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ABREVIATURAS

Abreviatura Significado
D Dopamina
NA Noradrenalina
A Adrenialina
L-DOPA L-dihidroxifenilalanina
MAO Monoamino-oxidasa
comMT Catecol-ortometiltransferasa
NMN Normetanefrinas
MN Metanefrinas
VMA Acido vanilmandélico
HVA Acido homovanilico
5-HIAA Acido 5-hidroxi-indolacético
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
3-MT 3-metoxi-tiramina
ATC Antidepresivos triciclicos
IMAO Inhibidores de la MAO
HCI Acido clorhidrico
PSE Extraccion en fase sélida

RESUMEN

Las catecolaminas son sintetizadas en la médula suprarrenal mediante una cascada enzimatica
que da lugar a la dopamina, la noradrenalina y la adrenalina. Una vez que han llevado a cabo
sus funciones, estas catecolaminas son metabolizadas mediante dos enzimas, la COMT vy la
MAO, dando lugar a sus metabolitos que son las metanefrinas, normetanefrinas y el acido
vanilmandélico, obtenidos a partir de la adrenalina y la noradrenalina, y a partir de la dopamina
se va a obtener el acido homovanilico. Se pueden encontrar libres o conjugados con sulfato,
siendo estos ultimos mas solubles y por ello se eliminan por la orina. Esto permite que en el
laboratorio clinico se puedan medir libres, es decir, Gnicamente la fraccion no conjugada o
como catecolaminas o sus metabolitos totales, que incluye las formas conjugadas y las formas
no conjugadas.

La secrecion de catecolaminas y sus metabolitos estan relacionados con tumores endocrinos
como el feocromocitoma o neuroblastoma y con el sindrome carcinoide, por ello su
determinacion va a ser importante para el diagnostico y seguimiento de estas enfermedades.

Para la determinacion de las catecolaminas y sus metabolitos es muy importante tener en cuenta
los factores que influyen en su recogida y conservacion hasta que llega al laboratorio, ya que
cualquiera de ellos puede producir errores en la medicion final de la muestra y dar lugar a falsos
positivos o falsos negativos.

En el laboratorio clinico se va a utilizar como método de eleccion para estas determinaciones
la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con detectores electroquimicos, ya que es
el método mas especifico, sensible, eficaz y asequible para los laboratorios.

Palabras clave: catecolaminas, feocromocitoma, neuroblastoma, sindrome carcinoide, orina,
plasma, HPLC.



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

ABSTRACT

Catecholamines are synthesized in the adrenal marrow using an enzymatic cascade that results
in dopamine, norepinephrine and epinephrine. Once they have performed their fuctions, these
catecholamines are metabolized by two enzymes, COMT and MAO, giving rise to their
metabolites which are metanephrines, normetanephrines and vanilmandelic acid, obtained from
epinephrine and norepinephrine, and from dopamine is going to obtain homovanyl acid. They
can be found free or conjugated with sulfate, being the latter more soluble and therefore are
eliminated by urine. This allows free measures in the clinical laboratory, is to say, only the
unconjugated fraction or as catecholamines or their total metabolites wich includes conjugated
shapes and unconjugated forms.

The secretion of catecholamines and their metabolites are related to endocrine tumors such as
pheochromocytoma or neuroblastoma and carcinoid syndrome, that is why their determination
IS going to be important for the diagnosis and follow-up f this diseases.

For the determination of cathecholamines and their metabolites it is very important to take into
account the factors that influence their collection and conservation until it arrives at the
laboratory, as any of them can cause errors in the final measurement of the sample and result
in false-positives or false-negatives test results.

In the clinical laboratory, high-resolution liquid chromatography (HPLC) with electrochemical
detectors will be used as a method of choice for these determinations because it is the most
specific, sensitive, effective and affordable method for batoratories.

Keywords: catecholamines, pheochromocytoma, neuroblastoma, carcinoid syndrome, urine,
plasma, HPLC.

1. INTRODUCCION

Las catecolaminas® son aminas organicas sintetizadas por el organismo en la médula
suprarrenal donde hay un acimulo de células secretoras de dichas hormonas.

La médula suprarrenal es una de las partes, junto con la cpsula y la corteza adrenal, que forma
las glandulas suprarrenales, las cuales se encuentran situadas sobre los polos superiores de los
rifiones. Histolégicamente, esta formada por células cromafines procedentes de la cresta neural
originada durante el desarrollo embrionario.

Este origen embrioldgico comin de las células que componen la médula suprarrenal y de las
células del sistema nervioso central, hace que se las considere un elemento altamente
especializado en la secrecion de catecolaminas.
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Figura 1. Proceso de diferenciacion de las células de la cresta neural *
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Las principales catecolaminas son: la dopamina (D), la noradrenalina (NA) y la adrenalina (A)2.
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Figura 2. Estructura de las catecolaminas !

1.1 BIOSINTESIS

La biosintesis de las catecolaminas comienza a partir del aminoacido tirosina, que puede
proceder de la dieta o ser sintetizado a partir de la fenilalanina en el higado, y continta con una
cascada enzimatica en la que se diferencian varias etapas.

La primera etapa tiene lugar en las terminaciones de los nervios simpaticos postganglionares y
en la médula suprarrenal. Esta catalizada por la tirosina hidroxilasa. Es el paso limitante en la
regulacion de la sintesis de catecolaminas. El producto final de esta reaccién es la L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), que es convertida por la DOPA descarboxilasa en dopamina,
la cual es transportada, con gasto energético, al interior de los granulos secretores que contienen
dopamina-g-hidroxilasa, enzima responsable de su transformacion a noradrenalina.

En la médula suprarrenal, la noradrenalina liberada es transformada por la feniletanolamina-N-
metil transferasa en adrenalina, que sera recaptada y almacenada en los granulos de secrecion.

Este proceso esta regulado por un proceso de retroalimentacién negativo que producen la L-
DOPA vy la dopamina sobre la tirosina hidroxilasa, de modo que la sintesis de L-DOPA es
proporcional a la liberacion de noradrenalina.

La secrecion esta regulada directamente por el sistema nervioso simpatico, por ello se
producira, sobre todo, en situaciones de estrés agudo tanto fisico como psiquico.

Las catecolaminas sintetizadas son almacenadas en unas vesiculas de almacenamiento que se
encuentran en la médula suprarrenal y en las terminaciones nerviosas simpaticas
postganglionares hasta que es requerida su liberacion por exocitosis?.

Son liberadas al torrente circulatorio y asi, ayudan a transmitir impulsos nerviosos en el cerebro,
aumentan la liberacion de glucosa y acidos grasos para proporcionar energia y dilatan las
pupilas. Ademas, la Noradrenalina constrifie los vasos sanguineos, aumentando la presion
sanguinea y la Adrenalina, incrementa la frecuencia cardiaca y el metabolismo?.
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Figura 3. Ruta biosintética de las catecolaminas !

1.2 METABOLISMO

Se produce como consecuencia de la expresion diferencial de las enzimas encargadas de su
metabolizacidn, una vez que han llevado a cabo sus funciones fisioldgicas. Estas enzimas son
la monoamino-oxidasa (MAO) y la catecol-ortometiltransferasa (COMT).

Las catecolaminas son metoxiladas por la COMT en tejidos no neuronales, dando lugar a las
metanefrinas. Asi, la Noradrenalina da lugar a las Normetanefrinas (NMN) y la Adrenalina dara
lugar a las Metanefrinas (MN) 2.
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En las células cromafines, actia inicialmente la COMT dando lugar a las metanefrinas,
produciéndose por esta via degradativa mas del 90% de la metanefrina y el 24-40% de la
normetanefrina circulante. Estas pueden ser eliminadas en la orina como tales o conjugadas,
pero la mayoria van a ser transformadas por la MAO en &cido 4-hidroxi-3-metoximandélico y
en menor medida en 3-metoxi-4-hidrofenilglicol (DHPG).

En los nervios simpaticos, por el contrario, la MAO metaboliza a la Noradrenalina generando
acido dihidroximandélico y dihidroxifenilglicol. Ambos van a ser transformados por la COMT
hepética, generando acido vanilmandélico (VMA) y metoxihidroxifenilglicol (MHPG).

La Dopamina, a través de las mismas transformaciones enziméticas, se convierte en &cido
homovanilico (HVA) .
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Figura 4. Metabolismo de las catecolaminas *

1.3 FUNCION

Las catecolaminas acttan sobre las células efectoras mediante su unidn a receptores situados
en la membrana plasmatica. Cuando estos receptores son estimulados, se producen una serie de
fendmenos intracelulares que culminaran con la respuesta bioldgica que va a variar en funcion
de la via de transduccion de sefiales asociada al receptor’.

Hay dos tipos *:

a) Receptores adrenérgicos:

- Vasoconstriccion

o - Sudoracion
- o-adrenérgicos: _J . . .
- Dilatacion pupilar
aiyaz - Descenso sintesis insulina—> Estimulacion de la gluconeogénesis

-6-
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- Vasodilatacion
- Broncodilatacion
B-adrenérgicos: — - Relajacion masculo liso del aparato Gl
B1y B2 - Estimulacion sintesis insulina, renina y de la lipdlisis
- Mediano aumento de la frecuencia y contractilidad

—

b) Receptores dopaminérgicos: se encuentran en SNC, SNP y en diferentes tejidos.

D1: median la vasodilatacion

D2: inhiben la transmision de los impulsos en los ganglios simpaticos y la
liberacién de Noradrenalina en las terminaciones nerviosas simpaticas, asi como
la liberacion de prolactina.

1.4 ENFERMEDADES RELACIONADAS

La determinacion de las catecolaminas y sus metabolitos tiene utilidad en el diagnostico de
tumores de la médula suprarrenal:

a) FEOCROMOCITOMA: es un tumor, benigno o maligno que produce, almacena y

secreta catecolaminas y sus metabolitos*. Su prevalencia es baja. En ciertos casos, puede
ser asintomatica.

Manifestaciones clinicas: hipertension arterial y en mas del 50% de los casos,
paroxismo o crisis epilépticas. Estas pueden ir acompafiadas de ansiedad,
temblor, palidez, dolor toracico y abdominal, vision borrosa, nauseas, vomitos,
hiperglucemias, pérdidas de peso, poliuria, polidipsia...t
Seg(in su localizacion puede ser *:
e Intrasuprarrenal (médula adrenal): sintetiza y secreta adrenalina y
noradrenalina
e Extrasuprarrenal  (ganglios simpaticos): secretan, exclusivamente,
noradrenalina

La sintesis de dopamina y acido homovanilico no suelen estar elevadas en los
tumores benignos, a diferencia de los tumores malignos, que no van a presentar
hipertension debido al efecto vasodilatador de la dopamina®.

Diagnostico: Si no se diagnostica a tiempo, puede llegar a ser letal®.
La determinacién de metanefrinas libres en plasma y las metanefrinas
fraccionadas urinarias, son las pruebas mas sensibles y que ofrecen mayor
rendimiento en el diagnostico’. La determinacion de AVM en orina de 24 horas,
es la prueba con mayor especificidad®. También es necesaria la localizacion del
tumor mediante pruebas de imagen, en especial la resonancia magnética®.

b) NEUROBLASTOMA: es un tumor derivado de las células de la cresta neural, que

puede desarrollarse a lo largo de la cadena ganglionar simpatica y en la médula adrenal.
Es la tercera neoplasia mas frecuente en nifios. Tiene una prevalencia elevada. Va a
presentar elevadas la secrecion de dopamina y en el 90% de los casos, el acido
homovanilico y el acido vanilmandélico®®.
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- Manifestaciones clinicas: pueden presentar o no hipertension. Son escasas y
suelen estar relacionadas con el tumor primitivo o con la metastasis, que
normalmente es a nivel osteomedular o hepatico®.

- Diagnostico: La determinacion urinaria del HVA junto con el AVM, presenta una
sensibilidad diagnostica cercana al 100%. Ademas, también es dtil la
determinacion de dopaminal.

c) SINDROME CARCINOIDE: se produce por la produccion excesiva de serotonina junto
con otras aminas por parte del tumor carcinoide. No se conoce su causa con exactitud,
pero si que presenta ciertos factores de riesgo: edad >60 afios, obesidad, tabaco,
hipertension, trabajadores expuestos a quimicos, insuficiencia renal crénica en
tratamiento renal sustitutivo, receptores de un trasplante de rifion. ..

- Manifestaciones clinicas: se trata de sintomas consecutivos que pueden estar
presentes durante varios afios, coexistentes con el escaso crecimiento del tumor
carcinoide primario. Pueden presentar trastornos vasomotores, gastrointestinales,
cardiopulmonares y nutricionales®!.

- Diagnostico: consiste en la determinacion urinaria del 4cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), que va a presentar valores muy elevados en estos
pacientes, de manera que una elevacion de 15 mg en 24 horas es diagnostica del
sindrome®?.

1.5 DETERMINACION EN EL LABORATORIO CLINICO

Estas determinaciones se llevan a cabo en laboratorios de andlisis clinicos los cuales deben
contar con infraestructuras adecuadas y personal cualificado y experimentado, capaces de llevar
a cabo estos complejos y laboriosos procesos.

Para garantizar la validez y calidad de los resultados, los laboratorios deben tener en cuenta las
siguientes fases!:

1. Fase preanalitica: abarca desde el momento en el que el clinico realiza una peticion
hasta que la muestra convenientemente preparada es analizada por el laboratorio.
Es la principal fuente de errores, por lo que se busca mejorar la calidad continuamente
utilizando para ello acciones preventivas y correctivas, evitando aquellos factores que
puedan modificar las concentraciones de las catecolaminas y evitando errores en la
interpretacion.
En esta fase, hay que tener en cuenta las fuentes de variabilidad que pueden tener
diferentes origenes, bioldgica intraindividual e interindividual, variabilidad debida a
factores fisioldgicos del paciente (estrés, consumo de tabaco, alcohol y café, entre
otros), variabilidad debido a la extraccion de la muestra (ayuno, efecto postural...) y la
variabilidad debida a caracteristicas de la muestra, que pueden interferir en el
procesamiento analitico.

2. Fase analitica: incluye el conjunto de operaciones relacionadas de forma directa con la
realizacion de las mediciones analiticas, llevadas a cabo por el personal experimentado.

3. [Fase post-analitica: comprende desde que se obtiene el resultado hasta que el informe
es recibido e interpretado por el médico.
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2. OBJETIVOS
Revision de la metodologia analitica para la:

- Determinacion de las catecolaminas y sus metabolitos en los laboratorios de andlisis
clinicos.

- Técnica utilizada para llevar a cabo dicha determinacién.

- Conocer la importancia de la determinacion de catecolaminas en el diagnostico de
diferentes enfermedades que se caracterizan por secretar grandes cantidades de estas
hormonas y sus metabolitos.

3. MATERIALES Y METODOS

Se ha realizado una busqueda bibliografica de articulos cientificos y libros, publicados on-line
en diferentes plataformas y bases de datos, tanto en espafiol como en inglés, de los ultimos afos.

Bases de datos utilizadas: Catalago Cisne que se encuentra en la biblioteca virtual de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, Google Académico, PubMed,
SEQC.

Las fechas de busqueda datan de los meses de octubre, noviembre y diciembre de 2019 y enero
de 2020.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las catecolaminas y sus metabolitos se van a determinar principalmente en plasma y en orina
de 24 horas.

4.1 TECNICA DE ELECCION

La técnica de eleccion en los laboratorios de analisis clinicos es la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con deteccion electroquimica *? debido a su versatilidad, alta sensibilidad,
facil adaptabilidad y precision.

Se trata de una técnica de separacion basada en la mayor o menor retencion que los
componentes de la fase estacionaria ejercen sobre cada una de las especies moleculares
presentes en la mezcla problema arrastrada por una fase movil liquida gracias a la aplicacion
de presion por parte de una bomba®2,

De manera que, los componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase mavil y, por el contrario, los componentes que se
unen débilmente a la fase estacionaria se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta
movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas que pueden analizarse
cualitativa y/o cuantitativamente.

Este método tiene como ventaja frente a otros, la posibilidad de medir simultineamente las
diferentes formas en las que puede encontrarse un analito, es decir, permite la cuantificacion
individualizada de las catecolaminas libres fraccionadas**°,

Para aumentar la especificidad de la técnica, se pueden llevar a cabo una extraccion previa de
estas catecolaminas con albimina activada y posteriormente, su elucion con acido clorhidrico®.
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4.1.1 Componentes de un equipo HPLC: todo equipo de cromatografia liquida de alta
resolucién debe disponer de al menos, las siguientes partes, aunque también pueden
presentar modulos o accesorios complementarios®®.
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Figura 5. Componentes de un HPLC 16

1. Reservorio de la Fase Movil: frasco con el disolvente o sistemas complejos. La boca
debe ser lo més estrecha posible para evitar la evaporacion del disolvente y debe estar
tapado para evitar la entrada de polvo. El material mas utilizado para su elaboracion es
el vidrio. Los sistemas de HPLC suelen incorporar de 2 a 4 reservorios.

La fase mdvil debe conducir la electricidad, es decir, debe llevar un electrolito y va a
discurrir a través del tubo del reservorio hasta el sistema de bombeo.

En cuanto al disolvente, es importante que presente una pureza, viscosidad y polaridad
adecuada. También es importante su capacidad de miscibilidad con otros disolventes.

2. Sistema de bombeo: debe proporcionar una presion y un flujo constante lo mas exacto
y preciso posible. Los materiales que lo forman deben ser resistentes a la corrosion. Se
caracterizan principalmente por el rango y la precision del caudal, su capacidad de
mezcla y la precision de la mezcla.

Los principales problemas que pueden presentar son el ruido de flujo, que se conoce
como rizado y pueden ser eventuales, constantes o ajenos a la bomba; y el error de flujo,
que ocurre cuando el flujo real es distinto al estipulado.

3. Inyector: es un dispositivo hermético situado a la salida de la bomba que incorpora la

muestra a la fase mavil antes de la columna, sin pérdidas de presién que alteren al flujo
constante.
La mayoria de los equipos van a presentar “inyectores de valvulas o de bucle”, ya que
permiten inyectar siempre el mismo volumen. Pueden ser manuales o automaticos, estos
Gltimos presentan una mayor precisién y optimizan el rendimiento del equipo. Su
funcionamiento consiste en cargar el bucle con la fase movil, se gira la valvula 1/6 de
vuelta, y esto permite la introduccién de la muestra en la columna.

4. Columna analitica: es la parte mas importante. Las variables mas importantes para tener
en cuenta son ademas de la naturaleza quimica de la fase estacionaria, su longitud, que
debe ser suficiente para separar los compuestos inertes y no ser mas larga de lo
necesario, su diametro y el diametro, tamafio y homogeneidad de las particulas.
Ademas, es importante controlar su temperatura, por ello suelen incorporar un horno
que permite mantener la temperatura en el rango 20-100°C. La carcasa debe ser de acero
inoxidable, resistente a altas presiones y con el interior liso. Se pueden colocar dos o
mas columnas en serie para mejorar la resolucion. Suelen llevar filtros tanto a la entrada
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41.2

como a la salida. A pesar de ello, hay ocasiones en las que es conveniente afiadir una
precolumna en el sistema, con una composicion igual o lo mas parecida posible a la
columna cromatogréfica para que aumente su vida. Esta precolumna tiene funciones
tanto fisicas, como quimicas, cromatograficas y econémicas.

En cuanto a la fase estacionaria, lo mas importante es su estabilidad y resistencia a las
altas presiones. Segun su composicion, puede ser de base de silice, poliméricas o
hibridas, formadas por una combinacién de las dos anteriores.

Uno o varios detectores en serie: se pueden utilizar diferentes tipos, pero para estas
determinaciones los mas usados son los detectores electroquimicos 17 que miden la
sefial eléctrica generada por el cambio electroquimico de un analito por la pérdida o
absorcion de electrones resultante de su oxidacioén o reduccion en la superficie del
electrodo. Se caracterizan principalmente por su selectividad y sensibilidad. Pueden ser
de dos tipos:

- Amperomeétricos: la sefial emitida es una medida de intensidad proporcional a
la concentracidn de soluto cuando en la celda se aplica un potencial que ocasiona
una reduccion o una oxidacion. Llevan un electrodo de referencia de plata-
cloruro de plata, que establece una diferencia de potencial con el electrodo de
trabajo.

- Coulométricos: miden la cantidad de electricidad consumida al suceder una
reaccion electroquimica en la muestra. Utilizan un electrodo de hidrogeno-iones
hidrégeno como electrodo de referencia. Se usa en menor medida.

Sistema de tratamiento de los resultados: ordenador con una base de datos donde se van

almacenando todos los resultados para posteriormente ser tratados.

Botella para los residuos

Interferencias analiticas '°: consiste en el efecto que ejerce una sustancia de la muestra,

distinta a la que se quiere medir, en la determinacion de la concentracion o actividad del
analito. Pueden ser:

- Enddgenas: estan directamente relacionadas con el paciente. Pueden ser
producidas por condiciones patoldgicas, es decir, son interacciones con
metabolitos del propio organismo.

- Exdgenas: no estan relacionadas con el paciente. Son producidas por las
alteraciones que ocurran durante la extraccion y manejo de las muestras.

4.2 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MUESTRA

Hay una serie de circunstancias preanaliticas inductoras de variabilidad y que van a influir en
la validez de los resultadost#11141516,

Estado del paciente:

e Postura corporal: se produce un efecto ortostatico que provoca modificaciones
en la secrecion de catecolaminas y de sus metabolitos = se recomienda un
reposo minimo de 30 minutos en depdsito supino.

e Estrés: produce un aumento de la secrecion y concentracion de las
catecolaminas y sus metabolitos - se recomiendan métodos de relajacion,
respiracion profunda. ..
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Dieta: los alimentos ricos en catecolaminas van a aumentar de forma significativa la
concentracion de NMN y 3-metoxi-tiramina (3-MT) en orina. Los factores dietéticos no
influyen en la concentracion de metanefrinas y normetanefrinas libres en plasma ya que
antes de llegar a la circulacién sistémica se someten a una sulfoconjugacion en el tracto
gastrointestinal.> Sin embargo, si pueden aumentar la concentracion de 3-MT libre
plasmatica > se recomienda ayuno de 8 a 12 horas previo a la extraccion y restringir:
caramelos, dulces, chocolate, mermelada, pifia, citricos, platanos, helados y queso
durante al menos los 5 dias anteriores a la extraccion.

Cafeina: el acido cafeico y su derivado estimulan la corteza y médula adrenal,
incrementando la secrecion de catecolaminas, aumentando asi sus niveles en orina y
plasma. Ademas, son sustratos de la COMT por lo que pueden afectar también a los
niveles de concentracion plasmatica y urinaria de metanefrinas - se recomienda no
tomar café ni bebidas con cafeina durante al menos los 5 dias anteriores a la extraccion.

Tabaco: la nicotina estimula la corteza y médula adrenal, incrementando la secrecion y
concentracion de catecolaminas en orina y plasma - se recomienda no fumar durante
las 4 horas previas a la extraccion.

Farmacos: incrementan los niveles de las catecolaminas y sus metabolitos porque
interfieren en su sintesis, almacenamiento, secrecion o metabolismo = Interrumpir los
tratamientos con los siguientes farmacos de 3 a 7 dias antes de la extraccion.

Tabla 1. Farmacos mas frecuentes que causan falsos-positivos en la etapa preanalitica.?

FARMACO EFECTO
Antidepresivos triciclicos TNA y NMN en plasma y orina
(ATC)
Bloqueadores-a no TNA y NMN en plasma y orina
selectivos
Bloqueadores as- 1 Catecolaminas y metanefrinas en
selectivos plasma
Bloqueadores de los TNA en plasma y orina
canales de Ca**
B-bloqueantes 1 Catecolaminas y metanefrinas en orina
Simpaticomiméticos 1 Catecolaminas y metanefrinas en
plasmay orina
IMAO 1 Metanefrinas en plasma y orina
Antiparkinsonianos 1 Catecolaminas en plasma y orina
L-DOPA 1 3-MT y dopamina

Alcohol: aumenta la concentracion de catecolaminas y metanefrinas en plasma - se
recomienda no tomar bebidas alcohélicas durante las 4 horas previas a la extraccion.
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- Otras drogas (cocaina, anfetaminas, éxtasis...): Aumentan la concentracion de
catecolaminas y metanefrinas en plasma y orina—> se recomienda no consumir durante
al menos los 5 dias anteriores.

Todo esto obliga a obtener la muestra bajo unas condiciones perfectamente estandarizadas,
especialmente en cuanto a restricciones dietéticas y farmacoldgicas en la recoleccion de orina,
y con respecto a la postura y condiciones del paciente durante la extraccion sanguineal?, ya que
estos factores pueden producir resultados falsos-positivos o falsos-negativos, lo que plantea un
dilema diagnostico.

4.3 DETERMINACION EN EL LABORATORIO
a) DETERMINACION DE CATECOLAMINAS EN PLASMA:

Esta determinacion es mas Util en pacientes con hipertension persistente o0 que esta
experimentando un episodio de hipertension, ya que las hormonas no permanecen en la
sangre, sino que son utilizadas por el organismo, metabolizadas y/o excretadas®.

i.  Valores de referencia para las catecolaminas plasmaticas®:

Noradrenalina 300 pg/ml
Adrenalina 60 pg/ml
Dopamina 150 pg/ml

ii.  Recogida de la muestra:
- El paciente debe cumplir las recomendaciones nombradas anteriormente
para minimizar la variabilidad de los valores plasmaticos.
- Se lleva a cabo en tubos que llevan un anticoagulante (heparina o EDTA) en
frio. Posteriormente, se centrifuga a 4°C y se separa lo antes posible para su
almacenaje a -20°C*.

iii.  Estabilidad de la muestra: es bastante inestable, pudiéndose degradar en cuestién
de minutos®. Sin embargo, una vez que el plasma se separa de las células
sanguineas, las catecolaminas son estables durante:

e Un dia a 20°C

¢ Dos dias a 4°C

e Un mes a -20°C

e Més de un afio a -80°C

iv.  Método de eleccion: HPLC con detector electroquimico por ser la técnica mas
especifica para la determinacion de la fraccion libre de catecolaminas en
plasma®.

V.  Resultados °:

- Catecolaminas totales (A+NA) > 2000 pg/ml - Feocromocitoma

- Catecolaminas totales entre 1000-2000 pg/ml -> Sugestivas, pero no
diagnosticas. En este caso, habria que llevar a cabo las pruebas
farmacoldgicas de supresion de catecolaminas con Clonidina*®:
Consiste en administrar 0,3 mg de Clorhidrato de Clonidina por via oral, en
pacientes con tumores del tejido cromafin que no consiguen disminuir las
concentraciones plasmaticas de metanefrinas, 12 horas después de suspender

-13-



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

la medicacion hipotensora. Se determinan las concentraciones de
normetanefrina en el plasma de las muestras de sangre tomadas
inmediatamente antes y a los 180 minutos después de la administracion del
preparado. En el 96% de los pacientes con feocromocitoma se observa o una
elevacion de la concentracion de normetanefrina a los 180 minutos o una
disminucion inferior al 40% sobre el valor basal. Esta prueba se utiliza
porque no tiene efectos secundarios graves como los que pueden aparecer
con las pruebas de estimulacion®.

b) DETERMINACION DE CATECOLAMINAS EN ORINA:

Se lleva a cabo una recogida de la orina de 24 horas, ya que asi integra la secrecion de
metanefrinas durante todo el dia, y las posibles variaciones tendrdn menos efectos en
los resultados y, ademas puede aportar mayor sensibilidad diagnostica.

Presenta como ventaja frente a la determinacion plasmatica, que puede detectar un
exceso de produccién. Sin embargo, tiene inconvenientes debido a que es un método
incomodo para el paciente que puede encontrar dificultades en la recoleccion, sobre todo
en pacientes pediatricos, y esto puede dar lugar a falsos negativos o positivos®?.

Esta determinacion se va a utilizar para el diagnostico de feocromocitoma y para el
diagnostico y seguimiento de neuroblastomas. También va a ser Gtil para monitorizar la
eficacia del tratamiento del feocromocitoma, una vez haya sido extirpado y para
monitorizar la recurrencia de la enfermedad.

i.  Valores de referencia para las catecolaminas urinarias °:
Hay que tener en cuenta que varian en funcion de la edad?.

Noradrenalina 80 pg/24 horas
Adrenalina 100 pg/24 horas
Dopamina 400 pg/24 horas

Ii.  Recogida de la muestra:

Lo mas importante es que el paciente cumpla con las recomendaciones

nombradas anteriormente para minimizar la variabilidad de los valores urinarios,

y que la recogida de la muestra sea la correcta, es decir, ni excesiva ni escasa.

Para ello, es (til entregarles un protocolo de recogida®.

- Se lleva a cabo en un recipiente que contenga 10 ml de acido clorhidrico
(HCI) 6M como conservante!?,

- Durante la recoleccion la muestra deber mantenerse refrigerada® ya que asi
las catecolaminas son estables durante al menos dos semanas™.

- Silas muestras presentan un pH entre 3-7 no requieren refrigeracion durante
la recoleccion y pueden almacenarse a 4°C hasta dos dias antes de ser
congelados, pero esto es complicado para los pacientes?..

- Una vez finalizada la recogida, se anota el volumen total (diuresis) y en el
laboratorio, se homogeniza y se toman alicuotas, asegurando que el pH sea
inferior a 3%, Finalmente, es congelada a -20°C 6 -30°C lo antes posible
hasta su analisis ya que, a estas temperaturas pueden ser almacenadas hasta
un mes sin sufrir variaciones®.

- Otra alternativa es utilizar recipientes con Na;EDTA y disulfito de sodio
(Na2S20s) en vez de HCl y posteriormente, en el laboratorio, acidificar hasta
un pH 4 con HCI. Este método evita que se produzca una hidrolisis del

-14 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo

analito y no pone en peligro al paciente durante la primera fase de la
recoleccion cuando el acido esta aun muy concentrado y, por el contrario,
evita la degradacion de catecolaminas por falta de acido®.

Estabilidad de la muestra: para conservar la integridad de las catecolaminas hay
que mantener la muestra en refrigeracion y acidificarla a un pH 4 ya que, a pH
alcalino, los dos grupos hidroxilo del grupo catecol son susceptibles a sufrir
reacciones de oxidacion!*?, Para ello se utiliza como conservante HCI que va a
disminuir la actividad enzimatica, la tasa de descomposicion y la velocidad de
oxidacion de las sustancias quimicas?.

Hay que tener en cuenta las posibles variantes que podrian modificar la
concentracion original de catecolaminas si las muestras se almacenan durante
mucho tiempo (meses o afios), o el congelamiento o descongelamiento de las
muestras varias veces antes del analisis?..

Método de eleccion: HPLC con columna de fase inversa o columna de
intercambio idnico, con detector electroquimico, por amperometria o
culombimetria®,

- Columna de fase inversa: la fase estacionaria es menos polar que la fase
movil y la retencion esta basada en la interaccion hidrofobica entre la fase
estacionaria y la region no polar del analito”.

- Columna de intercambio ionico: los grupos cargados son incorporados en
una resina. Estas moléculas cargadas de analito compiten con los iones de la
fase movil por los sitios de union de la fase estacionaria. La separacion se va
a producir gracias a las fuerzas electrostaticas que van a permitir el
intercambio reversible de iones?’.

e Intercambiador ani6nico - atrae aniones
e Intercambiador cationico - atrae cationes

Independientemente del método que se utilice, hay que llevar a cabo una eliminacion
previa de sustancias interferentes mediante técnicas de extraccion utilizando?®:

e Oxido de aluminio (alimina): el aislamiento es limitado, es un
procedimiento lento y complicado.

e Resinas de intercambio iénico

e Solventes organicos de extraccion

Resultados: se van a expresar relacionados con la creatinina?!, es decir, en
microgramos de sustancia por gramo de creatinina. Esto permite obtener un dato
corregido segun la talla del individuo y el volumen urinario excretado, es decir,
un dato mas preciso y facilmente comparable con otros individuos.

La creatinina se sintetiza en el higado y el pancreas y se utiliza para evaluar la
funcién renal y la filtracion glomerular. Los niveles de creatinina en la orina
diaria se utilizan como indice de referencia de los valores de las catecolaminas
ya que la excrecion de creatinina permanece relativamente constante para cada
sujeto, mientras que el volumen de excrecion urinario puede variar.
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c) DETERMINACION DE LOS METABOLITOS DE LAS CATECOLAMINAS:

Las catecolaminas presentan diferentes metabolitos que van a tener diferentes

determinaciones.

1. METANEFRINAS LIBRES:

Se pueden determinar en:
Plasma®: son metabolitos estables que proceden de las catecolaminas que
se metabolizan dentro de la propia glandula suprarrenal.

Niveles de referencia: en personas sanas son bajos, pero en pacientes
con feocromocitoma van a estar significativamente elevadas. En
adultos:

Metadrenalina libre < 0.50nmol/L
Normetadrenalina libre <0.90 nmol/L

Método de eleccidon: Extraccién en fase solida (PSE) para su
cuantificacion y Cromatografia liquida-espectrometria masa/masa
(LC-MS/MS) para su analisis.

Ventajas: es la prueba mas sensible ya que las metanefrinas libres
poseen una mayor semivida plasmatica que las catecolaminas y
presentan menos interferencias medicamentosas y con el sistema
nervioso simpatico.

Inconvenientes: Requiere de una extraccion en fase solida previa y
la mayoria de los laboratorios clinicos convencionales no disponen
de la técnica necesaria para su cuantificacion.

Orina: se van a medir los niveles de metanefrinas totales?, es decir, las

metanefrinas fraccionadas (metadrenalina y normetadrenalina totales).
Hay que tener en cuenta que las metanefrinas conjugadas provienen de
la sulfatacion intestinal y por ello, se producen a partir de procesos
metabdlicos no relacionados directamente con el tumor, lo cual podria
reducir la especificidad diagndstica®.

Niveles de referencia: en personas sanas son bajas, sin embargo, en
caso de feocromocitoma van a estar elevadas. Se expresan en pg/dia
0 en ug/g de Creatinina y van a ser variables segun la edad del
paciente?.

Método de eleccion: Hidrolisis acida de la fraccidén conjugada como
paso inicial, seguida de un proceso de purificacion, para la extraccion
de las metanefrinas, mediante extractante de intercambio iénico. Por
ultimo, se lleva a cabo su cuantificacion por HPLC adaptado a un
detector electroguimico.

La muestra se mantiene estable durante al menos una semana a
temperatura ambiente, lo que es importante ya que simplifica la
recogida de orina evitando riesgos para el paciente. Sin embargo, la
acidificacién de la muestra a pH 4 se tiene que hacer inmediatamente
después de la recepcion en el laboratorio para asegurar la correcta
conservacion. Aun asi, como la acidificacion de la muestra de orina
no interfiere en la medicion de metanefrinas, se pueden usar las
mismas muestras que para la determinacién de catecolaminas
recogidas en un recipiente estéril con HCL 6M*.
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Ventajas: es la prueba de eleccion para iniciar el screening del
feocromocitoma ya que presenta una alta especificidad y
sensibilidad. Ademas, no se ve significativamente afectada por la
dietal.

iv.  Inconvenientes: aungue la determinacion de metanefrinas totales en
orina de 24 horas se esta introduciendo poco a poco, la mayoria de
los laboratorios clinicos utilizan la determinacion de catecolaminas
libres en orina de 24 horas por HPLC con detector electroquimico
porgue es una tecnologia mas sencilla.

2. ACIDO VANILMANDELICO: es el OH
metabolito mayoritario de las catecolaminas,

representa aproximadamente el 60% del total 0 OH

de producto derivados de la adrenalina y
noradrenalinal. 0

Determinacion en: Orina de 24 horas.  HO

Intervalos de referencia: estan estratificados por edades y son
expresados en mg VMA/dia 0 en mg VMA/g de Creatinina®.
Método de eleccion: HPLC con deteccion electroquimica, es un
método menos sensible pero altamente especificol. Se encuentra
principalmente en forma libre, por ello no es necesaria una hidrdlisis
previa®®,

La acidificacién de la muestra no afecta en su medicién, por ello se
podria utilizar la misma muestra que se use para la determinacion de
las catecolaminas®.

iv.  Ventajas: es de gran utilidad en la identificacion y seguimiento de
pacientes con neuroblastoma, con una sensibilidad clinica cercana al
100%*.
v.  Desventajas: en pacientes con sospecha de feocromocitoma tiene una
sensibilidad diagnostica limitada.
3.  ACIDO HOMOVANILICO: es el principal metabolito O

de la dopaminay de la L-DOPAL

iv.

V.

Determinacion en: Orina de 24 horas. OH
Intervalos de referencia: estan estratificados por

edades y son expresados en mg HVA/dia o en

mg HVA/g de Creatinina®.

Método de eleccion: HPLC de fase inversa con

deteccion electroquimica por amperometria tras OCHg
una etapa inicial de purificacién y aislamiento OH

con extractante de intercambio i6nico®®.

Ventajas: se utiliza para el diagnéstico y seguimiento de
neuroblastomas!!. Presenta buena sensibilidad sin apenas
interferencias y permite la determinacion simultanea de otros
metabolitos?®.

Desventajas: los métodos espectrofotométricos dan lugar a un gran
numero de interferencias.
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d) DETERMINACION DEL ACIDO-5-HIDROXI-INDOLACETICO: se trata de un
metabolito de la serotonina.

i.  Determinacion en: orina de 24 horas. O

ii.  Niveles de referencia: de 3 a 15 mg/24 horas.! N

iii. Meétodo de eleccion: HPLC con deteccion ~ OH
amperométrica® _

iv.  Ventajas: Permite medir de forma especifica
cantidades muy pequefias de este acido, siendo OH
asi de especial utilidad en el diagndstico de
tumores pequefios sin metastasis.

v. Desventajas: no se recomienda el uso del método del acido nitroso para
llevar a cabo un cribado debido a su baja sensibilidad diagndstica y la
susceptibilidad a interferencias.

CONCLUSIONES

La determinacién de las catecolaminas y sus metabolitos va a ser fundamental para el
diagndstico de enfermedades o tumores endocrinos, como el feocromocitoma o el
neuroblastoma, debido a que son sintetizadas en la médula suprarrenal y metabolizadas
a partir de ella, y estos tumores van a producir cantidades excesivas de dichas hormonas.

Para su determinacion se van a recoger muestras de dos tipos, el plasma y la orina de
24 horas. Para ello, los pacientes deben cumplir una serie de recomendaciones y tener
en cuenta los factores que puedan afectar a la recogida y conservacion de las muestras
hasta que lleguen al laboratorio con el fin de evitar variaciones en los resultados que
den lugar a falsos-positivos o falsos-negativos.

En el laboratorio clinico existen en total 6 determinaciones:
e 2 en plasma (catecolaminas y metanefrinas).
e 4 en orina (catecolaminas, metanefrinas, VMA y HVA).

En funcién de la enfermedad que se tenga sospecha y se quiera diagnosticar se van a
Ilevar a cabo diferentes mediciones. Asi:
e Para el diagndstico del feocromocitoma se van a medir: las catecolaminas,
metanefrinas y el VMA.
e Para el diagndstico del neuroblastoma se van medir: el HVA 'y el VMA.
e Estos tumores endocrinos, en algunas ocasiones estan relacionados con tumores
carcinoides. Por ello, también es de utilidad determinar el &cido 5-HIAA.

El método de eleccidn por la mayoria de laboratorios para estas determinaciones es el
HPLC con detector electroquimico, debido a su especificidad, versatilidad, alta
sensibilidad, facil adaptabilidad y precision. Ademas, la tecnologia requerida es sencilla
y asequible para estos laboratorios y multitud de estudios clinicos han avalado su
utilidad.

Los resultados de las muestras de orina de 24 horas se deben expresar tomando como

referencia los niveles de Creatinina, es decir, se expresan en microgramos de analito
por gramo de creatinina.
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