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MÉTODO DE DOSAGEM DO ÁCIDO 3-METOXI-4-HIDROXÍMANDÉLICO NA 

URINA POR TÉCNICA CROMATOGRÁFICA MONODIMENSIONAL-

Wilian Nicolau*, Emiko Muramoto**, Licio Marques de Assis*, 

Antonio B. Ulhôa Cintra***, Rómulo R. Pieroni**** 

SUMÍRI0 

É descrito um método de dosagem do YMA baseado na técnica cromatográfica monodimen
sional. Os autores comprovam a especificidade, a boa recuperação e a alta reprodutibilidade 
do método. Mostram que a técnica monodimensional apresenta vantagens sobre a bidimensional^ 
em economia de material, tempo e trabalho. Discutem as vantagens do método cromatográfico so 
bre os métodos discriminativos,, Concluem que os índices de recuperação, reprodutibilidade e 
especificidade foram suficientemente bona para justificar o seu emprego na pesquisa e rotina 
clinicas. 

Dois são os tipos principais de analise bioquimica que 

vêm sendo aplicados na dosagem do acido 3-metoxi-4-hidroximandéli_ 

co (VMA) na urina: os métodos que utilizam a separação fisica dos 

diversos componentes fenólicos urinários e aqueles que, transfor

mando a molécula do VMA em outro composto, utilizam reações espe

cíficas para a coloração. 

Estes processamentos nao sao exclusivos, existindo méto

dos em que concomitantemente se pode encontrar a separação física 

do VMA associada a sua transformação molecular. 

Entre os métodos baseados na modificação do molécula en-

1. Méthode de dosage de 1'acide 3-métoxi-4-hidroxi-mandélique de 1'urine, selon une techni 
que chromatographique monodimensionnelle / Method for dosage of 3-me"thoxy-4-hydrox:i.man-
delio acid in urine by monodimensional-chromatographic technique,, Apresentado para pu-
blicação-em 9/l/é9; aprovado em 13 /3 /69» 
Trabalho apresentado em Jl/l/èA na Soe Brasil. de-Endocr.e Metabol. e em 10/l2/é4 no 
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contra-se o de Sandler e Ruthven , no qual uma oxidação é rea

lizada em autoclave, na presença de catalisador, após o que a va-

nilina formada a partir do VMA é colocada na presença do indol e 

acido fosfórico, produzindo-se assim um complexo corado. 

A oxidação do VMA pode ser realizada na presença de pe-

riodato, com leitura espectrofotometrica ultravioleta, como no mó 
(3) 

todo de Crout e Pisano , ou, alternativamente, como utilizam .. 

Sunderman e c o l s . ^ ^ , com o ferrocianeto de potássio, fazendo-se 

colorimetria com uma modificação do método de Sandler e Ruthven^? 

Nos métodos que utilizam a separação física, as técnicas 

utilizadas sao: a cromatografia bidimensional em papel, a cromato_ 

grafia em camada d e l g a d a ^ , a cromatografia em fase gasosa^ 

e a eletroforese em baixa ou alta voltagem. 

A simplicidade das técnicas cromatográficas fazem com 

que elas sejam largamente utilizadas. 

A existência de muitos grupos fenólicos, nao relaciona

dos ao metabolismo das catecolaminas, na urina de indivíduos nor

mais, faz com que seja necessária a extração preliminar destes com 

postos com acetato de etila em pH básico, embora muitos autores 

omitam esta fase de metodologia. 

Na maioria das técnicas de cromatografia bidimensional , 

os sistemas de solventes utilizados sao os do isopropanol-amonia-

-água (20:1:2) e os do benzeno-ácido propiónico-água (2:2:1), ori_ 

ginalmente descrito por Armstrong^. Nestes métodos de separação 

física, excetuando-se o de cromatografia em fase gasosa, a colori 

metria Ó realizada pela reação do VMA com p-nitroanilina diazota-

da e a leitura feita em densitometria, quando houver boa separa

ção dos compostos fenólicos. Em caso contrario, o cálculo e semi-

quantitativo para as amostras analisadas. 

Gtídicke e coí. descreveram a boa e especifica separa

ção do VMA em fase butanólica do sistema n-butanol-acetato de 
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n-butila-ácido acético da 10% (2:8:10). Estes autores, contudo,nao 

apresentaram dados de padronização metodológica nem de aplicação 

clínica do método, mas puseram em evidência a sua especificidade , 

utilizando diversos sistemas cromatograficos. 

0 objetivo do presente trabalho é descrever um método de 

dosagem do VMA baseado em técnica cromatografica monodimensional. 

MATERIAL 

1 - Hidróxido de sódio - N 

2 - Ácido clorídrico - 2N 

3 - Acetato de etila 

4 - Cloreto de sódio 

5 - Ácido clorídrico - 0,IN, saturado com cloreto de sódio. 

6 - Metanol 

7 - n-butanol 

8 - Ácido acético 

9 - p-nitroanilina: 500 mg são dissolvidos em 10 ml de ácido 

clorídrico fumegante e o volume completado a 500 ml com água 

bidestilada. 

10 - Nitrito de sódio - 0 , 2 % 

11 - Carbonato de potássio a 10% 

12 - p-nitroanilina diazotada: misturar 10 ml de nitrito de só

dio a 0,2% com 10 ml de p-nitroanilina. Juntar lentamente 

20 ml de carbonato de potássio a 10%. Usar até 2 minutos 

apos o preparo. 

13 - Padrão do VMA: dissolver 1 mg de padrão de VMA* em 10 ml de 

água bidestilada levada previamente a pH 2 com ácido clorí^ 

drico. 

Todos os reativos devem ser produtos analiticos. 

* D -methoxi-4-hydroxymandelic acid; M,A. - Mann Research Laboratories, Inc., New York 6 , 
N 0Y 0 
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Os solventes devem ser suficientemente puros para utiliza^ 

cao em cromatografia. 

MÉTODO 

Os individuos submetidos aos estudos abstiveram-se da in

gestão de alimentos sabidamente ricos em compostos fenóliços, tais 

como: café, chá, chocolate, vanilina, verduras e frutas, e de quajT 

quer medicamento por um período de 72 horas. Todos os individuosfo 

ram submetidos a uma dieta padrão "hipofenólica", que consistia no 

seguinte: desjejum: pao, manteiga e ovo; merenda: leite integral e 

acucar; almoço e jantar: arroz, carne e ovo. 

A urina do periodo de 24 horas foi colhida em frasco esçu 

ro mantido sobre gelo ou em geladeira. A preservação de uma amos

tra foi feita a pH 2, utilizando-se para este fim acido clorídrico. 

As análises foram realizadas em laboratorio isento de va

pores de substancias que contivessem grupos fenóliços, os quais , 

obviamente, reagiriam com a p-nitroanilina diazotada. 

A quantidade de urina tomada para a análise variou com a 

diurese. Para cada litro de diurese tomaram-se 2 ml de urina, trans 

ferindo-se para um tubo de tampa esmerilhada de 15 ml de capacida

de. 

EXTRAÇÃO 

Completou-se o volume até 4 ml com água destilada e ajus-
(9) 

tou-se o pH a 8 com NaOH IN . Colocaram-se 4 ml de acetato de eti 

la, agitou-se por 30 segundos, centrifugou-se rapidamente, para me_ 

lhor separar as fases, desprezando-se o solvente orgânico no qual^ 

estariam as substâncias fenólicas, nao ácidas, eventualmente pre-

sentes. Ajustou-se o pH da urina a 2 com ácido clorídrico 2N, satu 

rou-se com NaCl e extraiu-se com 4, 2, 2 ml de acetato de etila.To_ 

maram-se os extratos em conjunto, os quais foram evaporados â tem-
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peratura abaixo de 45° C, após terem sido agitados com 2 ml de ... 

HC1 0,IN saturado com NaCl, e a fase aquosa desprezada. 

0 resíduo foi dissolvido em 0,3 ml de metanol mantido a 

baixa temperatura (cerca de 4° C) e 0,1 ml foi aplicado em duplicja 

ta em papel Whatman n° 1 e desenvolvido paralelamente a padrões de 

2, 3 e 4 ug de VMA. Usou-se a técnica de cromatografia ascendente 

em sistema n-butanol-ãcido acético-ãgua (40:10:50). 

Apôs 18 horas de desenvolvimento, deixou-se secar o cronui 

tograma a temperatura'ambiente e corou-se com p-nitroanilina diazo_ 

tada. Uma hora depois, as manchas correspondentes ao VMA foram li

das em densitometro. As áreas correspondentes aos padrões e desco

nhecidos foram comparadas e os valores corrigidos para as diureses 

respectivas. 

Varias amostras podem ser desenvolvidas ao mesmo tempo em 

papel disposto sob a forma cilindrica na cuba cromatográfica. 

RESULTADOS 

i 

a) Especificidade 

A região cromatográfica, possuindo o mesmo Rf.de.VMA pa

drão, desenvolvido paralelamente, mostrou ser constituída de um uni 

co composto quando desenvolvida em dois outros sistemas cromatográf 

fieos originariamente descritos por Armstrong e c o l s . ^ , isto e, 

álcool isopropílico-amônia-ãgua (8:0,2:1,8) e benzeno-ácido propi£ 

nico-água (100:70:5). 

b) Recuperação , 

A prova de recuperação realizada em 8 amostras de urina , 

adicionando-se 2-5 e 10 yg de VMA padrão, mostrou que o método re

cupera em média 86% do composto adicionado. Testou-se a recupera -

çao através da construção de um gráfico cartesiano, figurando no 

eixo das abscissas valores urinarios conhecidos, aos quais foram 

http://Rf.de
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adicionadas quantidades variáveis de padrão, e no das ordenadas os 

valores recuperados. Como houve compatibilidade, calculou-se a 

equação de regressão e verificou-se se o coeficiente diferia ou não 

da unidade (grafico 1 ) . 

A analise estatística mostrou ser altamente significante 

a relação entre os dois valores; o colocado e o recuperado. 

c) Reprodutibilidade 

Foram realizadas 30 dosagens em amostra de uma mesma uri

na em dias consecutivos. A urina foi mantida a pH 2 em refrigera

dor. A precisão foi verificada através de cálculo do coeficiente de 

variabilidade. Verificou-se que este foi de - 5,9%. 

Os dados relativos aos valores obtidos e o tratamento es

tatístico estão resumidos na tabela I. 
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T A B E L A 

DOSAGEM 
RESULTADO 
èm g/mi 

1 1.90 

2 2,00 

3 1 . 7 6 

4 1.94 

5 2.05 

6 ' 2,08 

7 1,80 

8 ' 2.10 

9 1.99 

10 1.78 

11 1.80 

12 1.8é 

1.86 

14 1.90 

15 2,10. . 

lativos a 30 replicatas 

em dias diferentes 

DOSAGEM 
RESULTADO 
em g/ml 

16 1.70 

17 1.96 

18 1.90 

19 1.90 

20 2,00 

21 2,08 

22 . 1.80 

23 1.90 

24 1 .85 

25 1,86 

26 • 1.80 

27 1 . 7 5 

28 2 .01 

29 2,02 

30 1 ,93 

MÉDIA i»9i u sAi 

DESVIO PADR20 (S) 0,1128 

ERRO PADRÍO ( -£=) 0,0206 . 

COEFICIENTE DE 
VARIAÇÃO t 5,9 $ 

DISCUSSÃO 

Em alguns métodos eletroforéticos e cromatográficos,a uri_ 

na é colocada diretamente nó .papel sem utilizar a extração com ace_ 

tato de etila. Gtidicke e col. , que descreveram um método seme-

lhante ao nosso, nao se utilizam dos processos extrativos, no que 
(2 11) (13) 

sao criticados ' por Sandler e Ruthven , que admitem esta 

atitude quando da avaliação do VMA em liquidos que tenham poucos 

compostos interferentes, como no caso do liquor. 
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Na metodizaçao em pauta, a purificação da urina e dos- exr 

tratos sao fatores que contribuem para a boa separação do VMA. 

A introdução de uma técnica de cromatografia monodimensio_ 

nal oferece vantagens sobre a bidimensional em economia de mate

rial, tempo e trabalho. 

0 sistema de solvente sob a forma ácida evita a destrui

ção do VMA, o que não acontece nos sistemas básicos comumente uti

lizados. Alimentos e drogas podem interferir na metodologia. Assim, 

a aspirina (excretada como ácido salicilúrico), o chã, o café (por_ 

tador de acido cafeico excretado provavelmente como vanilina) a va_ 

nilina, as sulfas, a penicilina, a banana(^,21) ^ & g frutas cítri 

cas nao devem ser ingeridos antes da colheita do material para 

a analise. Estas interferencias nao se limitam ãs análises cromatp_ 

gráficas, mas se estendem às separações eletroforáticas, particular 

mente àquelas que utilizam tampões básicos. A boa separação eletro_ 

foretica somente é conseguida em tampões de pH ácido , o tempo 

de migração é porém longo, mesmo que se utilizem aparelhos de alta 

voltagem. 

Os métodos discriminativos^'^'^'^*^^ , pretensamente rá

pidos, descritos por diversos autores, não resistem à análise crí

tica por iiao serem específicos e particularmente muito sensíveis à 

interferência de drogas e de alimentações ricas em grupos fenóli-

cos . 

Os métodos baseados na formação de vanilina a partir do 

VMA, criticados em vista da comprovação de que outros ácidos aroma 

ticos presentes na urina podem produzir aquele derivado. 

0 método descrito ofereceu índices adequados de recupera

ção, reprodutibilidade e especificidade suficiente para justificar 

o seu emprego na pesquisa e rotina clínicas. 
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RÉSUME 

Méthode de dosage de l'acide 3-méthoxi-hidrox.:i-mandélique de l'urine, selon une tech
nique chrcmatographique monodimensionnelle,, 

Les auteurs décrivent une méthode de dosage du VMAbasée sur la technique chromato -
graphique monodimensionnelle. Ils soulignent la spécificité, la bonne récupération et la gran 
de reproductibilité de la méthode. Ils montrent que la technique monodimensionnelle présentent 
des avantagens par rapport à la technique bidimensionnelle quant a l'économie de materiel de 
temps et de travail. Elle constitue également um progrés par rapport aux méthodes discrimina-
tives. Ses caractéristiques sont de nature à en justifier l'emploi dans les travaux de recher 
che et dans la routine clinique. 

SUMMARY v 

Method for; dosage of 3~methoxy-4-hydroxymandelie acid in urine by monodimensional 
chromatograpic technique. 

A method is 'described for the estimation of VMA in a 24 hr urine based on its extraç 
tion by ethyl acetate and monodimensional chromatography. The recovery, reproducibility and 
specificity of the method are emphasized and its advantages over bidimensional and screening 
methods are discussed. 
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