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INTRODUCAQ

Em 1945 Roth e Kvale77 introduziram a primeira prova
farmacologica para o diagnostico de feocromocitoma e, em 1950,
Engel e von Euler32 demonstraram a utilidade da dosagem das cate-
colaminas (CA) urinarias no diagnostico desta entidade nosologica.
Neste periodo o diagnostico dependia, em grande parte, da inter-
pretacao das flutuacoes da pressao arterial sob a acao das diver-
sas drogas, tais como histamina, piperoxana, brometo de tetraeti-

1am5neo, cloreto de metacolina, dibenamina e fentolamina.

v

Aos riscos e desconfort0834’69 ocasionados pela admi-

‘nistragao dessas substancias somavam-se e somam-se ainda, visto
nao terem sido totalmente abandonadas, interpretagoes dubias dos

resultados limitrofes e inumeros casos de respostas falsamente po

sitivas ou negativas. Eram estas as condigaes que limitavam e re-

duziam o valor daquelas provas para o diagnostico de tumor funcio

nante do tecido cromafinico.

Com a introduggo das novas técnicas de dosagem das CA

32,33, 61

na urina e no sangue, o diagnostico tornou-se mais preci-

. . - . 58
S0 ao mesmo tempo qué se suprimia o desconforto para o paciente” ’
69

32,106

Os ensaios biologicos e fluorimétricos , utiliza

dos na avaliaggo de quantidades extremamente pequenas de CA san-

08,69 e exigem a colaboragao de

gufneas e urinarias, sao demorados
pessoal especializado, alem do uso de material nem sempre acessi-

vel.

Armstrong e McMillanz demonstraram, em 1957, a presen
¢a na urina humana do acido 3-metoxi-4-hidroximandélico (VMA) pro
duto do metabolismo da epinefrina (E) e norepinefrina (NE). A ex-
crecao urinaria déste composto mostrou ser cerca de 10 a 100 ve-
zes maior do que aquela da E e NE e, portanto, de mais facil de-

terminacao pelos métodos colorimétricos.



Foi demonstrada também a relativa constancia da excre
gcao percentual do VMA: com a infusao de CA marcadas verificou-
-se que 27 a 36% eram excretados na urina sob forma daquele meta-
bSlito ? .

Seria de se esperar a utilizagao destas propriedades,
na padronizagao de técnicas que viessem facilitar o diagnostico
dos tumores do tecido cromafinico e no estudo da fisiopatologia de
algumas condigSes morbidas em que estivessem em jago possiveis al
teragoes da secregao de CA.

0s metodos cromatograficos bidimensionais3’38’52’90 e
os eletroforéticos, seja em papel sob diferentes voltagens, ou em

celulose1’45’87’93’96’97’777, sao considerados, geralmente, semi-
—quantitativos79'em razao da baixa resolugao dos compostos fenoli

Cos .

A impraticabilidade de alguns metodos levou-nos ao de
senvolvimento de uma técnica que, embora nao divergindo fundamen-
talmente das analises cromatogréficas j5 existentes, apresenta al

guns pontos de originalidade.

0 presenté trabalho tem por objetivo a descrigSo de
uma técnica cromatografica em sistema butandlico para dosagem de

VMA e apresentacao dos resultados obtidos com sua aplicagao:

a) - Na analise dos valores de excregao diaria nos in
dividuos normais, nos portadores de doenga hiper
tensiva arterial essencial (DHAE) e em pacientes

portadores de neoplasias do tecido cromafinico;

b) - No estudo da excreggo urinaria do VMA em indivi-
duos normais e portadores de DHAE, em resposta a
um estimulo do sistema nervoso simpatico provoca

do pela hipoglicemia.

£ de todos os pontos de vista util que sejam referi-

dos, embora rapidamente, alguns dados basicos e atuais sobre o me
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tabolismo das CA.

7 . - -
Para a sintese das aminas pressoras € necessaria a pre
3 - . . . *
senca da tirosina, amino-acido derivado da fenilalanina por hidro-

xilagao hepatica e de todo um sistema enzimatico Integro.

A etapa inicial na biossintese das CA € a transforma-
gao da tirosina em dihidroxifenilanina (DOPA) (Figura 1). A tirosi
nase, enzima responsével pela mesma reagﬁo nos tecidos formadores
de melanina, foi atribuida a responsabilidade desta reagao. Entre-
tanto, os trabalhos de Nagatsu e col.65, em 1964, demonstrarama exis
téncia de uma outra enzima, a tirosina hidroxilase, responsavel pe
la formagao da DOPA a partir daquele amino-acido. A ela da-se a im
portancia fisiolagica de representar o fator limitante na formagao
de NE no tecido nervoso simpético; e seus inibidores tais como a
- a-metil dopa, a a-metil tirosina, a 3-iodotirosina e a 3,5 diiodo-
tirosina diminuem, como seria de se esperar, a produgao enngena<h

NE e dopamina nos tecidos humanos’oz.

A descarboxilagéo da DOPA, segunda etapa na biossinte-
se, dando como resultado a dopamina, & mediada pela enzima dopa-
-descarboxilase, devidamente caracterizada nos trabalhos de Holtz,

Heise e Lﬂdtke49.

Esta enzima € dotada de pouca especificidade, o que fi
cou constatado pelaé experiéngias de Yuwiler114 e col. que demons-
trarain a sua agao na sintese da serotonina a partir do 5-hidroxi -
triptofano e na descarboxilaggo de outros substratos, tais como a

a-metil dopa e amino-acidos.

Esta enzima & ativada pela piridoxinagz e a carencia
desta vitamina leva a uma diminuigao na sintese de CA. Os seus ini
bidores, a £-o-metil dopa e a £~a-metil tirosina, apresentam inte-
resse nao so devido as suas propriedades Bioqufmicas e farmacolégi
cas como também pela sua introdugao no arsenal de drogas anti-hiper

tensivas.



Pela introdugao de um grupamento hidroxflixo a dopami
na € transformada em NE. A enzima mediadora desta reacao é a dopa
mina-B-hidroxilase e sua pouca especificidade faz com que ela acei
te como substrato uma série de compostos estruturalmente relacio-

' 3. Assim ela poderia mediar a B-hidroxilagao

nados a dopaminaz
de uma série de aminas simpatomiméticas que, sob esta forma, B8-hi
droxilada, poderiam penetrar nos locais de éstocagem das CA, des-
locando os neurotransmissores adrenérgicos. Estaria assim explica

da a agcao destas drogas simpatomiméticas.

A dopamina-B-hidroxilase € inibida pelos anélogos da
E e NE (arterenona e adrenalona) e pelos agentes quelantes que
atuam sobre o cobre ao qual esta ligada a sua atividade enzimati-

ca.

A etapa final ‘da sintese das CA ¢ a N-metilacao da NE
dando como resultado a E. O doador do grupo met{lico foi identifi
cado como sendo a S-adenosil metioninas. A enzima mediadora mostra
uma absoluta especificidade para metilar os derivados da fenileta
nolamina, razao pela qual lhe foi dado o nome de fenjiletanolamina

N-metil transferase.

A sua atividade foi encontrada nas fragoes soluveis
sobrenadantes de homogenados de medular de supré—renals. Deduz-se,
em vista disto, que a NE, para ser metilada, deve deixar os seus
gr§nulos de estocagem e penetrar no citoplasma. Apos sofrer a N-
-metilacao, a E assim formada retorna a granulos possivelmente di

ferentes daqueles que contem a NE.

Foi recentemente verificado, em ratos, que os niveis
de feniletanolamina-N-metil transferase dependem da secregao de
glicocorticGides’Tz. A capacidade de formar E se reduz acentuada-
mente nos animais hipofisectomizados, concomitantemente a diminui
950 da atividade enzimatica. Esta & totalmente restabelecida pela
administragao de hormonio adrenocorticotrofico em doses substitu-

tivas ou por grandes doses de glicocortic5ides.



A NE e E assim formadas e estocadas em grﬁﬂulos’lo no
interior de vesiculas citoplasmaticas devem ser liberadas ou da
medular da supra-renal ou das terminagoes nervosas do-sistema ner
voso simpatico, para produzirem os seus efeitos metabolicos e so-

bre a pressao arterial.

Secretados pela supra-renal diretamente na circulagao
(NE e E) ou pelas terminagSes nervosas em contato com oS  Orgaos
efetores (NE), as CA devem ser submetidas a processos multiplos
tendentes a diminuir suas atividades. Nestes processos incluem-se:
a difusao rapida das CA, liberando o receptor da alta concentra-
gao local; a recaptagao e ligagao pelas terminagoes nervosas sim-
paticas da CA livre; a agao intra-axonica de monoamino oxidase ...

(MAO) e a agEo extra—axonica de catecol—O—metil—transferase?é(Omwn.

Os estudos compartimentais e cineticos, com a utiliza
¢ao de NE marcada, aliados a administragao de varias drogas ten~
dentes a liberarem os estoques de CA, puseram em evidencia a exis
tencia de diversos compartimentos. fistes experimentos vieram lan-

gar alguma luz sobre a maneira de secrecao e metabolizagao das CA.

Fol descrito um priméiro compartimento (Figura 2) de
dimensoes maiores, intra—axsnico, no qual a NE se encontra firme-
mente ligada e do qual é liberada fisiologicamente. A reserpina é
capaz de reduzir lentamente éstes estoques, o que nao € consegui-

do pela administracao de tiramina ou pela excitagao do nervo.

A CA liberada por este processo no liquido citoplasmé

56. Assim, uma porgao desta

tico axonico pode sofrer a agao da MAO
CA que ganha a circulaggo ou o orgao efetor ja é desaminada e, por
tanto, de fraca atividade simpética. 0 mesmo processo metabolico

ocorre na medular da supra-renal em relagao a MAO e E.

A fracao da NE que nao sofreu a agao da MAO alimenta
dois outros compartimentos menores: um resistente a agao da reser

pina, porém, esgotavel pela administracao de tiramina7, e outro

MSTITUTO NE ENERGIA ATOMICA



. 6.

que somente libera a amina pressora pela estimulagao nervosa.

A administraézo de CA marcadas demonstra que estes com
postos nao sao eliminados ripidamente107, mas, pelo contrério, fi
cam retidos nos tecidos, por longo tempo, sob a forma ligadae.pq£
tanto inativos. Este &, talvez, o mecanismo mais importante na pro

-~ o~ -
tegao do organismo contra os excessos de secregao simpatica.

Trendelenburg101 mostrou que a taquifilaxia a tirami-
na so podia ser observada apos uma administragao muito prolongada
de reserpina, situaggo em que os estoques de NE teriam quase se
esgotado do compartimento maior.

A administraggo adequada de reserpina, por tempo pro-
19

longado, resulta num quase total esgotamento de NE .,

0 compartimento responsavel pela liberagso de NE, sob
a a§§o do estimulo nervoso, é resistente a tiramina e a reserpina.
Mesmo quando se administram aminas simpaticomiméticas até o ponto
da taquifilaxia, este compartimento ainda possui CA suficiente pa

ra ser liberada pelos impulsos nervososzz.

Das diversas alternativas de acao da COMT e da MAO so
bre as CA e compostos afins secretados pelos diversos compartimen

tos, resultam:

a) - Metabolitos como o VMA (Figura 3) (provenientes da
NE e E), acido homovanilico (HVM) provenientes da
dopa e dopamina etc, (Figura 4).

Para chegar até a forma destes metabolitos, os
compostos de origem devem sofrer, primeiramente,
a desaminagao resultante da agcao da MAO e poste-
riormente, nas celulas parenquimatosas, a O-meti
lagao medidda pela COMT.

b) - Metabolitos que nao sofreram a agEo da MAO por

serem secretados em sua forma ativa principalmen



te pelos dois compartimentos menores. Estas for-
mas ativas, apos cairem em circulagao, sofrem a
agao da COM.‘I‘57 em contato com o efetor ou em oOr-
gaos mais distantes como o figado e sao excreta-
dos sob a forma de metanefrina (MN) e normetane-
frina (NMN) (Figuras 2 e 3).

c) - Metabolitos que sao desaminados pela MAO, que nao
sao metilados pela COMT como o acido 3,4-dihidro-
xifenilacetico (DOPAC) e 3,4-dihidroximandélico ,
(Figura 3 e 4).

Catecol~O-metil transferase

3
0 achado de Armstrong” de que individuos com feocromo-
citoma excretavam, na urina, grandes quantidades de um composto O-
-metilado, o VMA, abriu o caminho no estudo de enzimas que pudes-

sem O-metilar as CA.

Verificou-se que a enzima purificada’o, responsével pe
la reagEo, quando colocada em presenca de E, S-adenosilmetionina e
Mg+-+ dava origem a MN, reagzo que se processava em quantidades equi

molares.

Todos os catecois podem ser O-metilados independentemen

te do radical substituinte do nucleo aromatico.

Incluem-se neste grupo aqueles que ocorrem naturalmen-
te no organismo, tals como a NE, E, dopamina, dopa, acido 3,4~dihi
droximandélico e acido e acido 3,4-dihidroxifenilacetico (Figura 4).

Os monofenois nao sao metilados por esta enzima.

Em razao da sua especificidade para O-metilar cateCEis,
ela foli chamada de catecol-O-metil transferase. Largamente distri-
bufda no organismo (glandulas, vasos séngu{neos, nervos e ganglios
simpaticos e parassimpéticos e areas do cérebro)6 ela se encontra

confinada principalmente nas fragoes soluveis sobrenadantes dos te
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cidos'”,

O VMA resulta da acao da COMT sobre o acido 3,4-dihi -
droximandélico, produto este proveniente da NE e E que jé sof reram

a agao da MAO (Figura 3).
4,9

Axelrod e col. mostraram em 1958 ’°, utilizando CA mar
cadas, que a MN e NMN, metabolitos O-metilados que nao sofreram a
desaminagao pela MAO, eram compostos excretaveis na urina de indi-
viduos normais. Os fatos sugerem que a 0~metilag§o pode ser a eta-

pa inicial no metabolismo das CA liberadas.

- 46
Os estudos metabolicos com NE e E marcadas e injeta-
das na wia porta indicam que o figado é o principal responsavel
pela O—metilagao, ainda que esta inativaggo possa ocorrer em outros

tecidos.

A inibigéo da COMT pelo pirogalol resulta num prolonga
mento do efeito pressor das CA, como demonstrou Bacq”’”3 ha mui-
tos anos. As experiéncias com esta droga foram retomadas e esta ini

bigao interpretada como sendo competitiva para a enzimag.

Os inibidores da COMT aumentam a excregao de CA intac-

tas e metabolitos acidos nao metilados (Figura 3),(acido 3,4~dihi-

droximandélico) enquanto os inibidores da MAO aumentam a elimina-

| gao de MN e NMN (produtos metilados que nao foram desaminados pela
MAO)SS.

Monoamino-oxidase

0 termo "monoamino-oxidase" & usado para designar um
grupo de enzimas que catalizam a desaminagﬁo da tiramina, triptofa
no, serotonina, norepinefrina, epinefrina, dopamina e outras mono-

aminas.

Ela se acha ligada principalmente as mitocéndrias’4que
encerram cerca de 70% do total contido em homogenados de células

hepéticas’z.
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A inibigao da MAO resulta num aumento tanto de monoami
nas end6genas como daquelas administradas exogenamente. Concomitan
temente, ha uma diminuicao de metabolitos desaminados (VMA, acido
homovan{lico, acido 3,4-dihidroximandélico, acido 5-hidroxindolacé
tico).

A dopamina constitui~se no melhor substrato para a MAO,
dando como resultado o acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC). ﬁg
te composto, quando O-metilado, dara origem ao acido homovanflico
(HVA)Z7 (Figura 4).

A auséncia quase total de dopamina na medular da su-
pra-renal pode ser devida a sua répida metabolizaggo como provﬁvel

mecanismo de defesa para a superprodugao de CA.

Todos os metabolitos sao excretados pelos rins "in na-

tura" e sob a forma conjugada (glicuronidatos).

HASIIVIU UE ENERGIA ATOMICA
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Figura 4 = Possiveis vias na formagSo do dcido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético {deido
homovanilico, HVA) e do deido 3,4~dihidroxifenilacético (DOPAC, Lcido do-
pacético).

Modificado de Wiseman - Distler, M.H., Sourkes, T.L. and Carabin, S.: Precursors of
3,4~dihrdroxyphenilacetic acid an 4-hydroxy-3-umethoxy phenylacetic acid in
rat, Clin,chim.Acta, 123 335, 1965,
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CAPTTULO I

METODOLOGIA

Dois 580 08 tipos principais de analise bioquimica que
vem sendo aplicados na dosagem do VMA na urina: os metodos que uti
Lizam a separagdo §isica dos diversos componentes fenolicos uring
nios e aqueles que, transfommando a molecula do VMA em outro com-
posto, utilizam reagbes especificas para a mensuragdo.

Estes processamentos ndo sao exclusivos, existindo me
todos em que concomitantemente se pode encontrar a separacao 51,45'_
ca do UMA associada a sua transformacac moleculan.,

Entrne os métodos baseados na modificacao da molecula
encontra-se ¢ de Sandlenr e Ru,thvenn, no qual uma oxidagac ¢ rea-
Lizada em autoclave na presenca de catalizadon, apos o que a vani
Lina formada a partin do VMA & colocada na presenga de indof e aci
do fosfornico, produzindo-se assim um complexo corado.

A oxidagao do UMA pode sen nealizada na presenga de
periodato, com Leituna espectrofotometrica ultra violeta como no
metodo de Pbsano” ou, alternativamente, como utilizam Sundemman
98 com o ferocianeto de potassio, fazendo-se colorimetria

com uma modificagao do metodo de Sandler e Ruthven’®.

e col.

Nos metodos que utilizam a separacdo fisica as tecni-
cas utilizadas sa0: a cromatogragia bidimensional em papel, a cro
matoghagia em camada delga.cla.g‘3 84, a cromatoghafia em fase gaso-
éa40 e a eletroforese em baixa ou alta voltagem.

A simplicidade das técnicas cromatograficas fazem com
que elas sejam Largamente wtilizadas.

A existencia de muitos grupos fendlicos, nao relacio-
nados ao metabolismo das CA, na urina de individuos nommais, faz
que seja necessaria a extragdo preliminan destes composdtos com ace


http://pnA.ncA.paJj
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tato de etifa em pH basico, embora muitos autornes omitam esta-fa-
se da metodologia.

Na maionia das Zeenicas de cromatogragia bidimensional
08 sistemas de solventes utilizados dao os do isopropanof-amonia-
~agua (20:1:2) e o0s do benzeno-acido-propionico-agua (2:2:1), ond
ginalmente descnito por A/umr)wngs. Nestes metodos de separagao §£
sica, executando-se o de cromatogragia em fase gasosa, a colonime
tria ¢ nealizada pela neagao do VMA com p-nitroanilina diazotada
e a Leiturna feita em densitometria quando houver boa separagao dos
compostos fenolicos. Em caso contrarnio o caleulo ¢ semi-quantita-
tivo, §eito por comparacdo visual com padroes que se desenvolvem
paralelamente as amostras analisadas.

Em 1964, Nicolau e 002.67’68, apresentaram um metodo

de separagao do VMA por processo de cromatoghragia monodimensional
em sistema n~butanof-acido acético-agua. Concomitantemente,Gbdicke
e CoL‘”, descrevenam a boa e especifica separagao do VMA em fase
butanolica do sistema n-butanol-acetato de n-butila-acido acetico
a 10% (2:8:10). Estes altimos autones, contudo, nao apresentaram
dados de padronizagdo metodologica nem de aplicacao cfinica do me
todo, mas puseram em evidencia a sua edpecificidade, utilizando
divensos sistemas cromatogragicos.

Apresentamos ponmenonizadamente neste capitulo a pa-
dronizagao do nosso metodo no estudo de controles nowmais, de por
tadones de DHAE e nos .individuos com tumonres do tecido cromagini-
co.

Material

Hidnoxido de Sodio - N
Acido Clonldnico - 2N
Acetato de Etila

- Cloneto de Sodio

- Acido Clonldnico -0, IN, satunado com cloneto de
sodio.

1
4
3
4
5
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é - Metanol

7 - n-Butanol

§ - Keido Acetico

9 - p-Nitnoanilina: 500 mg sao dissolvidos em 10 ml de
acido clonldnico fumegante e o vo-
Lume completado a 500 me com agua
bidistilada.,

10 - Nitnito de Sodio - 0,2%

11 - Canbonato de Potassio a 10%

12 - p-Nithoanilina Diazotada: mistunarn 10 ml de nitni-

to de s0dio a 0,2% com
10 mb de p-nitroanilina.
Juntarn Lentamente 20 ml
de carbonato de potassio
a 10%.

Usar ate 2 minutos apos
0 prepano.

13 - Padrdo de VMA: Dissolver 1 mg de padrao de VMA® em
10 mE de agua bidistilada Levada
previamente a pH 2 com acido clori-
drico.

Todos 08 neativos devem sen produtos analiticos.

08 solventes devem sen sufdicientemente puros para uti-

Lizagao em cromatogragia.

Metodo

0s individuos submetidos acs estudos abstiveram-se da
ingestao de alimentos sabidamente nicos em compositos fenolicos
tais como: cage, cha, chocolate, vanilina, verduras e frutas e de

* D1-3-Methoxy-4-hydroxymendelic acid; MoA,
Mann Research Laboratoriea, Inc, New York 6, N,.Y,
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qualquen medicamento por um periodo de 72 honas.

No Hospital das CLinicas organizamos uma dieta padrao
que convencionamos chamar de"hipofenolica" que consistia no  se-
guinte:

Desjejum: pao, manteiga e ovo.

Merenda: [Leite integhal e agucaxr.

Almogo e fantarn: annoz, caine e ovo.

A wuina do periodo de 24 horas §oi colhida em {rasco
escuno mantido s0bre gelo ou em geladeina. A preservagao de uma
amostra foi feita a pH 2, utilizando-se para 2ste §im acido clord
drnico,

As analises fonam nealizadas em Laboratornio isento de
vapones de substancias que contivessem ghupos fenolicos 08 quais
obviamente neagirniam 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 wii-
na, trhansferindo-se para um tubo de tampa esmerilhada de 15 me de
capacidade. '

a) - Extragao

Completou-se o volume ate 4 ml com agua distila-
da e ajustou-se o pH a & com Na OH N6, Cokocou-se 4 me de aceta
to de etila, agitou-se por 30 segundos, centrifugou-se rapidamen-
te, para meLhon separar as fases, desprezando-se o solvente orga-
nico no qual estarniam as substancias fenolicas, nao acidas, even-
tualmente presentes. Ajustou-se o pH da wiina a 2 com acido-clonl
drnico 2N, saturou-se com NaCl e extraiu-se com 4,2,2 mf de aceta-
to de etila. Tomaram-se 08 extratos em conjunto 04 quais  foxram
evaponados d temperatura abaixo de 45° C, apds tenem sido purifi-
cados com 2 mg de HCL 0, 1N saturado com NaCl.

b} - Cromatografia



http://Extn.ac.cw

0 nesiduo foi dissoluido em 0, 3 ml de metanol man
ado a baixa temperatura (cenca de 4° C) e 0,1 me foi aplicado em
duplicata em papel Whatman n? 1 e desenvolvido paralelamente a pa-
dnoes de 2,3 ¢ 4 ug de UMA, Usou-se a tZenica de cromatogragia as-
cendente em sistema n-butanol-acido acetico-agua (40:10:50).

Apcs 18 honras de desenvolvimento deixou-se secar 0 cro
matograma a temperatura ambiente e corou-se com p-nitroanilina dia
zotada. Una hora depois as manchas correspondentes ao VMA foram L4
das em densitometro. As areas comrespondentes aos padroes e desco-
nhecidos foram comparadas e 04 valones corrnigidos para as diwreses
nespectivas.

Varias amostras podem sen desenvolvidas ao mesmo tempo
em papel disposto s0b a fomma cilindrica na cuba cromatogragica.

Resultados

a) - Especificidade

A negiao cromatogragica possuindo o mesmo R{  de
VMA padrao, desenvolvido paralelamente, mostrou ser constituida de
um anico composto quando desenvolvida em dois outros sistemas cro-
matogragicos oniginariamente descrito por Armstrong e col. 3, i8¢0
e, alecool isopropilico-amonea-agua (8:0,2:1,8) e benzeno-acido pro
pionico-agua (100:70:5).

b) - Recuperdeao

A prova de necuperacao realizada em § amostras de
urina, adicionando-se 2-5 e 10 ng de VMA padrao, mostrou que o me-
todo necupera em media 86% do composto adicionado. Testou-se a fe-
c.u;oe/wzg&o’3 atraves da construgao de um gragico cartesiano figuran
do no eixo das abeissas valdres wiinarios conhecidod aos quais fo-
ham adicionadas quantidades variaveis de padrac e no das ordenadas
05 valones necuperados. Como houve compatibilidade, caleulou-se a
equacdo. de regressao e verificou-se se o coeficiente diferia ounao
da unidade (Figunra 5).


http://dix.plX.cata
http://cilX.ndnA.ca

100 x log. 100 x VALOR RECUPERADO

. 19 *

330 1

320 1

310

300 -

290 1

y=0,9886% - 0,4424
ss= 4,42

280 4
F=128,28

270 -

260 270 280 290 300 310 320 330 X

100 x log. 100 (VALOR URINARIO + PADRAO)

Figura 5 - Representagio gréfica do estudo da prove de recuperagao

Em x colocaram-se 08 valdres esperados correspondentes & some de padrdo
mais valdres urindrios conhecidos,

Em y foram langados os valdres obtidos,

Para facilidade de construgeo gréfica utilizou-se 100 x log. 100 x VMA

HSMTUTO DE ENERGIA ATOMIC)
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A analise estatistica mostrou sen altamente 8igni
flcante a nelagao entre o4 dois valones; o colocado e o recuperado.

¢) - Reprodutibilidade

Foram nealizadas 30 dosagens em amostras de  uma
mesma unina em dias consecutivos. A urnina fod mantida a pH 2 em
nefrigenadon. A precisao §oi vernificada atraves de caleulo do coe-
ficiente de variabilidade. Vernificou-se que 2ste foi de L5099,

08 dados nelativos aos valores obtidos e o trata-
mento estatistico estao resumidos na tabela 1.

DS cus4ao

Em alguns metodos eletroforeticos e cromatoghdficos a
unina ¢ colocada diretamente no papel sem utilizar a extracao com
acetato de etila. GBdicke e co£.47 que descreveram um metodo 5eme-
Lhante ao nosso, nao se utilizam dos processos extrativos, no que
sdo oriticados’? % por Sandlen e Ruthven’’ que admitem esta atitu

de quando da avaliagao do VMA em Liguidos que fenham poucos compos
fos intenferentes como no caso do Liquon.

Na metodizagao em pauta, a purificacao da urina e dos
extratos sao fatores que contribuem para a boa separagdao do VMA.

A introdugao de uma teenica de cromatografia monodimen
sional oferece vantagens s0bre a bidimensional em economia de mate
niak, tempo e thabalho.

0 sistema de solvente<sob a forma acida evita a  des-
twicao do UMA o que nao acontece nod sistemas basicos  comumente
utilizados. Alimentos e drogas podem interferin na metodologia. As
s4m, a aspinina (exeretada como dcido salicilirico), o cha, o cafe
(portadon de acido cafeico exenetados provavelmente como vanidina)
8,103, 2y trutas of
tricas’? nao devem sen ingenidas antes da colheita do material pa-

na a analise. Estas interferenciad nac se Limitam as analises cro-

a vanilina, as sulfas, a penicilina, a banana


http://cn.omatogna.fico*
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PABELA ]

Reprodutibilidade, Dados relativos & 30 replicatas

de uma mesma urine feitas em dias diferentes

posacgy | FESULTADO posacey | ESULTADO
en Yg/ml em yg/ml
1 1,50 16 1,70
2,00 17 1,9
3 1,76 18 1,90
4 1,94 19 ‘ 1,90
5 2,05' 20 2,00 -
6 2,08 21 2,08
7 1,80 22 1,80
8 2,10 23 1,90
9 1,99 24 1,85
10 1,78 25 1,86
1n 1,80 26 1,80
12 1,86 27 1,75
13 1,86 " 28 2,01
14 1,90 29 2,02
15 2,10 30 1,93
MEDIA 1,91 ug/ml
DESVIO PADRXO. (s) 0,1128
£RRO PADKEO i("’?) '0,0206
| 593
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matoghaficas, mas se estendem ds separacGes eletroforiticas, panr-
ticuwbanmente dquelas que utilizam tampoes basicos. A boa separagio
_ eletnoforetica somente ¢ conseguida em fampoes de pH &cx’.dan; 0
tempo de mignacao & porem Longo, mesmo que se u,to&czem apanelhos



de alta voLtag‘em73.

03 metodos d,('/.so'z,éména,téumgé’”’sq’éz, pretensamente

napidos, descnitos por diversos autones, nao resistem a analise el

tica por ndo senem especificos e particulammente muito sensiveis a

intenferencia de drogas e de alimentagoes nicas em gnuposd fenoli-
79 :

cos’’,

0s metodos baseados na formacdo de vanilina a partin
do VMA, considenados especificos, tem sido crniticados em vista da
comprovagao de que outnos acidos aromaticos presentes na wiina po-
dem produzin aquele derivado.

0 metodo por nos proposito apresenta uma recuperacdo
neprodutibilidade e especificidade suficientemente boas para que £0
gicamente o aplicassemod’ na notina clinica e na pesquisa.


http://pa.ztziuame.ntz
http://intzn.lzn.znda

capfTULO II

DETERMINAGCAO DOS VALORES DE EXCREGAO URINARIA DE VMA EM INDIVIDUOS
NORMAIS E EM PORTADORES DE DOENCA HIPERTENSIVA ARTERIAL ESSENCIAL.

ESTUDO COMPARATIVO COM NIVEIS OBTIDOS EM PACIENTES COM
NEOPLASIAS DO TECIDO CROMAFINICO.

0 estudo da excrecao urinaria de VMA em individuos nor
mais e em portadores de DHAE foi realizado em duas etapas. Uma de
que trata este capitulo e em que estudamos a excrecao de 24 horas
dos dois grupos, mantidos intactos quanto a administraggo de dro-
gas;, e outra de que se ocupa o capftulo seguinte em que os indivi-
duos sao submetidos a uma prova de hipoglicemia provocada pela ad-

ministracao de insulina.

A fim de permitir uma analise comparativa, colocams os
valores obtidos em 11 casos de pacientes comprovadamente possuido-

res de neoplasias do tecido cromafinico.
Material

Foram estudados 19 indivfduos adultos de ambos os se-
x0s, sem distingao de cor, considerados normais pelos _parametros
clinicos, para serem comparados a outro grupo de pacientes em que
houvesse na anamnese comemorativos de DHAE. Na selegao deste segun
do grupo servimo-nos do critério clinico e laboratorial e em nenhum
déles foram encontrados estigmas de sindrome de Cushing, doenga re
nal cronica, feocromocitoma, hiperaldosteronismo primario ou coar-

tagao da aorta.

Dos 11 pacientes com tumores do tecido cromafinico 7
eram portadores de feocromocitoma, 3 de neuroblastoma e 1 de gan-
glioneuroblastoma. Os dados referentes a estes pacientes encontramr

—-se nas tabelas 3 e 4.

Todas as dosagens foram realizadas em duplicata.



ResultadosA

Os valores obtidos para os dois grupos estao represen-
tados na tabela 2. A analise estatfstica13 dos resultados mostrou
para o grupo normal uma média de 3,56 mg de excreggo urinaria de

VMA com um desvio padrao de t 1,55 mg e um erro padrao de 0,35 mg.

0 grupo de DHAE apresentou uma média de 3,66 mg com um
desvio e um erro padrao de s 1,34 mg e 0,31 mg, respectivamente. A
distribuigao dos valdres mostrou-se ser normal quando se tomam oS
logaritmos respectivos. Pela analise de variancia simples verifi-

cou~se que os dois grupos nao diferiam significantemente.

Nos individuos portadores de feocromocitoma verificou-
-se que todos eram de cor branca, suas idades variaram de 27 a 48
anos com uma media de 40,5 anos t 7,17, quatro eram do sexo femini
no. Dentre os sete, dois apresentaram pressoes arteriais estaveis
em niveis altos. As alteragoes do metabolismo de hidratos de carbo
no foram verificadas em seis, quer pela glicemia de jejum ou atra-
vés de curvas glicémicas. Em um deéles (AAR) esta dosagem nao  foi
realizada. O retropneumoperitaneo evidenciou a presenga do tumor

pré-operatoriamente em 6 pacientes.

No paciente C,P.L. a évidancia‘radiogréfica doAtumorsa

pode ser conseguida pela aortografia.

Em 5 casos a patologia estava instalada na supra-renal
D e apenas em 2 na esquerda. Dois pacientes apresentaram sinais de

malignidade.

A média de VMA urinario foi de 28,56, variando de 12,1

a 50 mg nas 24 horas.

Os dados relativos aos neuroblastomas e ganglioneuromas
encontram-se na tabela 4. O numero pequeno de casos nao permitiu

analise estat{stica.



TABELA 2

Yalpres da excregdo difria de VMA em indiv{dues normais e em
portadores de doenga hipertensiva arterial essencial (DHAE).

NORMAIS DN AE
Ry | g
1 7,3 1 4,1
2 2,1 2 5,2
3 2,5 3 6,3 .
4 6,2 4 3,8
5 1,9 5 3,6
6 3,7 6 4,0
7 3,8 7 4,4
8 3,2 s 3,8
9 2,2 ’ 6,7
10 2,6 10 2,6
n 2,4 n 3,0

.32 6,0 12 1,3

3 43 13 3,2
14 3,4 14 2,2
15 5,1 15 2,6
16 3,4 1% 3,5
17 2,1 17 2,3
18 2,6 18 3,4
19 2,8 19 3,7
Ll 3,56 M 3,66
s 1,55 ] 1,34
e 0,35 . 0,31

IHSTITUTO DE ENERGIA ATOMICL
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TABELA 4

NEUROBLASTOMAS ¢ GANGLIONEUROBLASTOMA

VHA
PACIENTE IDADE ¢0r | sExO ACHADO CIRORGICO ANATOMO PATOLGGICO
anos 3g/24 h
Tumora¢éo Supra-Renal
. Neuroblastoma 125,0
KKD z B F Motistases Linféticas euro o 5
Metistases Linfiticas
Neuroblastona 29,4
AEF 5 B " Digseninadag %
Motdstases Linfaticas
) Ganglionsuroblastona 11,1
THNP . 1 B F Disseminadas '
HO 8 B M . | Météstases Disseminadas Neuroblagtona 8,5
Discussao

Seria de se esperar que se tentasse relacionar os ni-
veis de excregao de CA e seus metabolitos com estados patologicos
outros que nao o feocromocitoma, em que a pressao arterial estives

se alterada.

Deste ponto de vista uma das primeiras correlagoes su~-
geridas fol dada pelo trabalho de Luft e von Euleréo, no qual es-
tes autores demonstraram uma menor excrecao de NE em pacientes com

hipotensao postural por bloqueio do sistema nervoso simpatico.

Na DHAE varios autores tEm'estﬁdado a excregao urinéiia
de VMA. Os achados sao, contudo, contraditorios. Os niveis altosen
contrados por von Studinitz93 contrastam com os dados de outros in
vestigadores. Para Brunjes e Col.’é os valores urinériqs de VMA na
DHAE sao menores que nos individuos normais. A maioria dos traba-
1hos38’6z’9g”00, entretanto, nao relata diferencas significantes

entre os dois grupos estudados.

Aos mesmos resultados chegaram Dotti e Col.zg que veri

ficaram diferengas de excregao urinaria de VMA somente em individucs
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- 4
do sexo masculino, portadores de molestia cardiaca coronariana. Nes
tes o VMA era maior que no grupo de individuos normais e nos por-

tadores de DHAE de ambos o0s sexos.

-
Nos resultados por nos apresentados verifica-se que
~ a ~
nao houve diferencas entre os dois grupos. Estes dados nao nos au
- - ~
torizam a concluir que o sistema nervoso simpatico nao tenha o seu

papel na etiopatogenia da doenga.

A excrecao de CA ou seus metabolitos pode sofrer a in
fluencia de diversos fatores, fisiologicos e patongicos. Assim a
cinética compartimental mostra que, apos a sua 1iberag50,,uma gran
de parte das CA € captada pelas terminagses nervosas, O bloqueio
desta captagao em condigoes patologicas ou pela administracao de
drogas poderia aumentar os niveis escretorios de VMA, sem que is-
to representasse hiperatividade do sistema nervoso simﬁético. Em
ratos, levados a estados hipertensivos pela §dminis€rag50 de ace-
tato de desoxicorticosterona e dieta rica eﬁ?sal, Champlain e Co-
1aboradoreszo demonstraram uma menor captacao de epinefrina radio
ativa em diversos orgaos como bago, coragao, intestinos, musculo
esquelético e rim. Inversamente, uma maior secregao de CA, acompa
nhada por sua vez de maior estocagem ou reciclamento entre os va-
rios compartimentos, poderia nao alterar a excrecao de VMA apesar

de uma hiperatividade do sistema nervoso simpatico.

Aos mesmos resultados finais ja expostos poderiam nos
levar as variagoes da atividade das enzimas catabolizantes COMT
e MAO, Esta atividade enzimatica foi, contudo, investigadagq nos
casos de DHAE sem que se pudesse evidenciar sua diminuigao, 0 que
poderia explicar uma maior exposigao do organismo as formas ati-

-
vas das aminas simpaticas.

Deve-se levar, também, em consideraggo as possiveis
alteragSes de depuragao renal, quando se tem conhecimento que fre
quentemente nos casos de DHAE se encontram alteragBes naquele or-

gEo, ainda que Von Studinitz93 nao tenha achado diferencas de ex~



~ ”~
cregao de VMA nos casos de insuficiencia renal.

Na suposigao de que todos estes mecanismos de interfe-
rencia aqui aventados nao influenciassem os niveis de CA e seus me
tabolitos excretados, e que os nossos dados de excrecao urinaria
fossem representagio fiel da secreggo simpatica, restaria ainda a
hipotese de uma maior sensibilidade dos hipertensos a acao das ami

nas pressoras, como sugerem os trabalhos de Doyle e Fraser °.

Todos os casos de feocromocitomas comprovados apresen-
taram VMA acima dos valores dos individuos normais e portadores de
DHAE. Verifica-se pela Tabela 3 que, considerados isoladamente, to
do e qualquer valor de VMA em feocromocitoma se situou, pelo menos,

tres desvios—padrSes acima da média obtida nos individuos normais.

Tem sido referido na literatura valores falsamente po-
sitivos e negativos de VMA. Shepo e Col.g7, em estudo de 189 casos
de individuos nao portadores de feocromocitoma, encontraram 2 com
valores falsos positivos pela dosagem do VMA, 20 falsos positivos
pela dosagem da MN e 40 falsos positivos pela de CA. Os pacientes
que possuiam aumento concomitante de CA e MN tinham recébido E ou
um inibidor de MAO que reduz a formagzo do VMA, com aumento conco-

mitante da amina pressora intacta e de seu produto metilado.

No mesmo trabalho os autores encontraram 6 falsos nega
tivos em 28 casos de feocromocitoma pela dosagem de VMA e apenas 1

caso em 14 pela dosagem de MN.

Segundo Crout e Col.25 em 90%Z ou mais dos casos o diag
nostico pode ser claramente estabelecido com uma unica determina-
¢ao na urina da NE + E ou da MN + MN ou do VMA,

As quantidades dos metabolitos, encontrados nas urinas
nos casos de feocromocitoma, variam de acordo com o grau de metabo
lizagao que apresenta o pr6prio tumor. Assim, 0os tumores  menores
tendem a secretar menor quantidade de VMA em relacao a secregEo de

NE + E, ao passo que os tumores maiores apresentam uma secrecao mais

INSTITUTO DE ENERGIA ATOMICA



elevada de VMA. Nestes ultimos a NE + E seriam metabolizadas em

26
grande parte na massa tumoral .

Os tumores funcionantes da linha neural simpatica que
possuem células aparentadas aos feocromocitos, foram considera-

dos, por muito tempo, nao secretantes.

Mason e Col.64 descreveram, em 1957, o primeiro caso
de neuroblastoma no qual encontraram quantidades aumentadas de ami
nas pressoras. Desde entEo, muitos casos tem sido relatados e os
neuroblastomas e ganglioneuromas passaram a ser classificados co-

mo tumores funcionantes neurais.

Além do VMA aumentado na urina pode-se encontrar nes-
tes casos diversos outros metabalitos provenientes da dopamina44,
principalmente o acido 3-metoxi-4~hidroxifenilacético (HVA) (Figu
ra 4). Bstes Gltimos compostos raramente tem sido encontrados au-
mentados no feocromocitoma e esse achado, quando presente, .tem si

do relacionado a malignidade do tumor75.

Em um grupo de 25 pacientes com neuroblastoma, Von
Studnitz96 encontrou 17 com niveis urinarios aumentados de HVA ao

passo que o VMA estava alterado em 24 dos individuos.

Outras substancias podem estar incrementadas na urina
nos casos de neuroblastomas e ganglioneuroblastomas% , tais como
a propria DOPA, a 3-metoxi—h—hidroxifeni1a1anina95, o acido 3,4-
-dihidroxifenilacétic094, o 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol, o aci-

do 3-metoxi-4~hidroxibenzoico e a N-metilmetanefrina.

E de se concluir que a dosagem do VMA se constitui num
excelente método auxiliar para o diagn6stico dos tumores funcionan
tes do tecido cromafinico. 0 fato de nao terem sido encontrados re
sultados falsos positivos com o nosso método nao nos autoriza a
considera-lo melhor que outros, visto que o nﬁmeiomde casos nao €

suficiente para permitir tal conclusao.

- . )
Em raros casos, no decorrer das inumeras dosagens que
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realizamos nos ultimos 4 anos, encontramos valores limitrofes. A
repeticao destes exames, submetendo o paciente a melhores condi
gSes de preparo, revelava uma normalidade dos niveis excretorios
de VMA. Em nenhum dEstgs pacientes, em seguimento nos diﬁersos am
bulatorios da la. Clinica Medica, foi evidenciada patologia do te

Pl v -
cido cromafinico, ate o momento.



CAPTTULO III

ESTUDO DA EXCRECAO URINARIA DE VMA EM INDIVIDUOS NORMAIS E EM
PACIENTES PORTADORES DE DOENCA HIPERTENSIVA ARTERIAL ESSENCIAL,
SUBMETIDOS A UM ESTIMULO HIPOGLICEMIANTE.

0 aumento da secregio de aminas simpaticas que ocorre
em resposta a uma hipoglicemia, foi posto em evidencia concomitan-

temente por Cannon e Col.18 e Houssay e Col.51.

~ . ~ . 8
Em caes, induzidos a hipoglicemia, Satake 0 encontrou
aumento destas substancias no sangue coletado diretamente da veia
50

supra-renal, enquanto Holzbauer e Vogt™ , utilizando as mesmas pre

paragaes, punham em evidencia o incremento plasmatico da E.

Com a demonstragao da presenca da NE na medular da su-
pra-renal por Holtz e Col. 5 e no sangue da veia supra-remnal por
Bulbring e Col.77, experiéncias foram realizadas em gatos em hipo-
glicemia, tendentes a demonstrar o incremento desta amina simpétij
ca. Ficou evidenciado que o aumento da NE era de pequena magnitude
ao passo que a E era responsavel pela maior parte da secrecao glan
dular” .

Trabalhos posteriores de Golfien e Col.42, utilizando~

-se de técnicas fluorimétricas para CA totais E e NE, vieram con~
firmar estes achados. A secre¢ao que se segue a hipoglicemia & ra-
pida e acentuada e os niveis secretorios retornam a normalidade com

a administracao de glicose.

-~ .
0 incremento de NE ocorre, mais tardiamente, cerca de

2 1/2 a 4 horas apos a insulina.

Nos nos propusemos a estudar a reatividade do sistema
nervoso simpatico através da excrecao urinaria do VMA em individuos
normais e hipertensos, submetidos a uma hipoglicemia provocada pe-

la insulina.



Material e Métodos

a) - Individuos normais

Selecionamos 8 individuos (Tabela 5) clinicamente
normais, do ambulat5rio:de Moléstias da Nutricao e Dietética da la.
Clinica Médica do Hospital das Clinicas. Os individuos eram do se-

xo feminino, sendo 7 de cor branca e 1 de cor preta.

Afastaram-se diabetes mellitus em todos os casos
estudados. O paciente DBS, que apresenta glicemia de jejum discre-
pante do grupo, foi considerado normal pela prova de tolerancia a

glicose.

b) -~ Pacientes portadores de DHAE

Foram escolhidos 8 pacientes (Tabela 6) em bom es
tado geral e com niveis de hipertensao arterial essencial moderada.
Fol afastado comprometimento renal clinico ou laboratorial. Nao ha
via historia de diabetes mellitus e suas curvas glicemicas foram

R .
normalis. Todos eram de cor branca e do sexo feminino.

Em todos os individuos foi realizada uma prova de
tolerancia a insulina. Concomitantemente foram colhidas urinas an-
tes e apos a administracao do hipoglicemiante para determinacao do
VMA,

. 0s individuos encontravam-se em jejum; pelo menos
ha uma semana nao recebiam medicagoes, e tinham sido submetidos a
dieta "hipofenolica" durante 72 horas.

A prova fol realizada da seguinte maneira:

Tendo o individuo esvaziado a bexiga, recebeu por
via oral 500 ml de Egua, a fim de forgar uma diurese aquosa. Perma
necia em repouso, e apos 45 minutos recolhia-se a urina deste pe-
rfodo para a analise dos valores basais de VMA.

Colhia-se sangue para glicemia de jejum e adminis

INSTITUTO DE ERERGIA ATOMIC
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trava-se endoflebicamente insulina isenta de glucagon* numa dosa-
gem de 0,1 unidades por quilograma de peso real. Amostras de san-
gue de 15, 30 e 45 minutos eram retiradas para analises das glice

mias respectivas.

Controles da pulsagao, pressao arterial, sinais e
sintomas de hipoglicemia eram realizados constantemente, Findo ég
te novo perfodo de 45 minutos, nova miccao era efetuada e a urina,

recolhida para analise de VMA excretado.

Os valores de VMA foram expressos em microgramas

' -, 109
(ug) de VMA por miligramas (mg) de creatinina urinaria 0 .

A creatinina foi dosada pelo metodo de Peters71e

- 6
as glicemias, pelo metodo de Somogyi-Nelson 6.

Tratamento estatistico: utilizou-se para a anali
se comparativa das glicemias e dos valores de VMA os test de

Student 13 para n-2 graus de liberdade.

Resultados

Os resultados estao sumariados nas tabelas 5 e 6 enas

figuras 6 e 7.

Em nenhum dos pacientes foi necessaria a intefrupgao
da prova. As reagSes hipoglicémicas, quando presentes, foram clas

3 . ~
sificadas empiricamente em uma, duas e tres cruzes.

Classificaram-se, no grupo.rotulado com uma cruz,aqqé
les individuos que apenas apresentaram ligeira cefaléia e sensa-
gao de fome, sem sinais objetivos. Em duas e tres cruzes coloca -
ram-se aquEles pacientes que apresentaram sinais objetivos como su
dorese e taquisfigmia. Optamos entre duas e tres cruzes conforme

a intensidade dos sinais.

Como se pode notar pelas tabelas, os grupos se compor

*Iletin, (Laboratory Eli Lilly do Brasil)
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Figura 7 = Comparagéo das médias dos valdres basais de VMA urindrio com os de

hipoglicemia em individuos normais e em portadores de DHAE,



taram de maneira a nao nos permitir verificar nenhuma diferencia
950 clinica quanto as reagaes hipoglicémicas. Nenhum dos indivi-

§
duos apresentou variacao de pressao durante a prova,

0 grupo de indiv{dubs normais apresentou uma media de
excregao basal de VMA de 2,73 ha 1,27 pg/mg.creat. tendo havido in
cremento para 3,46 b 2,31 ug/mg.creat. Nota-se que em 5 deles os
niveis de VMA aumentaram enquanto em 3 outros houve ligeira queda.
0 incremento deste grupo, contudo, nao se revelou significante quan

do submetido a analise estatistica.

Quanto aos individuos com DHAE nota-se que todos eles
elevaram os niveis urinarios de VMA quando submetidos a prova. A
média dos valores basais que era de 2,6 t 1,44 ug/mg.creat passou

a 5,19 t 2,5 ug/mg.creat (Figura 7).

A analise estatistica mostra que os valores de VMA do
grupo dos portadores de DHAE obtidos durante a hipoglicemia e sig

nificantemente maior do que os seus niveis basais (p < 0,05).

As médias das glicemias dos dois grupos, nos virtx;pg

r{odos, estao representadas na figura 6.

Verifica-se que nos individuos com DHAE as medias fo-
ram maiores tanto no jejum como aos 15, 30 e 45 minutos ( Tabelas
5e6).

Estatisticamente, no entanto, sé se consegue signifi-
cancia (p < 0,02) quando se comparam as glicemias de 135 minutos
apos a insulina. Neste tempo o grupo de individuos com DHAE apre-
senta glicemias maiores. Esta diferenga continua significante nes
te tempo (p £ 0,01) quando se considera a queda absoluta da glice

mia expressa em mg de glicose por 100 ml de sangue.

Quando se compara a queda maxima das glicemias de am-
Bos os grupos, nao se levando em conta o tempo decorrido, estas di

ferencas desaparecem do ponto de vista estatistico.



Discussao

Esta demonstrado o incremento da secregao da medular
da supra-renal em resposta a uma hipoglicemia e que, apesar de ha
ver um aumento de NE, € a E que mais substancialmente participa

”~ -~
deste fenomeno.

Os nossos resultados, obtidos em individuos normais,
mostraram que apesar de ter havido um incremento durante a prova,
este nao fol estatisticamente significante, o que nao aconteceu
com os portadores de DHAE nos quais a significancia do incremento
foi verificada.

Varios mecanismos, mal conhecidos, poderiam ser res-
ponsaveis por esta excrecao aumentada de VMA, sem que isto repre-
sentasse, de fato, uma hipersecreggo da medular da supra—renal.Eg
tes mecanismos jé foram pormenorizadamente referidos no capitulo
I1. Entretanto, os trabalhos realizados com canulagao de veia su-
pra—renal’7’80 mostraram que ha um aumento de aminas simpitica;@g
rante a hipoglicemia, e sera mais logico que relacionemos os in-
crementos de VMA urinarios a hipersecrecao medular e nao a meca-

nismos hipotéticos ou mal conhecidos.

A literatura é escassa em trabalhos que estudam o com
portamento do sistema nervoso simpatico em individuos com DHAE e
qualquer discussao a respeito se, por um lado, adquire uma certa
originalidade, por outro, encontra poucas referencias por onde se

pautar.

Quando se compararam os niveis minimos atingidos pelas
glicemias em resposta a administragao da insulina, nao se levando
em consideragEo o tempo, notou-se que, apesar das médias glicemi-
cas serem maiores nos individuos com DHAE, as diferencas nao foram
significantes. Sob este aspecto a resposta a insulina foi normal,
tendo ocorrido entre 15 a 30 minutos. Nao obstante a prova glice-

mica tenha sido normal em ambos os grupos, existem razoes que jus



tificam diferengar o comportamento dessa prova nos grupos normal e
hipertenso, desde que se admita como valido o fator "velocidade de
queda da glicemia"; neste sentido pode-se postular uma queda glice

mica mais lenta na DHAE:

a) ~ As glicemias de jejum nao se mostraram diferentes
estatisticamente em ambos os grupos e se tornaram
significantemente diversas aos 15 minutos, tendo

sido maior no grupo de individuos com DHAE.

b) - Seis dos oito individuos do grupo DHAE apresenta-
ram niveis glicémicos mais elevados aos 15 minu-

tos que aos 30.

c) - Do grupo normal 5 individuos apresentaram glice-
mias menores, aos 15 minutos, e um apresentou-a

igual a de 30 minutos.

fstes fatos nos levam a crer numa maior reatividade do
sistema nervoso simpatico nos portadores de DHAE quando submetidos

a uma hipoglicemia.

Por outro lado, dados de 1itera£ura tem mostrado que ,
em animais, a infusao de E diminui a captagao periferica de glico-
se., Assim Fritz e Col.35 descreveram que a infusao de E inibe o de
saparecimento da glicose em caes eviscerados e sujeitos a agEq ‘da
insulina. Bste efeito fol verificado tanto nos estados de hipo co-
mo de hiperglicemia. A administracao simultanea da insulina era ne

cessaria para a verificagao dos efeitos.

104,105

Waalas e Col. , trabalhando em meios de 1incuba-
¢ao, verificaram que o fenomeno se processava mesmo na ausencia de

insulina, sendo contudo, de menor magnitude.

Sutherland99 sugere que a E atua induzindo a glicogend
lise nos tecidos periféricos com subsequente - aumento da glicose 6-

—fosfato,'inibindo assim a agao da hexoquinase.

- Por outro lado, € conhecida a acao da E sobre-a glico-

INSTITUTO DE ENERGIA ATOMIC:



genolise hepatica. Sokal e Col.92 verificaram que o efeito sobre o
glicogenio muscular se fazia sentir com doses muito menores de E
daquelas necessarias para produzir a glicogenolise hepatica. Mesmo
quando a administragao de E era feita por via intraperitonial, o
que leva a uma concentragao hepatica muito maior, o efeito observa

do era mais intenso na glicogenolise muscular.

30,47,54, 8§

Alguns trabalhos vem mostrando alteracoes
no metabolismo de hidratos de carbono em individuos com DHAE. Nos
estudos populacionais realizados por Ostrander e Col.70, a frequég
cia de "hiperglicemias" na populagao hibertensa era significante -

mente maior que na populagao geral.

Embora nos estados hipoglicémicos se possa postular uma
acao da E, tal mecanismo seria diffcil de se explicar nos indivi-
duos nos quais a alteragao do metabolismo de hidratos de carbonofoi
verificada por curvas de tolerancia a glicose, Contudo, Bolinger e
Col.’5 mostraram que individuos submetidos a provas de tolerancia a
glicose apresentavam, na fase de recuperagao dos niveis glicemicos
basais, uma maior excrecao de VMA coincidente com um incremento de
acidos graxos livres. Os dados sugerem que os indivfduos,nos quais
a queda glicemica era mais lenta, exibiam maiores incrementos de

VMA, e estariam assim melhor protegidos de uma hipoglicemia.

Duas hipoteses tem sido levantadas para explicar a al-
ta incidencia de alteragao de metabolismo de hidratos de carbono
em pacientes com DHAE.: o criptohiperaldosteronismo primirioZI e
inibicao da secrecao insulinica pela E atuante sobre os receptores

13,72

- . -
adrenergicos pancreaticos

Os nossos pacientes com DHAE nao apresentaram nibeisl%g
sais de VMA maiores do que os normais e uma hipotese de bloqueio de
captagao periferica de glicose por hipersecregao epinefrinica (que
concomitantemente inibiria a secregEo pancreatica), so poderia en-
contrar fundamento numa desregulagao secretoria neuro-hormonal sim

patica, na vigeéncia de variagoes amplas dos niveis glicemicos.



CONCLUSOES

1 - O método apresentado para a dosagem do acido 3-me-
toxi-4-hidroximandélico (VMA) possui especificida-
de, reprodutibilidade e recuperaggo suficientes para a sua boaapli

cagao na rotina clfniqa e na investigacao cient{fica.

2 - Os valdres de excrecao urinaria de VMA nos indivi-

duos normais nao diferem daqueles dos portadoresde

doenga hipertensiva arterial essencial (DHAE), e podem ser conside
rados como variando de 0,5 a 6,7 mg nas 24 horas.

‘

3 - A dosagem em pauta constitui-se num excelente meio

auxiliar para o diagnostico de neoplasias do siste

ma cromaffnico, visto que todos os 1l casos apresentados tiveram
niveis que se situaram pelo menos tres desvios-padroes acima da mé

dia obtida para os individuos normais.

4 - 0 incremento observado nos individuos normais sub-
metidos a uma hipoglicemia provocada pela insulina
(0,1 unidade por quilo de peso real) nao se revelou ser significan

te estatisticamente.

5 - Os pacientes portadores de DHAE aumentaram de ma-
neira significante os seus niveis excretorios de

VMA,quando submetidos as mesmas condigoes expostas no item 4.

6 - A "velocidade de queda glicemica" observada nos pa
cientes portadores de DHAE, quando submetidos a
agEo insulfnica, revelou ser, pelos parametros usados, mais lenta

-

que a dos individuos normais.



INFERENCIA

Infere~se uma desregulagao secretoria neuro-hormonal,
nos individuos portadores de DHAE, com secregses exageradas de E,
quando sujeitos a fatores tendentes a produzir quedas glicemicas.
A amina simpatica poderia produzir seus efeitos por bloqueio da
captagao periférica de glicose, por aumento da glicogenolise hepé
tica e - atuando sobre os receptores adrenérgicos pancreéticos-di

minuir a secregcao endogena de insulina.
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