


e

" METODO DE DOSAGEM DO ACIDO 3-METOXI-—4-HIDROXIMANDELICO NA

URINA POR TECNICA CROMATOGRAFICA MONODIMENSIONALL

Wilian Nicolau*, Emiko Mufamoto**; Licio Marques de Assis*,

Antonio” B. Uihsa Cintra***, Romulo R. Pieronikkx

. Divisao de Radiobiologia
Instituto de Fnergia Atomica

Sao Paulo - Brasil

Publicacao IEA N¢ 187
Setembro - 1969

* Separata da.REVISTA DA ASSOCIAGXO MEDICA BRASILEIRA, vol. 15 - N2 5, Maio - 1969.




Comissio Nacional de Energia Nuclear

Presidente: Prof.Dr, Hervasio Guimarzes de Carvalho

Universidade de S&o Paulo

Reitor: Prof.Dr, Miguel Reale

Instituto de Energia AtOmica

Diretor: Prof.Dr., ROmulo Ribeiro Pieromi

Sonselho Téenico-Cient{fico do IEA

- Prof.Dr. José Moura Gongalves
Prof ,Dr. Jose Augusto Martins . pela USP
Prof,Dr. Rui Ribeiro Franco
Prof.Dr, Theodoreto H,I. de Arruda Souto pela CNEN

DivisGes Diddtico-Cientificas

Divisdo de Fisica Nuclear -

Chefe: Prof,Dr, Jose Goldenberg
DivisZo de Radioquimica -

Chefe: Prof.Dr, Fausto Walter de Lima

DivisBo de Radiobiologia -
Chefe: Prof.Dr, Romule Ribeiro Pieroni

DivisZo de Metalurgia Nuclear -
Chefe: Prof,Dr. Tharcisio D.S. Santos

Divisdo de Engenharia Quimica -
Chefe: Lic., Alcidio Abrao

Divisho de Engenharia Nuclear —
Chefe: Eng?® Pedro Bento de Camargo

Divisdo de Operagio e Manutengho de Reatores -
Chefe: Eng® Azor Camargo Penteado Filho

Divisdo de Fisica de Reatores -
Chefe: Prof.Dr. Paulo Saraiva de Toledo

DivisBo de Ensino e Formacao -
Chefe: Prof,Dr, Rui Ribeiro Franco



METODO DE DOSAGEM DO ACIDO 3-METOXI-4-HIDROXIMANDELICO NA

URINA POR TECNICA CROMATOGRAFICA MONODIMENSIONAL!
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SUMARTO

\

¥ descrito um método de dosagem do VMA baseado na fecnnua cromatografica monodimen—
sional. Os autores comprovem a especificidade; a boa recuperagao e a alta reprodutibilidade
do método, Mostram que a téenica monodimensional apresenta vantagens sobre a hldlmenSlonal
en economia de material, tempo e trabalho. Discutem as vantagens do metodo cromategrafico so
bre os métodos dlSCflmlnat]V0¢o Concluem que os indices de recuperacao, reprodutlbllndade e

especificidade foram suficientemente bons para justificar o seu emprego na pesquisa e rotina
clinicas.

Dois sao os tipos principais de analise bioqufmica que
vem sendo aplicados na dosagem do dcido 3-metoxi-4-hidroximandeli
co (VMA) na urina: os métodos que utilizam a sepéraggo fisica dos
diversos componentes fenolicos urinarios e aquéles que, transfor-
mando a molécula do VMA em outro composto, utillzam reagoes espe-

cificas para a coloragaoo

L o S
fistes processamentos nao sao exclusivos, existindo meto-
dos em que concomitantemente se pode encontrar a separagao fisica

L o~
do VMA associada a sua transformagao molecular.

Entre os métodos baseados na modificagao do molécula en-
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contra-se o de Sandler e Ruthven , no qual uma oxidaggo é rea-
lizada'em autoclave, na presenga de catalisador, apss 0 que a va-
nlana formada a partir do VMA & colocada na presenca do indol e

ac1do fosforico, produzindo-se assim um complexo corado.

A oxidagao do VMA pode ser realizada na presenca de pe-

riodato, com leitura espectrofotometrica ultravioleta, como no mé

()

todo de Crout e Pisano

(19)

s ou, alternativamente, como utilizam ..

Sunderman e cols. , com o ferrocianeto de potassio, fazendo-se

@)

colorimetria com uma modificagao do método de Sandler e Ruthven

Nos metodos que utilizam a separagao f{sica,‘as tecnicas
utilizadas sao: a cromatografia bidimensional em papel, a cromato
(14,15) ()

grafia em camada delgada ’ , a cromatografia em fase gasosa

e a eletroforese em baixa ou alta voltagem.

A simplicidade das tecnicas cromatograficas fazem com

que elas sejam largamente utilizadas.

A existéncia de muitos grupos fenolicos, nao relaciona-
dos ao metabolismo das catecolaminas, na urina de individuos nor-
mais, faz com que seja necessaria a extraggo preliminar déétes«qu
postos com acetato de etila em pH basico, embora muitos autores

omitam esta fase de metodologia.

Na maioria das tecnicas de cromatografla bidimensional ,
" os sistemas de solventes utilizados s30 os do 1sopropanol—amon1a—
-agua (20:1:2) e os do benzeno-acido propionico-agua (2: 2 1), ori

(1)

ginalmente descrito por Armstrong =’ . Nestes metodos de separagao
fisica, excetuando-se o de cromatografia em fase gasosa, a colori
metria é realizada pela feaggo do VMA com p-nitroanilina diazota-
da e a leitura fe1ta em den31tometria, quando houver boa separa-
gao dos compostos fenollcos. Em caso contrarlo, o calculo é semi-

quantitativo para as amostras analisadas.

GBdicke e pol;(S)‘descreveram a boa e espec{fica_separa-

cao do VMA em fase~butanalicar do sistema n-butanol-acetato de



< 3.

n-butila-acido acético da 10% (2:8:10). fstes autores, contudo,nao

apresentaram dados de padronizagao metqdolégica nem de aplicagao

Iy - . -~ . .
clinica do metodo, mas puseram em evidencia a sua especificidade ,

. 3 . s - )
utilizando diversos sistemas cromatograficos.

0 objetivo do presente trabalho € descrever um método de

dosagem do VMA baseado em tecnica cromatografica monodimensional.

10 -
11 -

12

13 -

MATERIAL’
1 Hidroxido de sodio - N
2 =~ Acido cloridrico - 2N
3 =~ Acetato de etila
4 - Cloreto de sodio
5 . Acido cloridrico - 0,1N, saturado com cloreto de sodio.
6 Metanol
7 -= mn-butanol
8 - Acido acético )
9 - p-nitroanilina: 500 mg sao dissolvidos em 10 ml de acido

clorfdrico fumegante e o volume completado a 500 ml com agua
bidestilada. ‘

Nitrito de sodio - 0,2%

Carbonato de potéssio a 10%

p-nitroanilina diazotada: misturar 10 ml de nitrito de ss~
dio a 0,27 com 10 ml de p-nitréanilina. Juntar lentamente
20 ml de carbonato de potassio a 10%. Usar ate 2 minutos
apos o preparo. '
Pédrao do VMA: dissolver 1 mg de padrao de VMA* em 10 ml de
agua bidestilada levada previamente a pH 2 com acido clopi

drico.

Todos os reativos devem ser produtos analiticos.

* Dl-methoxi-4mhydroxymandelic acid; M.A, ~ Mann Research Laboratories, Inc., New York 6,

N.Y.




Os solventes devem ser suficientemente puros para-utiliza

¢ao em cromatografia.

METODO

Os individuos submetidos aos estudos abstiveram-se da in-
gestio de alimentos sabidamente ricos em compostos fenalicos, tais
como: café, ché, chocolate, vanilina, verduras e frutas, e de quq£
quer medicamento ﬁor um periodo de 72 horas. Todos os indivfduosﬁg
ram submetidos a uma dieta padrao "hipofenolica", que consistia no
seguinte: desjejum: pgo, manteiga e ovo; merenda: leite integral e

agucar; almogo e jantar: arroz, carne e ovo.

A urina do periodo de 24 horas foi colhida em frasco escu
ro mantido sobre gelo ou em geladeira. A preservaggo de uma amos-

tra foi feita a pH 2, utilizando-se para este fim acido clor{drico.

As analises foram realizadas em laboratorio isento de va-
pores de substancias que contivessem grupos fenolicos, os quais ,

obviamente, reagiriam com a p-nitroanilina diazotada.

A quantidade de urina tomada para a analise 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,

EXTRACAO

Completou-se o volume até 4 ml com agua destilada e ajus-

&)

tou-se o pH a 8 com NaOH IN'"’. Colocaram-se 4 ml de aéetato de eti
la, agitou-se por 30 segundos, centrifugou-se rapidamente, para me
lhor separar as fases, desprezando~se o solvente organico no qual.
estariam as substancias fen5licas; nao écidas, eventuélmgnte pre~
sentes, Ajustou-se o pH da urina a 2 com acido clorfdricb 2N, satu
rou-se com NaCl e extraiu-se com 4, 2, 2 ml de aéétato de etila.Té

maram-se os extratos em conjunto, os quais foram evaporados a tem-

Ed



peratura abaixo de 450‘0, apos terem sido agitados com 2 ml de ;..

HC1l 0,1N saturado com NaCl, e a fase aquosa desprezada.

0 residuo foi dissolﬁido em 0,3 ml de metanol mantido a
baixa temperatura (cérca de 4° C) e 0,1 ml foi aplicado em duplica
ta em papel Whatman n? 1 e desenvolvido paralelamente a padraes de
2, 3 e 4 ug de VMA, Usou-se a técnica de cromatografia ascendente

em sistema n-butanol-acido acético-égua (40:10:50).

Apos 18 horas de desenvolvimento, deixou-se secar o croma
tograma a temperatura’ambiente e corou-se com p—nitroaﬁilina diazo
tada. Uma hora depois, as manchas correspondentes ao VMA foram li-
das em densitometro. As areas correspondentes aos padroes e deséo—

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 cromatografica.

RESULTADOS

a) Especificidade

A regigo cromatogréfica, possuindo o mesmo Rf de VMA pa-
drao, desenvolvido paralelamente, mostrou ser constituida de um ﬁqi
co composto quando desenvolvida em dois outros sistemas_cxomatogré
ﬁicos originiriamente descritos por Armstrong e cols;(ly, isto é,
alcool isoprppflico—amania—égua (8:0,2:1,8) e benzeno-acido propié
nico-agua (100:70:5).

b) Recugeragao

A prova de recuperaggb realizada em 8 amostras de urina ,

i RSN s N A
adicionando-se 2-5 e 10 ug de VMA padrao, mostrou que o método re-
cupera em media 86% do composto adicionado. Testou-se a recupera -~
- @) =S ,

- ~ -, : . : '
gao atraves da construgao de um grafico cartesiano, figurando no

1
— EEESES . - N - » .
eixo das abscissas valores urinarios conhecidos, aos quais - foram
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. - ~
adicionadas quantidades variaveis de padrao, e no das ordenadas os
T -~ ey e
valores recuperados. Como houve compatibilidade, calculou-se a
equagao de regressao e verificou-se se o coeficiente diferia ounao

da unidade (grafico 1).

A analise estatistica mostrou ser altamente. significante

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

c¢) Reprodutibilidade

i

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 precisao foi verificada atraves de calculo do coeficiente de

variabilidade} Verificou-se que éste foi de pa 5,9%.

Os dados relativos aos valores obtidos e o tratamento es-

tatistico estao resumidos na tabela I.

3830 4.’}

320

300

100 x log. 100 x VALOR RECUPERADO

290 4

¥y=0,9886% - 04424
200 s 4,42

Fei20,28

o

280 270 t80 200 - 300 1) 320 330 X
100 % 109. 100 (VALOR URINARIO + PADRRO) - '

Gratico 1 — Representacdo do estudo do provo de recuperagdo. em x colocoram-se
cs volores esperados correspondentes & soma de padrdo, mais valores urindrios
cenhecidos; em y foram langados os valores obtidos. Para facilidade de construgdo
gratica, utilizou-se 100 x log. 100 x VMA.




"TABELA T

Repredutikilidade. Dadog relativos a 30 replicatas

de uma mesma urina feitas em dias diferentes

DOSAGEM %ESULZ§22 DOSAGEM EﬁSULgﬁﬁg
1 1,90 16 1,70
2 2,00 17 1,9
3 1,76 18 1,90
1 1,94 19 1,9
5 2,05 | 20 2,00
6 2,08 21 ' 2,08
7 1,80 22 1,80
8 2,10 23 1,90
2 1,99 24 1,85
10 1,78' 25 1,56
11 1,80 26 - 1,80
12 1,86 27 1,75 .
13 1,84 28 2,01
14 1,90 29 2,02
15 2,10 3¢ 1,93

MEDTA ‘ 1,91 peg/ml
DESVIO PADREO (s) 0,1128
ERRO PADREO (§?§) 0,0206 .
COEFICIENTE DE +

VARTAGAO 2 59%

DISCUSSAO

Em alguns métodos eletroforéticos e cromatog;éficos,a.u:i
na é colocada direfémente ndeapel sem utilizar a extragab com ace
tato de etila, GHdicke e col:(S), que descreveram um método seme-
lhante ao nosso, nao se utilizam dos processos é;trativos, no que

sao criticados(z’ll) por Sandler e Ruthven(l3), que admitem esta
atitude quando da avaliagao do VMA em liquidos que tenham - poucos

{ 7
compostos interferentes, como no caso do liquor.



Na metodizaggo em pauta, a purificagio da urina e dos exr

;fatos sao fatares'que contribuem para a boa separaggo do VMA.

-y

A introducao 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 acida evita a destrui-
gao do VMA, o que nao acontece nos sistemas basicos comumente uti-
lizados. Alimentos e drogas podem interferir na metodologia. Assim,
a aspirina (eicretada como acido salicildrico), o cha, o café (por.
tador de acido caféico excretado provavelmente como vanilina) a va

(17,21)

nilina, as sulfas, a penicilina, a banana e as frutas citqg

cas(ls) nao devem ser ingeridos antes da colheita do material para
" a analise. Estas interferéncias nao se limitam as analises cromato
graficas, mas se estendem as separagoes eletroforéticas,_paptimﬂég
mente Equélas qué utilizam tampoes bésicos. A boa sepéragab eletro
.forética somente & conseguidafém pampSes de pH Ecidd(la); o tempo
de migraggo é porem longo, mesmo que se utilizem aparelhos de alta
voltagem.

(4,6,7,9,20) , W‘I;retens_a'mente ra-

Os metodos discriminativos
pidos, descritos por diversos autores, nao resistem a analise cri-
tica por_n§oﬁserem especificos e particularmente muito sensiveis a

interferéncia de drogas e de alimentacoes ricas em grupos fenoli-
(13)
cos .

Os metodos baseados na formag§o>de vaniliﬁa a partir do
VMA, criticados em vista da comprovagao de que outros acidos aroma

ticos presentes na urina podem produzir aquéle derivado.

0 método descrito ofereceu indices adequados de recupera-
gao, reprodutibili&ade e especificidade suficiente para justificar

-~ - . "
0o seu emprego na pesquisa e rotina clinicas.



RESUME

: Méthode de dosage de 1'acide 3-méthoxi-hidroxi-mandélique de l'urine, selon une tech
nique chrematographique monodimensionnelle,

Les auteurs décrivent une méthode de dosage du VMA babee sur la technique chromato -
graphique mcnodimegsionnelle, Ils soulignent la spécificité, la bonne récupération et la gran
de reproduc+1b111te de la methode, Ils montrent que la technlque monodimensionnelle gresen&mt
des avantagens par rapport a la technique bidimensionnglle quant a 1'econom1e de materiel de
temps et de travail. Elle constitue egalement um progrés par rapport aux méthodes discrimina~

tives, Ses caractéristiques sont de nature a en justifier 1'emploi dams les travaux de recher
che et dans la routine clinique,

SUMMARY \

Method for: dosage of 3-methoxy-4-hydroxymandelic acld in wrine by monodimensional
chronatograpic technlqueo

A method is describnd for the estimation of VMA in a 24 hr urine based on 1ts extrac
tion by ethyl acetate and monodimensional chromatography. The recovery, reproductibility and
specificity of the method are emphasized and its advantages over bidimensional and screening
methods are discussed,
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