidn standar de Dopa sin Cl]

<
]

z Densidad 6ptiva de la solucidn standar de dopa con CL!

¥ = Densidad 4ptica de la solucidn standar de Dopamina
METODO PARA LA DD&iFICACIGN DE LA ADRENALINA Y NORADRE=-
NALINAe= | 7

El oxidante mas empleadosn la etapa de oxidacién es el fa

rrocianuro potasico al 0,25 %. E1 medio se suele tamponar

e



a2 un pH entre 6 y 7 con tampon de fosfate 0,5 M de pH 7,
estado donde la oxidacidn es méxima para las dos aminas.
Despues 88 realiza otra oxidacién a pH 2 obtenido con 4ci
do acdtico 1,6 N. Despues de la etapa de alcalinizacidn
realizada con ascorbato alcalino se efdctua la medida co:
flubr;metro con una longitud de onda de activacidn de 40S
mg y de anilisis 519 para un pH ? y des 422 de activacidn
y§529 ae analisis para un pH 2.

El método es como siguse:

e

Reactivos .=

R=a = Tampon de fosfato 0,5 M a pH 7
Rb =‘écido acético 1,6 N.
Re = Ferricianuroc potédsice al 0,25 %
"Rd = Solucibn de ascorbato alcalino:Disalvaf 10 mgs de
dcido ascofbato en 0,1 c.c. de agua y afadir 5 c.
c. de Na OH 10 N. Preparaf antes del usoc.
ﬁe = Solucidn standar de noradrenalina conteniendo. 2

gammas POT CoCe
En 4 tubos de Slc.cb seffalados como problemas y como Stap
dar poner U,4 c.c. de problema d de standar respectivanmer
te, despues de afadir:
Reactivos T.problemaA Te. StandarA T.probiemaB T.S5tandark
Ra 092 CeCo B2 CeCe

Rb _ 0;2 c.c. 0:2 ceCo



METODGS PARA LAS METANEFRINAS.-
Los métodos ubilizades para la dosificacibn de los 3-0xi
metilados de lag catecolaminas son todos elles puramente

quimicos ya que los métodos bioldgicos no son posibles.
Dantroﬁde los métodos quimicos los fluorimétricos son ==
l@ékmas usados actualmente.

Estas aminas son excretadas conjugadas en un 90% (Sulfo-
conjugadas) y se eliminan en una cantidad aproximada de
0,4 mgrs/24 horas donds las dos terceras partes son nor=
malmente metansfrinas. La décima parte del dcido vanili-
mandelico y la quinta parts del MHPG eliminados pracéden
de las metanefrinas,

Dadg que la relacibn metanefrina libre/metansfrina conju
gada no presenta al parecer ningin interes todos los née-
todos realizan una hidrolisis a pH 0,5-1 cen CLH 5 N du~
rante 20 minutos a 1002 . Esta etapa solo es necesario -
para la orina. Despues ds esta hidrolisis muchos autores
hacen pasar la muestra por alumina realizahdo asi una fi
jacién de las metanefrinas las cualss son eliminadas @O0
forma debsulfatos, realizando mas tarde una segunda hidro
lisis. De esta manera se obtiene segln estos autores dobe-
ble cantidad de FN que en simple hidrolisis.b

Despues de esta primera etapa los métodos pﬁeden dividir
se en dos grupos. Un grupec en los que se realiza una 8xe=

traccion en medioc alcalino otro en los que se realiza ==

una fijacidén de las metanefrinas sobre rezinas cambiaio=-

|



nes tales como la Amberlita IRC 50 o ei Dowex 50. Reali~f
zada esta ‘etapa de cualquiera de las dos maneras antss =

descritas los métodos pueden seguir tres caéincs diferen

tés, Uno de ellos ss la Formagién de la lutina correspon

dients mediante uma oxidacidn y realizar la medicibn flw
rgmétrica. Otro es la separacién de las metanefrinas por

cfomatografia bidimensicnal socbre papsel y revelado final

con p-nitroahilina diazotada. Otro en fin es la transfor

méci&n de la metansfrinas en vainillina y dosificacibn =

de esta por colorimetria.

La descripcidn de un métode fluorimétrico para la medie-

cidn de las metanefrinas es como sigue:

Reactivos:

a = Solucidén de ClH 5 N.

b = Tampon Tris 1M a pH 7 a ¢

c NaGH 10 N

d = Alcohol iscamilico

e = Eter etilicc libre ds peroxidos.

-
]

EDTA disbdico con 1 mol de H,0 solucibn de 50 mgrs/c.

2

W
]

10,Na Solucidn al 2%

S0,Na, solucién al 10 %

3772

i = Acido citrico 0,85 M

o
"

j = Tampon citrico-acetato. Ajustar a pH 5 una solucibn
de acetato de sodio 2M affadiendo la cantidad necesa
ria de una solucibn de &cido citrico 2M. Una vez con

“seguida afiadir agua hasta obtensr uma concentracidn



0,8 M.

K Tampon borato 1M pH 10 saturade de Clna y butanol

1 Ascorbato alcalino. Disclverlo mgrs de dcido ascor

L}

bico en 0,1 c.c. de agua y afiadir 10 c.c. de NaQH

10 No.
Metodica:
Ajustar 3 c.c. de orina a pH 0,9 con ClH S5N. Realizar =~
una hidrolisis a 100 2C duranta 20 minutes. Enfriear y -
llsvar a pH 6,8 a 7,2 con tampon Tris,
Afadir 5 c.c. de alcohol iscamilico y agitar durante 3
minutos. .
Centriffugar y megfiante una aspiradora y con una pipeta
muy fina deshechar la capa orgdnica debiendo que&ar gl =
‘alcohol perfectamente limpio.
Affadir 1 c.c. del taméan de borato } megclar bien.
Afiadir unos 7 grs de PG, HK, en pelve y mezclar lo mejop
posible para lograr’la saturaciﬁn;
‘Aﬁédir 15 c.c. de ster y cerrar heraaticamente (Lo ideal
son tubos de centrifuga con tapon da cristal) y agitar
durante 10 minutos, Centrifugar.
Descartada la capa eterea volver a repetir desds gue se
le afiade el tampan da borato.
Afiadir 4 c.c. de CIH 0,1 N y agitar 10 minutos. Centri=-
fugar. |
Descartar la capa eterea y trénsferir la capa acuosa en

otro tubo.



‘Medida Fluofimetrica;-

En la misma cubeta del fluorimetroc poner:

0,2 c.c. de la capa acuosa acida que contisne las Mn

0,2 c.c; de HéU

8,1 c.c. de EDTA

0’05 de tampon citrico acetato de pH 5

O;OS‘de la solucibn de pericdata, mezclar y espsrar 4
minutos.

Rapidamente afiadir 0,1 c.c. de la solucidn de sulfita y
0,3 CeCe del ascorbato alcalino. Mezclar bien y vigoro=-
saments.

En otra cubeta del flucrimetro colocar todo igual ecspte
los 0,05 cec. de tampon citrico que'se sustituyeh por -
0,05 c.c. de la solucibn de dcido citrice que naturale-
ments tiens un pH muy bajo.

Leer despues de 15 minutos con onda de excitacién 409Vy
analisis 519 para las IMN NN a pH elevado y a longitud
de 422 y 531 para las Mn a pH bajo.

Los blancos pueden ser usados con agua destilada..

Calculos: para las NM.

C de NM = izﬁéé_lﬁzi_LQZEQZ}

y para las PN = (0,007ixB)~(D,023xNM en gammas)
A = Fluorescencia a pH elsvadeo '
B = " 2 pH bajo

La recuperacién de las Mn realizada de esta manera es =



.
&

-aproximadamente de un 50 por ciento por lo que los resu%
tados finales deben ser multiplicados por 2.

METO00S CROMATOGRAFICOS.=-

Los métodos cromategréficos presentan la ventaja de qus
pueden visualizar en Qna sola cromatografia todos los =
principales metabolitos de las catecolaminas.

Los métodos‘cromatogréficos utilizados van desds la cro
vmétografia monodimensional én papel hasta la cromatogra
fig en fase gaseosa, pasandoc por la bidimensional en pg
-pel, bidimensional en capa fina, bidimensional con una
primera fase electroforética y otra segunda cromatogrée-
fica. Tambien existen métodos de dosificacidn puramente
electroforéticos.

De todos estos métodos creomatogrificos destacan por su
utilidad y tambien por su difersencia de coste con los -
demas, ya qus no necesitan aparaﬁos especiales los métg
dos basados en la cromatografia en papel y en place fina
Todos elles tienen una primera parte que es la fase ds
extrapbiﬁn.

Dos son los elementos utilizados para la extraccién #Hel
eter anestésico o el acetato de etilo, este (ltimo pars
ce ser el més utilizado por diferemtes autores aunque =
personalmente hemos utilizado ambes y no hemos encontra
do diferencia a no ser la mas lenta extraceidn con el -
eter anestésico.

La orina con un pH 1 2 2 { ver las instrucciones de ra=-

o



~cogida de la orina en este mismo trabajo) ses meiclada -
con el medio extractor durante un cierbo tiemponaSado -
el cual la Fase(nﬁ acuesa es ssgparada y desecada. El ax=
tracto asi conseguido es diluido en una cierta 6antidad
’de‘alcoholkmetilico de gran pureza o bien acetato de sti
le y alcohol, una parte del cual es depositado en el pa-
psl c;ﬁlaca fina donds se realizan el o los desarrcllos.
Una vez terminado el desarrolleo el medio cromatogréafico
es secado y revelado con un ciazo de paranitroanilina «

aparsciendo las manchas coloreadas que corresponden a =

los distintos metabolitos de las catecolaminas.

|
I

Réspecto al medigc utilizado eﬁ placa fina en todos los =
© trabajos publicados se utiliza la cslulosa en polvo M -
400. En papel bidimensional sl aconsejado es el Whatman
n® 1 y en la monodimensional el Whatman n2? 3 o 8l papsel
Arches deparis 304 que a nosatros persofalments es el qus
msjor resultgdo nos ha dado.

Los solventes utilizades en la cromatografia de cateco%g
minas estan todos generalmente formado por las siguien—-
tes sustanciaé, aunque la proporcidn es diferente sagén
el método empleada, estas sons Isopropanol-Amoniaco=-agua,
n-butancl-dcide acétice agua y a veces se emplea tambisn
el &cido propionico, y el benzol que introdujo Armatron
péro debido a la toxicidad del benzol y al desagradabla
olor del 4cido propionico uno y otro han sido totalkmente

desechados. -



La dosificacién cuantitativa ha sido y todavia es 8l ==
gran caballo de batalla de la cromatografia. No obstante
empleando "la cromatografia ménodimensioﬁal, gue mas adg~
lante deécribiremos, podiamos decir que nosotros la hg=~
mos rssuslto casi totalmemte empleando un fotodeﬁsitome-
tro con‘integrador adjuntec y que nos da cifras realments
satisfactoriase. El fotoden@itometro usado por nosotrog -
es el llamado Cromoséan de la casa Joyce Lobel y la iecé
tura la realizamos pﬁr refleccidn. Los valores asi ahcog
trados son comparados con patrones de concentracidn cong
cida somstidos a_las mismas manipulaciones que las pro=--
blemas.
Lag sustancias mas importantes que aon v;sualizables des
puss del revelado con paranitroanilina s;ﬁ las siguien;m_
tess
APC = Ac para cumaiinico
APHB = Ac parahodroxibenzoico
AJHIA= Ac 5 hidroxiindolacetico, metaboliteo de la S O0OH
tripﬁamina o seroteonina.

AUM fc vanil mandelico

{1

ARVL Ac vanil Lactico

]

APHI = Ac para hidroximandelico

AHV = Ac homovanillinico

APHFA= Ac para hidroxifenil acetico
APSFL= Ac para hidroxifenil lactice

Naturalmente que en condiciones distintas de pH de hi=~
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~drelisis y de extraccifn pueden aparecer ademas otras =

sustancias como el MHFG'= Ac metahidroxifenil glicogl me-
tabolitos‘éomo ya vimos de la.adrenalina y noradrenalina
pero quse és transformado en el higado y en el rifion en =
dcido vanil mandélico, por lo que solo tienes interes su
dosificéﬁién en sangre. Tambien el PHFP (Ac para hidroxi
fenil piruvico)‘puedeéser identificado por cromatografia
en papel y placa pero?al ser destruido en medio alcalino
es necesario su previé transformacidn en hidrazona por me
dio de la pranitrofenilhidrazina en &cido acético 2 N. Pa
ra la realizacibn de la cromatografia de este &cido se em
plea placa de silicagel mezclado con &cido propionicg y-
agua y el solvente empleado e8s el eter de‘patroleo formia
to de metilo - Acido propionico en prcpcréién de 130-70-
15 v v la cromatografia es monocdimensional., Las placag =
una vez secada son visualizadas en caliente con luz ulira
violeta.

Como en diversas tirasoclurias se excreta este Acida en =
cantidades importantes como esta escrsccibn se acompafia
tambien ds una eliminacifn importantes de &cido PHFL y =
PHFA que son visualizadas perfectamente por el método ge-
neral antes descrito no creemos que sea de interes el rea
lizar este métodao.

METODO ELECTROFORETICO.~

Para los métcdos electroforéticos se usa el mismo extrag

to que el que ss usa en cromabografia.



Sobre una tira de papsl Arches 301 o Wattman n2 1 de de~
positan 0,02 c.c. de extracto. S5e practica la slectrofo=-
resis utilizando una solucién acuosa ds &cido acédtico =
" al 1,5 %. Se aplica un voltaje de 15 voltios/cmm durante
7 horas. Una vez‘seca la tira se pulveriza con el diazo
de paranitroaznilina. La mancha color violetz corresponde
al &cido vanil mandélico.

Esta mancha se diluye con metanol;carbonato sbdico al 2%
y se . compara con patrones en cantidad creciente de AVM.
El acetato de celulosa tambien ha sido empleado usando -
un tampon de piridinaacetica-agua 3,5:16? hasta 1000 ds
pH 4,2. Como es dificil colocar el extracto enn esta ti-
ra se ha utilizado por algunos una porcidn de 25x33mim de
papel de filtro S vy 5‘483 A en donde de ha depositado =«
0,02 CeCoe de erina varias vecas secando en intervalose.
Este papel se deposita sobre la tira de acetato de cslu-
losa en el extremo catddica. Eiectroforasis de 2 horas a
42)0 Vy 2 mA poi tira.

DOSIFICACION DEL ACIDO HOMOVANILLICOe=

El &cido homovanillifidco fue descubierto por Shaw y Armsg
tron en el afio 1957 y es 8l 3 metoxi 4 OH fenil acético,
Existen gran cantidad ds métcdos de valoracidn del &cido
hemovanillinico. Desﬁribiremas aqui solo el método fluo=-
rimetrico de SATO ya que los métodos cromatograficos usa
dos por nosotros se describen mas adelants.

Fundamento del método.=-



La orina muestra es tratada con Douex X4 que aé una re=-
sina intercambiadura de iones y que fija el écido homo=
vanillinico. El 4cide fijado a la resina as d{luido con
una solucidn de ClNa y extraido con.una mexcla‘de tolue
" ne-cloroformo.Mas tarde @s oxidado por el ferricianurc -
“potédsico en medioc alcalino. La fluorescencia es medida =
a 313 excitacidn y 420 andlisis.
Reactivos.=-

Ra =ClH 1N y 6N

Rb -= Na OH 1IN

R c = Acetato de amonio al 7,6grs/litro ajustadec a pH
4,5 can 4cido acético.

Rld = ClNa al 1,5 R

R s = ClNa en polveo

Rf = Tampon Tris a pH 8,5 (Ajustar con &cido acético)

R g = Mezcla Tolueno cloroformo: (Volumenes de Tolueno
por 1 volumen de cloroforma)

= Solucidn de WH; 5N

R h

"R'i = Ferricisnuroc potésico al 0,0l grs %

RJj = Cisteina al 0,1 % (Conservar en nevera)

R k = Resina-Douwex AGIX4 en forma dcida

Rl | = PatrSn de 4cido hemovanillinice conteniendo 10
gammas por c.c. Yy otro de 20 gammas por cC.C.
(Conservar en nevera)

Metbdica.~-

Tomar & c.c. de orina de 24 horas y ajustar a pH 4,5 con



ecsa Normal. Afiadir 5 c.c. de tampon de acetato de pH ==~
4,5. fgitar y pasar la orinz asi preparada por una colui
na de Douex recientemente preparads. Flujo de 0,6 c.c. =~
~ por minuto. /

Lavar la ceolumna con 3 c;c. de agua destilada, deshechar
aste agua. Lavar nuevamente la columna con 18 cece dg =-
CiNa 1,5 M y recoger el eluyente en un matraz. ACidifie=-
carfcon 2 ce.c. de C1H N y saturar de ClNa en polvo.
Extraer con 20 c.c. de una mezcla de tolueno-cloroformo
agité;do durante 10 minutos. Retirar la fase organica =
que se guarda en un tubo y repetir la extraccidn con la
mezcla 2 veces mas. Tomar 30 ce.c. de la fase organicz y
afladirle 3 c.c. de tampon Tris de pH 8,5. Agitar, centri
fugar y eliminar la fase ofganica.

De este extracto final fomar l c.c. y afiadirle 1 ce.c. ds
amoniaco 5 N y 0,2 c.c. de ferricianurc potdsico. Agiiar
Afiadir 0,2 c.ce. de 1 cisteina. Hacer un blanco ds la xig
ma manera pera inviertiendo el orden de adicidn de la cig
teina y del ferricianuro. ‘
Medir la fluorescencia en un espectroflucrimetro en onda
de excitacién de 320 y onda de anflisis de 420 frente a
blanco de agua. |

Realizar una curva de patrones tratadeos de la misma mang
ra com 15, 30, 45, 60 y 80 gammas.

DOSIFICACION DEL ACIDO VANIL MANDELICOe.=

Los principales métodos de dosificacibén de el dcido 3 ag



~toxi 4 hidroxi mandélico se dividen en dos grandes gru=-

. pos a saber:s

A) Métodos que se basan en la oxidacifn, obtencibn de la

vainillina y dosificacidn mas tarde de asta.

'*B) Métodos de separacibn cromatografica.

Nos referiremes ahora a los métodos de cxidacidn ya como

hemos dicho, mas adelante hablames de los métodos cromae=

tograficos.

i

Fundamento del método.~

El 4cido vanil mandalico es extraido por el acetato dg =

etilo y oxidado en vainillina por el periodato. La maini

llina es dosificada a 360 milimicras.

Reactivosg.=-

Ra
Rb
Re
Rd
Re
Rf
Rg
Rh

Ri

-
-~

i

i

]

[

L]

lo,Na al 2% (Conssrvar en nevera)

5,0zNajsal 10% en agua (Consdrvar en nevera)
ClH 6 N

C0zK,en solucibn 1 M

Ac. acético 5 N

Tampon de fosfato seglin Sorsensen a pH 7,5
Acetato de etilg |

ClNa

Solucibn patron de 4dcido vanil mandélico que cen-

tengan 1 mg/ml.

Maetodica.=-

Preparar tres frascos con tapon de vidrio de unos 80 CeC.

de capacidad y rotular B (blanco) M (muestra) y BI (patron



interno).

Orina filtrada 8 c.c. 5 c.c; 5 &.c.
Solucién patron 0 0 0,25C+Coe
Agua destiladé 2,5C.Ce = 2,5C.Cs 2,25 C.C.
ClH 6 N - 0,5 0,5 0,5

ClNa R 3 grs 3 grsA 3 grs
Acetgto de etila 30 c«Co 30c.ce 30 c.c.

Agifar durante 5 minutos y centrifugar.

Separar en otros tres tubos sefialados ds la misma manera
~ 8 M P I
Extracto de acstato de

etile 25 c.Ce 25c.Ce 25 ceCo

COZKzl M 1,5c.c. l1,5c.c. 1l,y5c.c.

Eliminar completamente sl acetato de etilo en un evapora
dor rotatoric a vacio

A la solucién de carbonateo que resta afadir
B M P 1
Periodato : o 0,20c.c.0,20 ceCo

Porer a b.mm a 502 durante 30 m. Enfriar y afiadir

B | P I
Scl de metabisulfite | 0,20 g,20 0,20
Periodato 0,20 0 0
Ac. Acético 5 N 0,30 0,30 0:30
Tampon pH 7,5 : ‘ 0,60 4,60 0,60
Tolueno 20 20 20

Agitar y‘centrifugér 5 minutos a 5000 v. por minutos

El extracto de toluenoc transferirlo a otros nusvos tubos

B M P I _
Extracto de tolueng 15¢c.c. 19 c.ce 15 CeCo



Carbonato potésico 1 M 4 4 L4
Con una pipeta Pasteur tomar lo mas posible de la capa =
de carbonato y coiacarlo en las cubetas dsl espectrofoté

~metro leysndo todos los tubos frente a blanco de carbona

" to potédsico 1 M.
-

Calculos.=
Dofl__=.B9B_ » 25 « Vol 24 horas____._ - mgrs en 24 h de
DoPI =~ DoM 3x1000

AVM.



CAPITULO IV

METODOS EMPLEADOS

" E1l método emplesado por nosotros as la crometografia en -
dos de sus variantes: Cromatografia monodimensional y w=
cromatografia bidimensional en papsl.

eLa monodimensional la realizamos sn todas las orinés qus

para estég fines nos llegan al laboratoric y nos sirva =

para’ daspistage.de or;nas patoldgicas y la mayoria de =

las vecas para rsaliza; la dosificacibn, cuantitativa da

algunos de los metabolites. Una vez comprobada que es pa

toldgica hacemos una cromatografia bidimensional. Tame=e-

para seguir una evolucidn clinica preferimos la monodi~e

mdnsional.

CONDICIONES DE RECOGIDA DE ORINA.- o

Este punto ya fué explicado antariormentel; no insistirgi
mos mas sobre el asunto.

EXTRACCION .~

Como ya dijimos hemos empleado indistintamente el eter =~

anestésico y el acetyto ds étilo.

Extraccidn con eter anestesico.=

500.C. de orina previamente filtrada y comprobado su pH -
se coloca en un extractor liquido a liquido, empleando en
el mismo 100 c.c. de eter. La temperatura de extraccibn -
puede ser aproximadamente de 45 9C y el tiempeo 24 horas =

como miximo y 8 horas como minimoc. El extracte etereso es

recogido y evaporado en un svaporador rotatorio y una vez




seco es diluido com 2,5 c.c. de alcohol metilico, 0,05ce
c. da este extracto correspandan a l‘c.c. de orina.
‘Extraccién cﬁn acetato de'stiloe.=

10 ce.c. de p;ina, previamente filtrada es mezclada en un
4mezclador rétatorio con 10 c.ce. de acetato de etilo duran
’?e 15 minutos. Una vez en rspeosg y separada las dos fa==-
ses el acétato de stilo es retirado y colocado en un ma=--
traz‘gh forma de corazdn. Se vuelve ha hacer des nusvas =

14

extracciones con la misma cantidad.de acetato y una vez =
separado las fases it{licas ss unen en el mismo matrazyg -
El matraz se coloca en el evaporador rotatcrio con vacio

y una vez sego al extracto se diluye con 0,5 c.c. de metg
nol, 0,05 c.c. de este extracto corresponde a 1 c.c. de -
orina.

Desarrollo cromatcgrafico monodimensional.-

Se realiza sobre papel Arches 304 o bien sobre papel UWahi
man n? 4 el cual se corta segdn indica el dibujo de la pa
gina siguientee. |

Con una micropipeta se coloca sn sl lugar de deposito 0,00
c.Ceo del extracto. Se coloca el papsl en la cuba cromato=
grifica y se hace el recorrido por sspacic de 24 horas. =
La cuba crometogréfica ha de estar saturada con. el misﬁm

solvente del desarrolla.

Junto con las musstras se colocan patrones que contienen:

en 0,05 c.c. 4 gammas de AUM+ 8 de AHV y en otra tira 10

de AVM y 16 de AHV.
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El liquido de desarrollo esta compuesto de isopropancl -
Merk, amoniaco al 25% vol-HZG en proporcidén B=l-l, Esta
mezcla ha de realizarse una hora antes a fin de que la =
cuba cromatogrifica se sature. Una vez empleada debe des
hecharse. - .

?asadas 24 horas se sacan las tiras, se secan y se pulve

riza éon el diazo de p-nitroanilina compuesto de la siw--

guiente manera:

R=1 = 200 mgrs de p-nitroanilina (Merk) en 2 c.c. de =
ClH concentrado. Disclver y llevar hasta 100 con
agua destilada.

R-2 = 200 mgrs de nitrito sédice (Merk) en 100 Cece =
de agus destiiada.

R=3 = 10 grs ds carbonato sbdico disuelto hasta 100 =
C.Ce CON HZG'

Para el uso ss mezcla 1 parte de R-1 mas 1 parte de R-2

‘mas dos partes de R«S; Ha de utilizarsse antes de 1 minub

Los reactivos se conservan durante 15 dies en nevera.

Las manchas aparecen de distintos colores y en el orden

y Rf gque describimos en la figura ds la pagina siguiente.

Gltimamante nosotros al poseer mas sustancias patroen hs-

mos confeccionado unos patirones compuestos de lé siquien

te ménera: | |

Patron I = AVM = 4 gammas

OHFA. 4 gmmmas

PHFA = 8 gmmmas



CROMATOGRAFIA MONODIMENSIONAL DE ORINA DE UM ENFERID
CON NEURDBLATOMA Y UN SUJETO NCRMAL



JHIA

10 gammas

Patron II = AVN 10 gammas

)

.UHFA = 10 gammas

PHFA

16 gammas

AHV 16 gammas

]

FJHIA = 16 gammas
Naturalmente que en este tipo de cromatografia muchas ds
o }
las sustancias reveladas por la paranitroanilina se su==
perponen en una sola mancha por le que en caso de duda es
A

necesarioc hacef una cromatografia bidimensional ya que dg
bido a la superposicidn podiamos tensr un juicioc falsa.
Esta superpesicidén ha sido comprobade por nosotros y he-
mos averiguado cualass son las sustancias superpuestas en
cada banda. Para mas glaridad en el siguiente eéquema e
pondremos a la izquierda la sustancia principal y frente
a ella y encerrada en llaves las sdstancias mas importzn=

tes cuyas manchas se puesden:. interponer:

Ace. p~cumarinico(rojo purpura)
Ac. vanillinice (viocleta) L .
' Ace. p-0OH~benzoico(rojo)
Ace 50H=indol acético

Ac. vanil léctico(azul gris)

Ac. vanil mandélico (violeta) :
R~0H mandelico (rojo purpura)

Ac. Homovanillinico (azul gris)
Ac. pOHFenil acético (purpurapPOH fenil lictico(purpura)

Ac. 0-0H fenil acético(purpura)-U—GH fenil léctico(purpura)



- .No obstante esto a veces con algo de experiencia podria.

ser su?iciénte esta cromatografia monodimensiohal para -
realizar un diagnostico o sospecha diagnostica;por 8l ia
'boratorio de un Feocromocitoma o un Neuroblastoma e in=-
VZIUSD un carcineids.

CRGNATUGRAFIA BIDIMENSIONAL.=

- El extracto es el pismo que se emplea en la monodimensig
nal.

Empleames una técnica modificada de GJessing usando pa=~-
pel Whatman en hojas de 35x35 cm y dos cubas cromatogré«
ficas, una para el primer rscorrido y la otra psra el se
Jundo. Los dos recorridos son ascendentes. A una diatan;
cia de ambos extremos ds 5 cm colocamos con una micropi-
'peta 0,05 c.c.Adel extracto sscando a interualés con ob=
Jsto de que la impronta seaza la mas pequefia posible,
Despites colocamos el pppel dentro de la cubeta cromatoe=
grédfica donde una hora antes ha sido preparada la mezcla
de desarrolla. ‘ s
Pa}a el primer recorrido nosotros empleamos idopropancl-
NH; ¥y H,0 en proporcibén de volumenes de 100-5-10, tardan
do este priher recorrido aproximadamente unas 18 horas,.
Una vez pasado este tiempo el papel es sscado a 40 2C y
una vez seco en sentido vertical respscto al antgrior =
se8 coloca en la segunda cubsta donds previaments’ée ha
veitido el segunda liquido de desarrollo compuesto de n-

(4 > . .
butanol-acido acético y agua en proporcidn de volumenes



1

de 60-15-25, Este recorrido dura aproximadamente unas 10
horas. Finalizado sste tiempo se saca la hoja se seca y
mas tarde se pulveriza:con el diazo de paranitroanilina
apareciendd'las manchas con sﬁ color caracteristico y =w
perfectaménte separadas unas de otras como vemos en la =
figura ds la pagina sigulente que cofresponda a uﬁ caso
normal.f

Para la dasificacitn cuantitativa el pspel es mas idonea
gue la placa fina, esﬁpor esto por lo gque nosotros noi~-
malmente empleamos siémpre papel, no obstante la placa =
fina tambien la hemos empleado en muchas occasiones ya -
que presenta la ventaja frente al papel que el Hesarrg--
llc es mas rapido e incluse las manchas aparecen con ==
mas viveza de colores. ;.

Las placas por nosotros esmpleadas han sido de las ds ca;
lulosa MN 400 con dimensiones de 20x20. La cromatografia
es ascendente en las dos direcciones y los solvantes am=-
pleados son los mismos que los empleados para el papel.
Cromatografia monodimensional en placa fina .=

En este Gltimo afie de 1973 hemos empleado con muchas frg
cuencia la placa fina pero realizando una cromatografia
monodémensional en vez de bidimensional.

Para mejor separacidén de las manchas colocamos las impron
tas en forma de linea en vez de en forma esférica. £1 11

quido de desarrolle es tambien sl isopropanoleamoniaco vy

agua 80-10~10 y el desarrolloc es ascendentey, Aproximada~



Esquema de una cromatosrafia bidimensional en phaca

fina =las sustancias identificadas son las siquientes

1l = Simpatol | 21l=Ac resorcilico
2 = Octopamina 22= P-0OH mandelico
3=Normetanafrina 23= P=0OH=fenil acetico
4=Metanefrina _ 24= D~OH=fenil lactico

5= 3 metoxitiramina ;
CROMATOGRAFIA SEGUN

6= p-tiramina GIESSIN

7=0rtohidroxifenilacetico '

8=3-metoxi-40H~fenil glicol

g= 1] " it i ]

10=P=tirgmina

1l=3~metoxi~40Hfenil alanina

12= Acido vanil mandelico

14= Ac.50Hindol acetico

15.=Ac homovanillinico

16= Ac ferulico

17 = 7

18=Ac vanillinico

19=Pn0H~bhenzoice

20 = P—gcumarinico



~mente dura unas 10 horas. @na vez seca se pulveriza tam
bienn con el mismo revelador de paranitroanilina y las =
kmanchas como se puede apreciar en las fotografias de la
pagina siguiente se visualizan perfectamente. Este Mt o=
do tieqa la ventaja sobre el papel en qus la dosificacién
" cuantitativa por medio de la densitometria es mas facil -
que en el papel.

Dosificacidn cuantitativae=-

La dosificacidn cuantitativa la hemos realizado de dos =
maneras distintas a saber

a) Por elucidn de las manchas

b) Por fotodensitometria

A) Cuantificacién por elucidn de las manchas.

Este método lo hemos empleado en la cromatografia monoe-
dimensional en papel..Una vez reveladas las manchas 8w
tas se recortan en sl papel y cortandola en pequefios cua
dritos se diluyen en tubes de ensayo con la siguiente «=
mezcla |
Metanol 2 ce.ce.

Carbonato potédsico al 2% 1 c.c.
Agitar bien vy aﬁadir'una mezcla a partes iguales de para
nitroenilina diazotada segin la formula antds descritae.
Esperar 30 minutos y leer frente a blanco realizando con
un trozo de papel donde no hubiera mancha y diluido con
los mismos reacﬁivbs que el problema.

Las longitudes de ondas empleadas por nosotros son para



CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA DE DRINA DE UN
ENFEhMU COM UNA TIROSINOSIS EN ODRNDE SE PUEDE

APRECIAR CL EXTRAORDI/ARIO AUMENTO DE PHFA



‘cada sustancia las siguientes:

‘para 8l AVM = 560 my para el PHFA = 540 my
S w W QWY = 560 my - w w OHFA = 540 my
n u 5HIA = 546 my " " AVL = 560 my

‘tas medidas se leen en extincidn y se comparan con las =
obtenidaswcon los patrones tratados de la misma manera,
La lé; de Beer se cumplg hasta concentraciones de 20 mgry
1. :

Los udﬁgres pueden ser relacionados con la diuresis deg -
24 horas o bien con los mg de creatinina excretados con
lo que soslayamos algo los errores de recogida de orina.
Con este método los errores sn los valores de Tecuparasw-=
cién obtenido por nosotros han side siempreg menores de =
0,5 mgrs/1 |

Respecto a los valores normales que haﬁ sido encontrados
siguiendo esta técnica y realizando la determinacidn en
100 personas clinicamente normales han sido los siguien=

tes.

AUMe oessceccsos 3,25mgrs/24 horas D d 5 2,75

AHV e o eocoocenas 5,60 " " D de i 2,90
SHIA;ocooo'auco 4,95 i " D de t 4’25
OHF Ao evoenoanae L, 17 W u D de + 0,97

PHFReoeseoaesses 7,95 ® i D de * 4,75



CAPITULO V

MATERIAL
Este trabajo fde comenzado en el afio 1964 bajo la dire-
ccibn del Profesor J. Cruz Aufion. Desde esa fdcha hemos
realizado un total de 4612 determinaciones de catecola-
minas todas ellas con los métodos cromatogridficos rese-
flados antes si bien hay que afiadir que las 50 primeras
fueron realizadas por el método de Pisani, colorimétrie
co para la dosificacidn del AVM y que antes ya hemos ==
desérito. La procédencia de estos casos pueden ser cla=
sificades de la siguiente manera..
3887 determinaciohes realizadas sobre adultos proceden=~
tes en su maycria de los Servicios de Cardiclogia de la
Escuela 0Oficial ds Adarato Circulatorio, del Servicio =
de Cardiologia de la Ciudad Sanitaria Virgen del Rociao
de la Seguridad Social, de diferentes servicios de las
diferentes catedras de medicina de la Universidad de =~
Sevilla, Profesor Zarapico, Profesor Aznar, Profescr =
Le6n Castro, Profesor Sanchez de la Cuesta;de la Residsp
cia Sanitaria de la Seguridad Social de Huelva, de Cordg
ba y de Cadiz, a mas de algonos enfermos que fueron vie
sitados en las consultas particulares de los Dres Conde
Hernandsz, Rivera, Rios fezo, Fajardo, Andreu Kern, Re.
Moreno y otrose. 100 determinaciones realizadas'a indivi
duos clinicamente normales escogidos al azar. 525 deter

minaciones realizadas en nifios procedentes en su mayoria




.de la catedra de Psdiatria de la Universidad dé Sevilla
y en menor grado del Hosmital Infantil de la Seguridad
Social, del Servicio de Pusricultura de Sevilla asi co-
" mo enfermos vistoes en visita privada de les DSctores Es
* tefania, Navarro, Meneses, Laffon, Rioz Mozo, etc. Tam-

bien se han realizado determinaciones en orina de nifios
progédentes de las Residencias Sanitarias de Cordoba, =
Huelva y Cadiz.
Entre, todos estos pacientes cuyas orinas fueron examina
das bof nosotros fueron diagnosticados los siguientes =
tipos de tumores que han sido en todos los casos comprg
Pados anatomopatolcgicaments.

Neuroblastomas seeceesss 113

Ganglioneuroma cceeecses 18

Feocromocitoma sceveces 10

Melanomas ececessoccssse 4

Carcinoides sceeceesess 15

Coe de MamMa secececsscee 12
Las sustancias en las que nosotros hemos centrado nues-
tros estudios son las siguientes:
AVM, AHV, AVL, PHFA, OHFA, 50HIA
En el siguiente cuadro hemos comparado el aumento o la
excreccidn normal de cada tipo de sustancias en cada ti
po de tumor. Hemoé sefialado con flechas la calidad dsl

aumsnto.



TIPOS DE TUMOR

. NEUROBLASTOMA

GANGLIONEURCMA

md;aczzocxrom

MELANOMA

CARCINOIDES
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CAPITULO VI

COMENTARIOS Y DISCUSIDN
Desde que en 1857 Mason y colaboraddres describieron por
‘primera vez la presencia de aminas presoras eniun Nifg =
con un neuroblastoma el estudic de las catecolaminas ha
dado un paso gigantesco.

Los tumores derivafos de la cresta neural producen como

#

§
ya hemos observado grandes cantidades de catecolaminas.=-

nto la dosificacién de ellas nos sirve como un pun

i

Por ta
to de‘apoyo muy s6lido tanto para emitir el diagndstico
como para poder seguir, como luego veremos, la evcluciéﬁ
del proceso y asi enjuiciar la actuacidn y métodos tera=-
péuticos.°

De todos los tumores estgdiados por nosotreos el hallazgeo
de una cifra patologica y por tanto el diagnlstice por =~
el laboratorio de un tumor, nuncavha sido discordantg =~
con la énatomia patblégica. Es decir, siempre que encon-
tramos una cifra elevada la anotamia‘patolégica nos ha ==
confirmado, siempre que la biopsia ha sido posible, qué -
se8 trataba de un tumorvy solo sn muy contados casos, cuya
frecuerncia ha sido ya expuesta en el capitulo V de este -
trabajo de tesis, hemos encontrado, en lo que se refiers
a neuroblastoma y gamglioneuromas sobre toda, cifras nor-~
males de AUM y AHYV y sin embargo la anatemia patolbgica =
diagnostico gue se tratasba de un tumor.

Ahora bien no siempre en la primera determinacibn reali~



~zada a un enfermo con sospecha clinica de tumor derivag-
.#a de la cre%ta neural laglcifras han sido patollgivas =
éino que, bien porque el’enferﬁo no recogiese correctaw=-
mente la orina, bien porque el estado funcional del tumor
no ée lo permitiera, han sido necesaria dos y.en dos casos
hasta cQatru determinaciones para gue las cifras encontra
das nos hicieran sospschar gus se trataba de un tumor. No
ha oc;rrido asi con loslfeocromocitomas y melanomas gus
excepto en un caso de cémprobada mal recogida ds orina, =
en todos ellos en la primera determinacidn las cifras obe
tenidas de AUM nos han hecho diagnosticar un feocromocitg
ma.

En relacidn con logs resultados obtenidos y centrando nueg
tra atencidn ennla frecuencia de los aumentﬁs de las dife
rentes sustancias en los distintos tumores, podemes hacer
las siguientes consideraciones.

En los neuroblastomas el msetabolito de las catecolaminas
cuya excrecidn rasulté con mas frecuencia aumentada es el
AHV cuya cifra puede llegar a alicanzar hasta los 42 mgrs
en las 24 horas. No obstants hay que hacer constar que de
los 113 cesos en 1D de ellos las cifras resultaron norma=
les, sin embargo es de resaltar que de esos 10 casos ds =
cifras de AHV normales 6 de ellas tenian un PHFA patologli
co, por lo gque cresmos de un gran interes este (ltimo &ci
do y creemos que la presencia de un aumento sn su excrae~-

7 4 .
cion nos debe obligar & repetir a los menos por 4 veces la



cromatografiae.

Tambien el AVN resulto en un 77,8 por ciento de los casos
éumentados. Ahora bien e;té aumento de AVM nunca sobrepa-
so los 1l mgrs en las Zaihoras;

En los feocromacitomas sin embargo sismpre en todos los
casos ekistio un marcado aumahtb de AVM, aumento que an
algun?s casos llego hasta 105‘36 mgrs en las 24 horas es
decirﬁsiempre mayér que'@n los neurcblastomas. Tambien -
en un 20 por ciento el AHV se encontro aumentado perc es
te aumento fue siempre menor de 13 mgrs/24 horas.

Solo en un caso el PHFA resulto ligeramente aumentado en
el feocromocitaoma.

Respecto a los ganglioneuromas el metabolito principal =
encontrado en aumento fu& el AHV aunque coh;menor frecuen
cia que sl los neuroblastomas y no en menor cantidad que
en estos Tambien encontramos en un 1l por ciento de los
casos un aumento de AVH.

En los melancmas el AVL resultoc marcadamente aumentado, =
sobre todos en los (ltimos estudios de la enfermedad. Es-
to ocurrio en un 75 por ciento de los casos. Ligeros auwe
mentos dekAHV ocurric tambien en un 50% de los casos y au
mento del OHFA en un 25 por ciento. No obstante al tener
tan pocos casos, solo 4, creemos que estas dos Gltimas ci
fras sobre todo no tienen significacidn estadistica, que-k

dandonos solo con el aumento de AVL, cosa que ademas va =

de acuerdo con las publicaciones dsl Dr. Hans Kasser dsl
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Cromatografia monodimensional en papel en donde
| ,
se comrara el espectro que presenta un Neuroblas-—

toma .un Feocromocitoma y un sujeto normal



Tifenan Spital de Berna.

Respecto al constante aumento del SOHIA encontrédcs 811
los carcinoides y C. de mama por no ser tumores derivaw-~
dos de la cresta naural objeto de este trabajo}no hargwe
"mos més comentarios. | |
“En cuanto a los muy numerosos casos de hipertensidn esen
cial estudiados por nosotros, mas de 1000, hemos de dgw=e
cir que excepto los casos en gue se demostro la.presen~~

H

cia de un feocromocitoma en los demas no hemos encontrae
do en%ninguno de ellos alteracidén algune en la excrecidn
de ldsimetabolitos estudiados. |

No sabemos si la extensidn o la malignidad dsl tumor po~
Qria tener un feflejo en cuantoc al estudioc bioguimico se
refiere‘lo gue si hemos comprcbado en aguellos casos ds
neuroblastomas y feocromecitomas en les que hepos podido
seguir su evolucién despucs de la intervencién es que in
mediatamente despues de la intervencidn las cifras han =
descendido bruscaments para desgraciadamente sn un99% de
los casos ir subiendo paulatinamente como expresamos an

: N

las graficas de la siguiente pfigina correspogdientes a =
un caso de neqroblastoma en un nifio de 3 afios y &n un ca
so‘de feocromecitoma de un adulto que aln vive y que pe-
riodicamente se controla.
Tambien esn los melanomas la excrecidn de AVL aumento, ca

forme aumenta le extensidén del proceso. En el unico caso

de melanoma en el que pudimos hacsr la determircidn cada



5 dias el aumento de excreccidn flie notablementse elevada
” . . - .
y aunque en la época an que hicimos estas determinacio--

nes no poseiamos el patron de AVL para poder éomprubar -

y coﬁparar con el fin de obtsner el valor cuan%itativo -
" no obstante, con solo la Qisién de la mancha de AVL nos
“podemos hacer una idea del aumento tan extraordinario de

excreccidn.

v
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EVOLUCION DE UN FEOCROMOCITOMA.-Cromatoorafia

monodimensional en papel
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EVOLUCICN DE UN CASD DE NEURDBLASTOMA= Cromato@ra=

fia monodimensional en papel



Esquema de la evolucion de un melamona. Crom:

bidimensional en pzpel donde ss puede

mento de la mancha de A.V.L.
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CAPITULG VII

CONCLUSIONES

12 Dpe todos los métodos existentes para la fetermina=e

cidén de los metabeclitos de las catecolaminas los mé

{

todos cromatogrificos son los que sn la actualidad

presentan mayores ventajas tales como: rapidez, eco

nomia y posibilidad de hacer una "Biopsia bioquimi=

‘c an

[4

del tumor en una sola determinacibn. Detras ds

estos métodos bioquimicos son los fluorimétricos ==

los

que mas recomendamos. Los colorimétricos y biow

légices por su falta de especificidad y de sensibi=-

lidad son hoy dia deshdchable.

22 La recogida de orina para estas determinaciones hah

de ser hechas en condiciores standar y que consta.

Ao

Bo""

Prohibicion de tomar durante 2 dias antes de lz

recogida de orina los siguientes alimentos y mg

dicamentose.

a) Cualquier medicamenta antihipertensivo, vasg
constrictores y vascdilatadores. Tambign ww

N

tranquilizantes de cualquier tipo.

b) Tetraciclinas y neomicinas

c).Café, te, chocolate, vainilla platano y cuéi
quier alimanté que contsnga gran cantidad de
vitamina C.

Durante el diz de la recogida de orina el pacien

te no debe encontrarse en situacidn de stress.



X

. Ce= La orina debe ser recogida en medio &cido de pH
aptoximadamente 1 a 2 lo que ss consigue afiadien
do unos 6 c.c. de ClH puro. | ;

De.~ La orina una vez tecogida debe ser guardada en =

sitio fresco y al abrigo dekla luz y enviada lo

antes posible al laboratorioc.

357 La recogida de los demas liquidos bioldgicos tales =
como sangre se hace en bote heparinizado conteniando

‘%etabisulfito $odica 0,5 mgrs por c.c. de sangres El
LCR tembien debe ser tomado con metabiéulfito y guar
dar en nevera y en oscuridad hasta su envio al labo-
ratorio.

42 Creemos que como método de "scrining" debe ser utili
zado la cromatografia monodimensional segln el méto=
do que se describe en este trabajo.

58 A toda muestra no normal segdn la cromatografia moppo
dimensiocnal es necesario hacer una cromategrafia bi-
dimensional a fin de separar mejor las ﬁanchas dg ==
los metabolitos'que nos interesan dosificar.

62 Dado que algunes sustancias como el AVL no son bien
aislados en cromatografia monodimensional, en pacien
tes con diagndstico de melanoma debe realizarse una
bidimensional.,

‘§§ Segln el prescnte trabajo les neuroblastomas presen=-
tan una elevada excreccidn de &cido homovanillinico

en un 91,15 % de los casos y una elevada excreccidn



da AVM en un 77,8% de los casos.

82 Los feocromocitomas presentan un aumento de AVM en
un 100% ds los casos y un aumento de AHV en un 20%
de los casos.

98 E1l aumento de excreccidén de APHFA debe obligar a rs
petidas dosificecifnes de los metabolitos de las ca

-~ tecolaminas.

F3

g

.].D‘g Al igual que los neuroblastoﬁas les ganglioneuromas
Spresentan tambien un aumsnto en la’axcreccién de AHV
.éhnque este aumento no susele ser tan marcado como en

los neuroblastomas y su fresuencia es segdn nuestros
estudios de un 77,7% frente a un 91,15 % encontrado
en los neuroblastomas.

112 Los melcnomas tienen como principal productc de ex=-
creccién, en lo qus se refiere a metabolitos ds las
catecolaminas al Acide vanil léctico AVL en un 759
de los casos.

122 E1 aumento de AVM de los neurcblastomas es sismpre
menor que en los ?epcromocitomas y el aumentc de AHV
de los neuroblasfcmas gs siempre maybr que en los ==
feocromocitomase.

138 En las.hipertensiones cuyo origen no sean tumores ==
de la cresta neural los metabolitos de las catecola-

minas no se modifican.
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