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Resumen

La medicion de catecolaminas en orina ha sido utilizada tanto para diag-
ndstico como para la investigacién. Este trabajo propone algunas modifica-
ciones y condiciones estandarizadas para llevar a cabo la recoleccion de
muestras de orina y la extraccion y cuantificacién de las catecolaminas uti-
lizando cromatografia liquida de alto desempefio con deteccién electroqui-
mica (HPLC-EC). Se probaron distintos métodos de preservacion de la
muestra durante la recoleccion, y se encontrdé que no es necesario utilizar
ningun preservante o refrigerante para mantenerla estable. Se utilizé tam-
bién la extraccion en fase solida (EFS) en la que, al modificar variables co-
mo la velocidad de elusion y la cantidad del eluyente final, se obtuvieron
porcentajes de recuperacion de 85,8% para dopamina, 88% para epinefri-
nay 96,9% para norepinefrina. En la medicién por cromatografia, los coe-
ficientes de variacion fueron menores al 10% en la evaluacion entre dias y
entre corridas; el error fue <2,5% en todos los casos. Se prob6, ademas,
que el método es lineal (r2>0,9882; a<0,001) y que los valores obtenidos
son comparables con resultados reportados previamente para adultos ma-
yores, aunque el método y los cambios propuestos podrian ser utilizados
también en otros grupos etarios.

Palabras clave: catecolaminas en orina * manipulacion de muestras * ex-
traccion en fase solida * epinefrina * norepinefrina * dopamina * cromato-
grafia liquida de alto desempefio

Summary

Catecholamines in plasma and urine have been widely used for clinical
diagnosis and research. The present paper proposes simple changes to col-
lect, extract and quantify catecholamines among elderly people, and to
obtain more accurate results using HPLC-EC. Refrigeration and acid were
tested as preserving methods during urine collection. A pre-treatment with
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SPE was used to clean samples, and some variables were changed in order to improve recov-
ery previous to chromatography analysis. No significant differences were found in sample
catecholamines concentration using different preservation methods, or even in samples
without refrigeration or acid during collection. Recovery obtained after changing some vari-
ables in SPE was 88.0% in epinephrine, 85.8% in dopamine and 96.9% in norepinephrine.
VC was less than 10% between-days and between-run evaluation in all catecholamines,
and error was <2.5%. Calibration curves were linear (r2>0.9882; a<0.001) in matrixes
employed. Values obtained in test samples were comparable with previous results reported
in elderly people. The method and the changes proposed are useful to measure urinary cat-
echolamines in elderly people. However, it is proposed that they could also be useful for
other age groups, and not only for research but also for clinical purposes.

Keywords: urinary catecholamines * handling * solid phase extraction * epinephrine * nor-

epinephrine * dopamine * high performance liquid chromatography

Introduccion

Las tres principales catecolaminas: epinefrina (E),
norepinefrina (NE) y dopamina (DA) son sustancias
sintetizadas en el cuerpo a nivel de la médula adrenal,
el sistema nervioso simpético y el cerebro. Se conside-
ran de interés clinico y de investigacion pues llevan a
cabo un nimero importante de funciones, influencian
el funcionamiento de muchos tejidos e interactdan
con algunos sistemas hormonales en la regulacién de
una amplia variedad de procesos fisiol6gicos.

La medicion de los niveles de las catecolaminas y
sus metabolitos en plasma y orina, ha sido ampliamen-
te usada en el estudio de gran variedad de padeci-
mientos que van desde la hipertensidn, enfermedades
cardiacas, hiper- e hipotiroidismo, hasta desérdenes
afectivos, distrofias musculares y Parkinson (1-6). La
cuantificacion de catecolaminas también ha sido utili-
zada para el diagnéstico de feocromocitoma, un tu-
mor de la médula adrenal que aumenta los niveles de
catecolaminas circulantes y en orina. Este aumento
provoca en aproximadamente del 80 al 85% de los ca-
sos, un aumento de la presién arterial que se hace pa-
tente en manifestaciones clinicas tales como cefalea,
sudacidn, tremor y taquicardia, entre otras (7-10).

Més recientemente, la medicién basal de catecola-
minas ha sido empleada en estudios de interés demo-
gréafico, en donde se han incorporado como parte de
la bateria de marcadores bioldgicos de desregulacion
crénica y para la determinacion de la carga alostatica
(11-13); otros estudios longitudinales han permitido
correlacionar los niveles de estas hormonas con una
disminucioén funcional e incluso con mortalidad (14).

Si bien las catecolaminas pueden medirse tanto en
plasma como en orina (15)(16), para estudios en los
gue se requiere una medicién basal, se prefiere la re-
coleccion nocturna de muestras de orina, de manera
gue las variaciones puedan asociarse con mayor certe-
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za a desOrdenes fisioldgicos, méas que a eventos especi-
ficos o esporadicos (12) (17-19).

Debido entre otras cosas, a las bajas concentraciones
de estas catecolaminas en fluidos biolégicos, es que se
han propuesto rigurosos cuidados durante la recolec-
cion, almacenamiento y procesamiento de muestras pa-
ra evitar pérdidas debido a la descomposicion y/o con-
taminacién de los especimenes (1)(20)(21).

La busqueda de las condiciones mas efectivas para la
recoleccién, pretratamiento y almacenamiento de las
muestras de orina, han sido ya objeto de estudio (22-
24). Se han llevado a cabo algunos trabajos para evaluar
la estabilidad de las catecolaminas urinarias después de
amplios periodos de almacenamiento. Giles y Meggiori-
ni (20) encontraron que a temperatura ambiente las ca-
tecolaminas son estables utilizando glutation y EDTA
como preservantes, o incluso en orina no preservada
pero almacenada a =30 °C. NE y DA son estables duran-
te 13 meses a —80 °C en orina preservada con EDTA y
metabisulfito de sodio (25), e incluso se ha encontrado
que si las muestras van a ser analizadas tras un breve al-
macenamiento, por ejemplo una semana, el manteni-
miento a -20 °C seria suficiente (1).

A nivel experimental, la complejidad de las matri-
ces bioldgicas en las que se encuentran disueltas las ca-
tecolaminas y las relativamente bajas concentraciones
de estos compuestos, han sido limitantes y han hecho
gue la medicién requiera el uso de técnicas especiali-
zadas y sistemas suficientemente sensibles adaptados a
los nuevos equipos.

La espectrofotometria y fluorimetria (26) solian
emplearse para la determinacion de las catecolaminas;
actualmente se utilizan también las técnicas de ELISA,
RIA (27-29), la cromatografia de gas, espectroscopia
de masas (9) o la cromatografia liquida de alto rendi-
miento-HPLC (1)(16)(28)(30).

Desde el punto de vista practico, la seleccién de la
técnica para la medicion por parte de cada laborato-



rio, depende no sélo de las demandas de especifici-
dad, sensibilidad, precision y facil manejo, sino tam-
bién de la disponibilidad de los recursos para adquirir
los reactivos y aparatos necesarios en cada una de ellas;
éstas son, quiza, algunas de las razones por las que los
métodos varian entre laboratorios, sin que hasta ahora
se haya propuesto uno como estandar aceptado inter-
nacionalmente.

Ademas de las reformas que han sugerido otros au-
tores para mejorar la sensibilidad de la medicion de
catecolaminas en orina por HPLC (31), en este traba-
jo se proponen algunas modificaciones y condiciones
sencillas en cuanto a las metodologias de recoleccién,
extraccion y cuantificacion, que simplifican el proceso
Yy que a su vez repercuten positivamente en la obten-
cion de resultados precisos. Una vez estandarizado y
adaptado a las condiciones del laboratorio, el método
ha sido validado, asegurando con ello resultados con-
fiables al momento de su utilizaciéon, tanto para traba-
jos de interés clinico como para estudios demogréaficos
similares a los que se llevan a cabo actualmente en
Costa Rica.

Materiales y Métodos

MATERIALES

Los reactivos de NE ((-)-norepinefrina(+)-bitartra-
to. H,0), E ((-)-epinefrina(+)-bitartrato), DA (Dopami-
na HCI), y DHBA (3,4-dihidroxibenzilamina HBr) em-
pleados en la preparacion de los estandares fueron
adquiridos en Bioanalytical Systems (Indiana, EE.UU.).
Para las pruebas de estandarizacion se utiliz6 un pool de
orina con muestras de voluntarios sanos con edades
comprendidas entre 18 y 45 afios. El pool (1 litro en to-
tal) se mezclé en un recipiente con 10 mL de HCI 6N
y se mantuvo en refrigeracion (4 °C) hasta su uso.

El acido clorhidrico fue adquirido en Aldrich
Chemical Co (Milwaukee, EE.UU.) y el hielo en gel
(Ice Pack) fue proporcionado por Congel Plus (San
José, CR).

Los recipientes plasticos para la recoleccion de las
muestras (TX-1/2G) con capacidad para 1.920 mL
fueron adquiridos en Proplax (San José, CR), las hie-
leras de estereofon empleadas para el mantenimiento
del frio durante la recoleccion, son cilindricas de 20,5
cm de alturay 21,5 cm de didmetro interno y se adqui-
rieron en Termopor (San José, CR.)

Para el pretratamiento de las muestras se llevé a
cabo una extraccién en fase sélida (EFS) con colum-
nas de Varian-Bond Elut C18 usando como eluyentes
los reactivos del equipo MF-9020 para catecolaminas
urinarias de Bioanalytical Systems (BAS-Indiana,
EE.UU.). La fase mévil empleada durante la medi-
cion (codigo CF-1102), también fue adquirida en
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BAS (Indiana, EE.UU.), y estaba incluida en el equi-
po mencionado.

EQUIPOS

Se utiliz6 una Bomba 515-Waters (Massachussets,
EE.UU.) con un asa de inyeccién de 50 L, un detec-
tor electroquimico Ag/AgCl 464 Pulsed-Waters (Mas-
sachussets, EE.UU.), y un controlador de temperatura
LC-22C de la compariia BAS (Indiana, EE.UU.). Los
anélisis se llevaron a cabo con una columna Unijet LC
column ODS de 100 mm x 3 mm y un tamafio de par-
ticula de 3 um, de BAS (Indiana, EE.UU.).

Para la extraccion en fase s6lida se empled una cé-
mara de vacio Vac Elut 20-Varian (California, EE.UU.)
y una bomba de generacidon de vacio modelo DOA-
V152-AA Gast (Miami, EE.UU.). Para homogenizar las
muestras de orina se empled un vértex AP56-Phoenix
(New York, EE.UU.), y en la integracion de los resulta-
dos se utilizd el software Chromatography Station for
Windows CSW32-DataApex (Praga, Republica Checa).

EFECTO DEL PRESERVANTE SOBRE
LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Con el objetivo de minimizar al maximo la degrada-
cién de la muestra que se recolecta y de procurar con
ello las mejores condiciones y fidelidad durante la me-
dicion, se probaron distintas metodologias para la pre-
servacion.

Debido a las variaciones reportadas previamente en
la literatura en relacién con el preservante a utilizar
para el mantenimiento de las catecolaminas, se lleva-
ron a cabo pruebas para determinar la necesidad y via-
bilidad de emplear un refrigerante (hielo gel) y/o &ci-
do clorhidrico 6N para el cumplimiento de esta
funcién. Para ello, se recolectaron muestras de cuatro
voluntarios (todos mayores de 60 afios, dos de ellos va-
rones), quienes recogieron su orina durante 12 horas
(desde 6 p.m. hasta 6 a.m. en cada dia de analisis) en
recipientes de plastico. La recoleccion de las muestras
se realiz6 por cuatro dias, y en cada uno de ellos con
diferentes condiciones de preservacion: Dia 1: sin re-
frigeracion y sin &cido (SRSA), Dia 2: solamente con
4cido (SRCA), Dia 3: solamente refrigerada (CRSA) y
Dia 4: refrigerada y con acido (CRCA).

A las muestras que se recolectaron con acido como
preservante, se les adicioné 15 mL de HCI 6N, y las
muestras que requerian refrigeracion se cubrieron
con bolsas de hielo gel y se colocaron dentro de hiele-
ras de estereofon.

Aquellas muestras que se mantuvieron sin &cido
durante las 12 horas (SRSA y CRSA), se separaron
posteriormente y se trataron diferencialmente antes
de su almacenamiento. La mitad del volumen de cada
muestra se conservo sin el acido (tal y como se reco-
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lectd) y a la otra mitad se le adicion6 HCI 6N, hasta al-
canzar pH 2.

Todas las muestras se alicuotaron y se almacenaron
en el congelador de —20 °C hasta su analisis.

EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS)

Con el objetivo de limpiar la muestra de orina de
los contaminantes que podrian interferir con la detec-
cion de las catecolaminas, se realizd una EFS previa a
la inyeccion de la muestra en el cromatografo.

Los cartuchos o columnas, asi como los reactivos
para la extraccién (Reactivo A: solucion de pretrata-
miento; Reactivo B: solucion de lavado-l; Reactivo C:
solucion de lavado-ll; Reactivo D: solucion de elu-
sién), estan incluidos dentro del equipo de BAS, y las
condiciones iniciales de trabajo son las que se descri-
ben en el manual de instruccion del mismo.

Antes de iniciar el proceso de extraccion, cada
muestra de orina se dejé descongelar a temperatura
ambiente y se agitd durante 10 s a velocidad 5 con el
vortex.

Inicialmente, las sustancias (tanto los solventes como
la muestra) fueron eluidas a través de los materiales de
extraccion (silica) a una velocidad de 1 mL/min (apli-
cando vacio), colectando al final del proceso 2 mL del
reactivo de elusion.

Como no se logré una recuperacion satisfactoria de
las catecolaminas utilizando las condiciones iniciales
de extraccion sugeridas en el paquete comercial, se
probaron algunas modificaciones en la velocidad de
elusion de los reactivos (eliminando la aplicacion de
vacio en practicamente la totalidad del proceso de
EFS, se obtuvo un flujo de 0,1 mL/min en la elusién)
y en la cantidad de solvente final colectado (0,5 mL en
vez de 2 mL como se proponia inicialmente).

Con las condiciones iniciales de trabajo, asi como
con las distintas modificaciones que fueron evaluadas,
se realizaron pruebas de recuperacién de las catecola-
minas para lo cual se prepararon diez soluciones acuo-
sas con concentraciones conocidas (soluciones estan-
dar acuosas) que fueron divididas en dos fracciones.
Una de estas fracciones fue inyectada directamente pa-
ra su cuantificacion; la segunda se hizo pasar por el
proceso de extraccion en fase sélida, simulando el tra-
tamiento que se aplicaria para la purificacién de las
muestras de orina. Con la cuantificaciébn de cada una
de las catecolaminas en ambas fracciones, se calcul6 el
porcentaje de recuperacion de las catecolaminas de la
siguiente manera:

Promedio de catecolamina en la solucién

% de re- con previa EFS x 100
cupe- =
racion Promedio de la catecolamina

en solucion sin EFS
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ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS
CON PREVIA EFS

Posteriormente se llevaron a cabo ensayos de esta-
bilidad de las muestras que habian sido extraidas, pa-
ra lo cual se emplearon 5 estandares acuosos de con-
centracion conocida, asi como 5 muestras del pool de
orina. Las mediciones de todas las muestras se lleva-
ron a cabo el mismo dia de la extraccion y también
después una semana de almacenamiento en refrigera-
cion (4 °C).

MEDICION DE CATECOLAMINAS

La concentracion de las catecolaminas libres urina-
rias se midi6 utilizando la técnica de cromatografia li-
quida de alto desempefio con deteccion electroquimi-
ca (HPLC-EC). El flujo utilizado en la medicién fue
de 1,5 mL/min y la columna analitica se mantuvo a
una temperatura de 28 °C. En el detector se aplico
una corriente de 600 mV, y la intensidad de corriente
fue de 10 nA para Ey NE y de 20 nA para DA. La in-
tegracién de los resultados se realizé a través de una
curva lineal construida con 3 calibradores, con con-
centraciones de 9,4 ng/mL, 18,8 ng/mLy 37,5 ng/mL
de E; 14,1 ng/mL, 28,1 ng/mL y 56,3 ng/mL de NE,
y 93,8 ng/mL, 187,5 ng/mL y 375 ng/mL de DA. Las
mediciones se hicieron utilizando la altura de los pi-
cos y la concentracién se calculé con base en un es-
tandar externo (debido a las variaciones en la concen-
tracion del estandar interno que fueron detectadas
durante el proceso de extraccién en fase sélida).

VARIACION ENTRE DIAS

Para evaluar la variacion entre-dias de los ensayos,
se inyectaron 15 muestras de: 1) la solucién estandar
acuosa de concentraciones conocidas, 2) la misma so-
lucién pero luego de pasar a través de las columnas de
extraccion en fase sélida, y 3) la mezcla de orina puri-
ficada por EFS. Estas inyecciones se realizaron duran-
te tres dias consecutivos.

REPETIBILIDAD

Un sistema de medicion es repetible si multiples
mediciones de exactamente la misma parte son iguales
0 muy parecidas. Para evaluar la repetibilidad del en-
sayo se inyectaron 15 muestras de: 1) una solucion es-
tAndar acuosa de concentraciones conocidas, 2) la
misma solucion luego de pasar a través de las colum-
nas de extraccion en fase sélida, y 3) la mezcla de ori-
na purificada por EFS.

De las 15 inyecciones se obtuvo el promedio, desvia-
cion estandar y coeficiente de variacion.



EXACTITUD

La exactitud se entiende como la capacidad del ins-
trumento de medicidon para obtener, en promedio,
una medida que es igual al valor verdadero.

Para probar si los instrumentos y la técnica utiliza-
da para la medicién eran confiables, se realiz6 una
prueba de exactitud en la que se hicieron 15 inyeccio-
nes de una muestra de concentraciones conocidas de
las catecolaminas.

LINEALIDAD

Se refiere a la consistencia de las mediciones bajo
un rango de valores verdaderos. Se evalud la linealidad
alcanzada con: 1) soluciones acuosas de concentracio-
nes conocidas (también llamados calibradores o estan-
dares acuosos), 2) las mismas soluciones pero después
del proceso de EFS, y 3) la mezcla de orina purificada
por EFS a la que se le adicionaron catecolaminas en
concentraciones conocidas (calibradores de orina).

PRUEBA PILOTO

Una vez que se estandarizaron y validaron los pro-
tocolos de recoleccidn, extraccién en fase sélida y me-
dicion de catecolaminas, se llevé a cabo una prueba pi-
loto para determinar la precisiéon del método con 15
individuos, todos mayores de 60 afios.

Los individuos participantes firmaron un consenti-
miento informado; el proyecto y las pruebas aplicadas
fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Uni-
versidad de Costa Rica.

Ademés de medir catecolaminas, una alicuota de
cada muestra de orina fue usada para determinar los
niveles de creatinina. La alicuota fue analizada por es-
pectrofotometria (reaccion de Jaffé) en el laboratorio
de andlisis clinicos de la Facultad de Microbiologia en
la Universidad de Costa Rica. Los resultados fueron
utilizados para el reporte de los valores de las cateco-
laminas en cada uno de los sujetos.

ANALISIS ESTADISTICO

Para las comparaciones entre grupos en todos los
casos se llevo a cabo un analisis de varianza, y los valo-
res p<0,05 fueron considerados significativos. En el
célculo de linealidad se utiliz6 el coeficiente de corre-
lacion de Pearson.

Resultados

EFECTO DEL PRESERVANTE SOBRE
LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

En los resultados obtenidos (Tabla I) no se obser-
van diferencias significativas en la concentracién de

Método para catecolaminas urinarias 545

las muestras analizadas con relacién al preservante uti-
lizado durante la recoleccion (0=0,621 para E;
0=0,916 para NE y a=0,935 para DA).

Tabla I. Promedio de la concentracion de las catecolaminas de
acuerdo con los tratamientos de preservacion de la muestra uti-
lizados durante la colecta.

Catecolamina (ng/mL + DE)

Epinefrina Norepinefrina Dopamina
SRSA 2,98+1,71 8,78+1,93 57,90+16,32
SRSA + HCI 2,11+1,89 5,06+£1,17 42,10+16,31
SRCA 1,60+0,78 7,67+£1,96 59,61+15,50
CRSA 1,76x1,51 8,09+1,58 62,24+12,49
CRSA + HCI 1,92+0,89 8,25+1,67 65,92+14,58
CRCA 1,64+0,83 7,17+1,78 43,98+15,89

SRSA: Sin refrigeracion, sin acido.

SRSA + HCI: Sin refrigeracion, sin &cido (colecta) con adicién de &cido pre-
vio almacenamiento.

SRCA: Sin refrigeracion, con acido

CRSA: Refrigerado, sin &cido

CRSA + HCI: Refrigerado, sin &cido (colecta) con adicién de &cido previo
almacenamiento.

CRCA: Refrigerada, con &cido.

A pesar de que estadisticamente no se mostraron
diferencias entre los tratamientos, se encontré que las
muestras que fueron colectadas sin refrigerante y sin
acido, y que al llegar el laboratorio se llevaron a pH 2
con HCI (SRSA+HCI), se alteraron de manera tal que
se perdié la resolucion de los picos y se presentaron
mayores irregularidades en la linea de base (Fig. 1).

RECUPERACION DE CATECOLAMINAS DESPUES
DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Se encontraron notables variaciones en la recupera-
cion de las catecolaminas como consecuencia de las
modificaciones en el proceso de extraccion. Como se
puede observar en la Tabla Il, el porcentaje de recupe-
racion de las catecolaminas aumentd considerable-
mente al variar la velocidad de elusion de los solventes,
eliminando la aplicacién del vacio en practicamente to-
do el proceso de extraccion en fase sélida. Si bien esta
modificacion aumenté significativamente el tiempo pa-
ra llevar a cabo el procedimiento completo (paso de 20
minutos a 2 horas en cada bloque de muestras extrai-
das), los resultados obtenidos con la variante sustentan
que la estandarizacion del protocolo se lleve a cabo de
esta manera.

Més aun, al concentrar las sustancias colectadas en
s6lo 0,5 mL en lugar de 2,0 mL, como lo sugeria el
protocolo inicial, la recuperacion (después de la co-
rreccién por el factor de dilucién) también se vio au-
mentada (Fig. 2).
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Figura 1. Comparacion de la resolucién y limpieza de los cromatogramas segun el tratamiento de colecta empleado en cada caso. SRSA:
Sin refrigeracion, sin acido. CRSA: Refrigerado, sin acido. CRSA + HCI: Refrigerado, sin acido (colecta) con adicidon de &cido previo al-
macenamiento. CRCA: Refrigerada, con acido. SRSA + HCI: Sin refrigeracién, sin acido + acido clorhidrico posterior a la colecta. E: epi-

nefrina, NE: norepinefrina, DA: dopamina.
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Figura 2. Variacion en la deteccién de las catecolaminas en las muestras de orina segun la cantidad de eluyente D que se colecta al fi-
nal del proceso de EFS. E: epinefrina, NE: norepinefrina, DA: dopamina.

Como se puede observar en la Tabla Il, los resulta-
dos fueron particularmente satisfactorios para NE, en
donde la recuperacion superd el 95%; fueron un poco
menores los porcentajes para E y todavia menores en
DA, en la que se logré una recuperacion maxima del
85,8%. A pesar de lo anterior, se observa claramente
que el valor relativo de recuperacién (comparando en-

tre tratamientos para la misma catecolamina) es mu-
cho mayor si se lleva a cabo la elusién a una velocidad
de 0,1 mL/min y también se colectan 0,5 mL de sol-
vente final. Con estas condiciones, el incremento en la
recuperacion de la DA, fue de mas de 25 puntos por-
centuales si se compara con el obtenido en las condi-
ciones iniciales.

Tabla Il. Recuperacion de las catecolaminas urinarias después del proceso de extraccion en fase sélida.

Porcentaje de recuperacion

Epinefrina Norepinefrina Dopamina
1,0 mL/min - 2,0 mL de eluyente colectado 79,1% 63,0 59,9"
0,1 mL/min — 2,0 mL de eluyente colectado 83,8 86,6” 77,3"
0,1 mL/min - 0,5 mL de eluyente colectado** 88,0* 96,9* 85,8*

* Diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos para la misma catecolamina.
++ El célculo del porcentaje de recuperacion en este tratamiento se realizé después de considerar el factor de dilucion.
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ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS
CON PREVIA EFS

Los resultados obtenidos en este caso permiten afir-
mar que las muestras de soluciones estdndar acuosas
que han pasado por el proceso de EFS se mantienen
estables y sin variaciones significativas en la concentra-
cion de las catecolaminas aun después de siete dias en
refrigeracion a 4 °C (datos no mostrados, a=0,356).

Tampoco se encontraron diferencias significativas
en la respuesta de las catecolaminas del pool de orina
(0=0,410); desde el dia de la purificacién y hasta una
semana después de la extraccion la concentracion de
estas sustancias se mantuvo estable en las muestras.

MEDICION DE CATECOLAMINAS

Utilizando las condiciones en las que el método fue
estandarizado y adaptado, se obtuvo un tiempo total
de corrida de 20 minutos. Los tiempos de retencion
para las catecolaminas fueron 7,4 m para E; 8,1 m pa-
ra NE y 18,4 m para DA.

VARIACION ENTRE DIAS

De las inyecciones realizadas durante los tres dias
de la medicién, se encontré que no existe una diferen-
cia en la medicion realizada entre dias. Los coeficien-
tes de variacion en todos los casos estuvieron por de-
bajo del 10% en la mezcla de orinay en las soluciones
acuosas con previa extraccion, y fueron inferiores al
4% en las soluciones estandar acuosas.

REPETIBILIDAD

Como puede observarse en la Tabla 111, el método
muestra variaciones poco significativas, con coeficien-
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tes de variacion que rondan el 10% en todos los casos.
Se presentaron menos variaciones en las muestras de
estandar acuosas en relacion con las preparaciones de
orina. Los coeficientes de variacion fueron muy simila-
res en las tres catecolaminas, demostrando que la me-
dicion conjugada es factible y repetible.

En la matriz de orina, el método es ligeramente
mas variable para norepinefrina que para las otras dos
catecolaminas, aunque los coeficientes de variacion
son muy semejantes entre ellas.

EXACTITUD

De acuerdo con los resultados que se muestran en
la Tabla IV, el método tiene una exactitud igual o su-
perior al 97,5% para todas las catecolaminas, lo que
significa que los resultados obtenidos a partir de este
método son confiables. En general, los datos del
error calculado para el método son muy bajos y el
mayor porcentaje de error se registré en la epinefri-
na, en donde sin embargo, el valor no alcanzé el 5%
(Tabla V).

LINEALIDAD

La inyeccion y evaluacion de los calibradores em-
pleados para el analisis de linealidad, demostré que
tanto en los estandares acuosos sin extraer, los que se
hicieron pasar por el proceso de EFS, como en los ela-
borados en una matriz de orina, el ensayo es lineal en
rangos que van desde 4,7 ng/mLy 75 ng/mL de E, 7,0
ng/mLy 112,5 ng/mL de NE, y de 46,9 ng/mL y 750
ng/mL de DA (Figura 3).

Ademas, todos los coeficientes de correlacion (r2)
obtenidos en esta evaluacién estuvieron por encima
de 0,9882 (a<0,001).

Tabla Ill. Resultados obtenidos en las pruebas de repetibilidad para las distintas sustancias y segun la matriz de la muestra (n=15)

Epinefrina Norepinefrina Dopamina
Media DE Ccv Media DE cv Media DE cv
Acuosa 48,73 1,99 4,08 73,98 2,59 3,50 498,17 18,55 3,72
Acuosa con EFS 40,32 1,42 3,52 62,62 2,28 3,64 371,39 17,28 4,65
Pool de orina 7,95 0,78 9,81 23,89 2,58 10,79 155,70 16,14 10,36

El valor de la media aritmética esta dado en ng/mL.
DE: Desviacién estandar
CV: Coeficiente de variacion

Tabla V. Exactitud y porcentaje de error del ensayo en la medicién de catecolaminas (n=15).

Esperado (ng/mL) Obtenido (ng/mL) % Error Exactitud (%)
Epinefrina 50,00 48,73 2,5 97,5
Norepinefrina 75,00 73,98 1,4 98,6
Dopamina 500,00 498,17 0,4 99,6
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Figura 3. Linealidad observada en las curvas de calibracion de las catecolaminas.

£ Ecuacion para calibrador acuoso
# Ecuacion para calibrador preparado con orina
) Ecuacién para calibrador acuoso filtrado

PRUEBA PILOTO

Con los resultados obtenidos en las pruebas piloto,
se encontré que el método estandarizado es util y efec-
tivo para la medicion de catecolaminas en orina. Co-
mo se puede observar en el Tabla V, el promedio de la
concentraciéon medida en 15 sujetos con edades supe-
riores a 60 afios, es semejante a la que ha sido reporta-

Acta Bioquim Clin Latinoam 2007; 41 (4): 541-52

da previamente en otros estudios en adultos mayores
(19). La concentracion de epinefrina en todos los in-
dividuos fue siempre menor que la de norepinefrina;
ademas, la concentracién de dopamina fue mayor que
las otras dos catecolaminas (datos no mostrados), de
igual manera, los promedios de las concentraciones de
catecolaminas expresados en pg/g de creatinina refle-
jan el mismo comportamiento (Tabla V). No se encon-



traron reportes de la concentracién de DA en otros es-
tudios en los que se realizara una recoleccién nocturna
de orina de adultos mayores, semejante a la que se em-
pleé en este trabajo, razén por la que no se indican los
valores referenciales en la tabla correspondiente.

Discusién y Conclusiones

El desarrollo y estandarizacién de una técnica para
realizar la medicién confiable de catecolaminas en ori-
na de adultos mayores, se realizé en este pais con el
objetivo de aportar herramientas para los estudios que
se llevan a cabo, tanto clinicos como de investigacién,
y especificamente por la necesidad de esta técnica co-
mo parte de la bateria de pruebas desarrollada en el
proyecto de campo denominado “Costa Rica- estudio
de longevidad y envejecimiento saludable” (CRELES).

Por las caracteristicas particulares de la poblacion
analizada en el Proyecto CRELES, tales como la distri-
bucién geogréfica y la edad, asi como por la gran va-
riedad de metodologias encontradas en la literatura
(1)(18)(20)(23)(31)(32), se hizo necesaria la evalua-
cion de distintas condiciones de preservacion de la
muestra de orina, con el fin de facilitarle a los partici-
pantes la recoleccién de la misma, sin que esto repre-
sentara un riesgo para ellos y de manera tal que no
afectara la confiabilidad de los datos resultantes.

Para ello fueron empleados dos de los métodos més
comunes para preservacion de la muestra de orina: el
refrigerante, que permite disminuir la actividad enzi-
matica, y el acido, que al mismo tiempo que evita la
contaminacion, disminuye la tasa de descomposicion
de las catecolaminas (debido a que éstas son muy ines-
tables en medios basicos), también disminuye la activi-
dad enzimatica y por tanto la velocidad de oxidacion
de esas sustancias quimicas (1).

De acuerdo con los datos obtenidos, no se encontra-
ron diferencias en la concentracion de las sustancias si
se empleaba &cido clorhidrico 6N como preservante o
si usaba para ello hielo gel; incluso, se encontré que
tampoco hay diferencias cuando no se emplea ninguno
de ellos para conservar la muestra durante el periodo
de recoleccion.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Miki y Sudo (24) quienes demostraron que muestras
con un pH entre 3,0 y 7,0 no requieren refrigeracion
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durante la recoleccién, y que pueden almacenarse a
4 °C hasta por dos dias antes de ser congelados. Se ha
probado también que muestras congeladas (-20 °C 6
-30 °C) que no contenian ningun preservante durante
su recoleccion pueden almacenarse hasta un mes sin va-
riaciones en la estabilidad o concentracion de las sus-
tancias (20)(23).

A pesar de lo anterior, en ninguno de esos estudios
se describe si existe alguna variacion en la estabilidad
de la muestra de orina cuando se recolecta en adultos
mayores, poblacién en la que podria cambiar la tasa
de degradacién no sélo por la condicidn fisiolégica
propia de la edad, sino también por el efecto de los
medicamentos que son de consumo frecuente duran-
te esta etapa de la vida.

Con este estudio se demuestra que es posible colec-
tar las muestras de orina de los adultos mayores sin
usar preservantes ni refrigerantes (cuando la tempera-
tura ambiente estd entre 20 °C y 27 °C). Esta condicién
resulta particularmente Gtil, ya que implica que no es
estrictamente necesario tomar medidas adicionales, co-
mo el uso de sustancias peligrosas que podrian repre-
sentar algun riesgo para los individuos que forman par-
te del estudio, e incluso para el personal del
laboratorio. En proyectos de amplia escala en donde se
obtienen muestras de individuos que habitan tanto en
las principales ciudades como en las zonas alejadas del
pais (en donde las condiciones para el trabajo de cam-
po se ven por lo general mas limitadas), la practicidad
y simplicidad en el proceso de recoleccién son ain mas
importantes y se convierten en una ventaja adicional
que ird en beneficio de los resultados finales obtenidos.

Por otro lado, es necesario considerar posibles va-
riantes que podrian modificar la concentracion origi-
nal de catecolaminas en la muestra, entre las que se
puede mencionar el almacenamiento por amplios pe-
riodos de tiempo (meses o afios), y el congelamiento y
descongelamiento de la muestra varias veces previo al
analisis.

Para monitorear y corregir las pérdidas en las que
se puede incurrir durante un prolongado tiempo de
almacenamiento, se ha utilizado regularmente la adi-
cion de un estandar interno (1)(33); a pesar de la uti-
lidad, en el método estandarizado de este estudio no
fue incluido el uso del estdndar debido a que se probd
que el porcentaje de recuperacidn de esta sustancia
(3,4-dihidroxibenzilamina o DHBA) era muy variable

Tabla V. Valores de las concentraciones de catecolaminas en 15 personas mayores
de 60 afios. Los datos estan expresados en pg/g de creatinina.

Catecolamina Promedio + DE

Valores reportados (19)

Epinefrina 3,66+2,65
Norepinefrina 20,30+9,84
Dopamina 172,64+68,68

4,00+2,30
40,44+21,89
No reportado para el rango de edad
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y diferia considerablemente del obtenido en las cate-
colaminas después del proceso de extraccion en fase
sélida que se emple6 (datos no mostrados).

En la eleccion del procedimiento de limpieza y ex-
traccion de catecolaminas en fluidos bioldgicos pre-
vio al andlisis cromatografico, se considera principal-
mente el sistema de deteccion que se empleara. Han
sido utilizadas técnicas que incluyen el uso de 6xido
de aluminio (alimina), resinas de intercambio idni-
co, y solventes orgéanicos de extraccién (10)(22). En
el caso de la deteccidon electroquimica, la especifici-
dad del aislamiento con alimina a partir de muestras
de orina es limitada, y, ademas, un procedimiento len-
to y complicado segun Peaston y Weinkove (10), razo-
nes por las cuales en este estudio se utiliz6 una técni-
ca alternativa de extraccibn que se encuentra
disponible en el mercado y que ademas, segln indica,
puede eliminar con éxito cualquier interferencia po-
tencial de 28 de los precursores, metabolitos y drogas
mas comunes encontrados generalmente en la orinay
gue pueden afectar la separacién (32).

Otro punto importante que debe considerarse al
elegir el método de extraccion en fase sélida, es el por-
centaje de recuperacion, o cantidad de sustancia de in-
terés que logra extraerse en relacién con la cantidad
total presente en la muestra.

Utilizando resinas de intercambio, en este estudio se
lograron alcanzar porcentajes de recuperacion total de
las catecolaminas de hasta 96,9%, modificando algunas
variables del protocolo original (32) como velocidad
de elusién (permitiendo una mayor interaccién entre
las sustancias) y la cantidad de eluyente recolectado.

Inicialmente, la recuperacién obtenida con el equi-
po de trabajo no era muy buena, pues el valor minimo
aceptado para asegurar confiabilidad en el resultado
es de 70%, y en este estudio, los bajos porcentajes de
recuperacion (Tabla Il) obligaban a la correccién ma-
tematica de los valores generados a partir de los cro-
matogramas, provocando una mayor probabilidad de
error en el dato generado.

El cambio en la velocidad de elusién aumento la re-
cuperacion de NE hasta en un 23%, alrededor de un
17% para la DA y un 4% para la E, demostrando que,
a pesar de que regularmente no se reporta dentro de
los estudios de este tipo, ésta es una variable critica
gue deberia evaluarse siempre que se emplee el proce-
so de extraccion en fase sélida para la purificacion de
las muestras.

Otro de los cambios adaptados para mejorar la de-
teccion y minimizar el error en la integracion de los pi-
cos de las sustancias (que se presenta debido a las ba-
jas concentraciones cuantificables) fue el aumento en
la concentracion de la muestra inyectada, al reducir el
volumen del reactivo de elusion final. La variacion lo-
grada en relacion con la altura y una mejor definicion
de los picos fue exitosa (Fig. 2) lo que hizo mas confia-
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ble la integracién, aunque el aumento de la recupera-
cion fue relativamente menor en todas las catecolami-
nas si se compara con el obtenido al modificar sola-
mente la velocidad de elusién (Tabla I1).

En general, los valores finales del porcentaje de re-
cuperacion obtenidos se consideran satisfactorios, ma-
xime si se compara con otros estudios en donde se han
obtenido porcentajes de recuperacidon entre 86% vy
91% (34), 49% y 54% (35), 60% y 80% (36), entre 70-
80% segun reportan Macdonald y Lake (38) asi como
Miki y Sudo (24), y entre 82 y 95% (31), por citar al-
gunos ejemplos.

El método utilizado en este caso, permite que la ex-
traccion en fase sélida pueda realizarse a 20 muestras
al mismo tiempo; sin embargo, eventualmente no to-
das ellas podran analizarse en el HPLC el mismo dia
de la extraccion. La necesidad de mantener estables
estas muestras hasta su analisis, condujo a la realiza-
cion de la prueba de estabilidad. Con los resultados
obtenidos se puede asegurar que las muestras acuosas
0 estandares acuosos, asi como las muestras de orina
que han sido previamente extraidas pueden utilizarse
con confianza para la medicidn, incluso hasta cuando
haya transcurrido una semana desde que se sometie-
ron a extraccién en fase sélida y siempre que esas
muestras se hayan mantenido desde entonces en refri-
geracién (4 °C).

Una vez que se establecieron las mejores condicio-
nes para la recoleccion, pretratamiento y el anélisis de
las muestras en el laboratorio, se validé al método pro-
puesto, al comprobar que este es repetible (CV era
aproximadamente el 10% en todos los casos) y exacto
(los porcentajes de error no superan el 2,5% para las
tres catecolaminas). La variaciéon entre dias tampoco
super6 el 10% en las muestras evaluadas del pool de
orina. Estudios realizados por otros autores reportan
resultados semejantes en cuanto a los coeficientes de
variacion de los métodos, tanto intra-dia como inter-
dias (15)(34)(37-39).

También se comprobd que el método es lineal en
rangos amplios, y que es sensible para medir las con-
centraciones esperadas de las catecolaminas en orina
de los adultos mayores. El coeficiente de correlacion
(r2) fue mayor que 0,995 para E, que 0,988 para NE y
que 0,989 para DA.

Con el método definido y validado, se procedi6 a
realizar una prueba piloto en un grupo de 15 indivi-
duos con 60 afios y mas, para comparar los resultados
con otros estudios.

En el reporte de la concentracion de las catecolami-
nas en los individuos participantes de la prueba piloto
los resultados se expresaron en microgramos de sus-
tancia por gramo de creatinina. Esta conversién en las
unidades permite ofrecer un dato corregido segun la
talla del individuo y el volumen urinario excretado, es
decir, un dato maés preciso y facilmente comparable



con otros resultados en individuos evaluados de la mis-
ma manera. La creatinina se sintetiza en el higado y el
pancreas y se utiliza generalmente para evaluar fun-
cion renal y filtraciéon glomerular. Regularmente se
utiliza el nivel de creatinina en la orina diaria como in-
dice de referencia para repoartar los valores de otras
moléculas, en este caso las catecolaminas, puesto que
la excrecion de creatinina permanece relativamente
constante para cada sujeto, mientras que el volumen
de excrecion urinario puede variar apreciablemente.

Los resultados de la prueba piloto son satisfactorios,
y demuestran que el protocolo seleccionado y mejorado
es preciso, pues los valores encontrados se encuentran
dentro de los rangos que reporta la literatura (Tabla V).

A partir de los datos obtenidos se concluye enton-
ces que el método es sensible y reproducible, de utili-
dad para la cuantificacion de E, NE y DA en orina de
adultos mayores, poblacion que se ha convertido en
foco de estudio en los Gltimos afios por el interés de
procurarles una mejor calidad de vida; sin embargo, la
técnica podria ser empleada también en estudios con
individuos que se encuentran en otros rangos de edad.

El andlisis de la concentracién de catecolaminas co-
mo NE, DAy E resulta de interés en proyectos en los
que, como en CRELES, se pretende calcular la carga
alostéatica. En este célculo, la concentracion de cateco-
laminas podria dar informacidn acerca de la condi-
cion y funcionamiento del sistema nervioso simpatico,
y del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal asi como in-
dicios sobre una posible asociacién de dichas catecola-
minas con estrés crénico (10)(40-48).

La técnica descrita en este estudio podria utilizarse
también para otros andlisis en los que se han emplea-
do las catecolaminas urinarias como indicadores, co-
mo es el caso de diagnosticos clinicos de feocromoci-
tomas; también podria ser utilizada en la medicién de
catecolaminas urinarias de otros grupos etarios en los
que resulte de interés, por ejemplo en poblaciones in-
fantiles para estudios del déficit de la atencion (3).
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