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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Los tumores secretores de catecolaminas, feocromocitoma y paraganglioma son entidades
Recibido el 11 de abril de 2018 poco frecuentes y potencialmente letales si no son diagnosticadas y tratadas a tiempo.
Aceptado el 14 de mayo de 2018 El laboratorio cumple un rol fundamental en el diagndstico y seguimiento de estos tumores a
través de la evidencia bioquimica de un exceso de catecolaminas. Sin embargo, muchas veces
Palabras clave: suele ser dificultoso arribar a un diagnéstico temprano, debido a la baja incidencia de estos
Feocromocitoma tumores y a la dificultad de hallar laboratorios con equipamiento especializado.
Catecolaminas El marcador bioquimico y las técnicas utilizadas para su medicién han ido cambiando con
Metanefrinas el correr de los anos. Tradicionalmente, la medicién de catecolaminas en orina era la prueba
Diagnéstico bioquimico bioquimica utilizada. Posteriores hallazgos de metabolitos aumentados en la orina de paciente

llevaron al uso de ensayos colorimétricos para la deteccién de acido vainillin mandélico y
metanefrinas como marcadores diagnosticos adicionales de tumor. Las pruebas actuales
para el diagnéstico bioquimico muestran una excelente precisién diagnéstica. La medicién
de metanefrinas libres de plasma utilizando cromatografia liquida de alta resolucién con
deteccién electroquimica o de espectrometria de masas en tdndem proporciona la maxima
precisién para el diagndstico de estos tumores.

Catecholamines vs. metanephrines in the biochemical diagnosis of
pheochromocytoma and paraganglioma

ABSTRACT

Keywords: Catecholamine-secreting neuroendocrine tumors called Pheochromocytoma and Paragangli-
Pheochromocytoma oma are rare entities, but potentially lethal if diagnosis and treatment are not established
Catecholamines early enough.

Metanephrines Clinical Laboratory plays an important role in the diagnosis and follow-up of these tumors,
Biochemical diagnosis through the biochemical evidence of a hyperproduction of catecholamines and its metabolites.
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However, it is often difficult to arrive at certain early diagnosis, due to the low incidence of these
tumors as well as the lack of access to specialized laboratories. The biochemical markers and
the analytical methods for its measurement have been changing over the years. Traditionally,
the quantification of catecholamines in urine has been the most important biochemical test.
Subsequent findings of increased urine metabolites in patients with pheochromocytomaled to
the use of colorimetric assays for the detection of vanillin-mandelic acid and metanephrines
as additional diagnostic biomarkers. Currently, biochemical tests show an excellent diagnostic
performance, and the measurement of plasma-free metanephrines using high performance
liquid chromatography with electrochemical or tandem mass spectrometry detection provide
maximum accuracy for the diagnosis of these tumors.

Introduccién

Los tumores secretores de catecolaminas (CA) que surgen de
las células cromafines de la médula adrenal y los ganglios
parasimpdticos se denominan feocromocitoma (PL) y
paraganglioma (PGL), respectivamente’. El 80-85% de estos
tumores se localizan en la médula adrenal y el resto en el
tejido cromafin extra adrenal?. Son entidades poco frecuentes,
presentando una incidencia global de 0,8-2/100.000 individuos
por afio® La edad del paciente al momento del diagnéstico se
asocia al fenotipo del tumor y la existencia de mutaciones
patolégicas subyacentes®.

Estos tumores se asocian con sindromes genéticos como:
la Neoplasia Endocrina Multiple (NEM) siendo el NEM tipo
2, producido por mutaciones en el protooncogen RET, el
mas frecuente; el sindrome Von Hippel-Lindau (VHL) que
involucra el gen VHL; la neurofibromatosis 1 (NF1) debido
a mutaciones en el gen NF1; sindromes de paraganglioma
asociados a mutaciones en las cuatro subunidades del gen
de la Succinato Deshidrogenasa (SDH): Tipo I por mutacién
del gen SDHD, Tipo 2 por mutacién del gen SDHAF2, Tipo 3
por mutacién SDHC, Tipo 4 por mutacién SDHB, y mutaciones
en otros genes como MAX y TMEM127 involucrados en la
senalizacién de factores de crecimiento®.

PLs se caracterizan por exhibir sintomas adrenérgicos
clasicos debido a la secrecién esporadica de catecolaminas en
exceso, como cefalea, palpitaciones, ansiedad y diaforesis®.
La hipertensién puede ser persistente, asociada a los
tumores secretores de noradrenalina, o paroxistica, asociada
a tumores secretores de ambas catecolaminas®, y si no se
trata, es responsable de las complicaciones neurolégicas,
psiquidtricas, oculares y cardiacas®. Sin embargo con
frecuencia suele observarse una masa suprarrenal
clinicamente silente hallada durante estudios de iméagenes,
que se denomina incidentaloma. El 10-15% de los mismos
son asintomaticos y el 50% son normotensos®. Es importante
realizar el diagndstico de forma temprana, ya que esto permite
la curacién tras la remocién quirdrgica del tumor’. En este
sentido, el rol del laboratorio es fundamental a través de la
medicién de marcadores bioquimicos de alta sensibilidad y
especificidad, que confirman el exceso de CA.

Metabolismo de catecolaminas

Las CA (adrenalina, noradrenalina y dopamina) son
neurotransmisores del sistema nervioso simpatico que
cumplen un rol clave en la regulacién de procesos fisiolégicos;
asimismo, la adrenalina puede actuar como una hormona
ejerciendo su accién en tejidos periféricos. Por otro lado, las
alteraciones en el metabolismo de las CA pueden desarrollar
trastornos neuroldgicos, psiquidtricos, endocrinolégicos
y cardiovasculares®. Entre los trastornos mencionados se
destacan el riesgo de ACV, encefalopatia, ansiedad, miedo a
la muerte, HTA, palpitaciones, taquicardia, arritmias y/o IAM.
El conocimiento del metabolismo de las CA es primordial
para el estudio del sistema fisiolégico y la comprensién de las
alteraciones que ocurren en la enfermedad.

Elpasolimitante en su sintesis esla conversién de L-tirosina
en L-DOPA llevado a cabo por la tirosin hidroxilasa. Dicha
enzima se encuentra presente en neuronas dopaminérgicas
y noradrenérgicas del sistema nervioso central (SNC), nervios
simpdticos y células cromafines adrenales y extra adrenales®.

La adrenalina (A) se sintetiza a partir de la noradrenalina
(NA) por accién de la feniletanolamina n-metil transferasa
(PNMT). Existen dos tipos de células cromafines: las
adrenérgicas que contienen PNMT y, por lo tanto, sintetizan y
almacenan A, y las noradrenérgicas que no contienen PNMT
y, como consecuencia, sintetizan y almacenan NA. Las células
cromafines de la médula adrenal son mayormente de tipo
adrenérgico; como consecuencia, el 90% de la A circulante es
de origen adrenal. Por otro lado, NA es el producto final de las
neuronas del simpatico y algunas del SNC. Alrededor del 93%
de NA circulante proviene de sinapsis simpdaticas®.

Una vez sintetizadas, las CA son almacenadas sin cambios
bioquimicos dentro de los granulos cromafinicos de la médula
adrenal y en las neuronas post-ganglionares, en vesiculas de
almacenamiento unidas a la membrana, complejadas con
proteinas no difusibles (cromograninas)®. La integridad de los
granulos las protege de la inactivacién enzimdtica.

Es importante sefialar que la mayor parte de las CA se
metaboliza en las células donde se sintetizan y que este
proceso es practicamente independiente de la liberacién
exocitica®.
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Las principales vias de degradaciéninvolucran dos enzimas,
la monoaminaoxidasa (MAO) y la catecol-O-metiltransferasa
(COMT), produciendo una serie de metabolitos. La
desaminacién por la MAO representa la via mas importante
que dara lugar a la formacién de dihidroxifenilglicol (DHPG).
El segundo camino mas importante incluye a la COMT, que
lleva a la formacién de metanefrina (MN) y normetanefrina
(NMN). Dichas enzimas se encuentran intracelularmente, por
lo que se necesita la captacién de las CA liberadas para que
se metabolicen. Existe captacién tanto a nivel neuronal como
extraneuronal y las enzimas encargadas del metabolismo
presentan distinta distribucién, por lo tanto el metabolito que
se forme va a depender de la via que haya sido involucrada®.

El catabolismo de catecolaminas liberadas por las
neuronas es principalmente por la via neuronal: la mayoria de
la NA sintetizada y liberada por las neuronas es recapturada
(92%) y metabolizada alli mismo. La MAO es la Unica enzima
presente en las neuronas, por lo tanto las CA recapturadas a
nivel neuronal van a ser convertidas en DHPG. En las células
cromafines de la médula adrenal se encuentra tanto la MAO
como la COMT, con un neto predominio intracitoplasmatico
de COMT que degrada la A, principalmente la que difunde del
granulo al citoplasma transforméandola en MN.

La contribucién del metabolismo adrenal a las
concentraciones circulantes de DHPG es minima en
comparacién a lo aportado por el metabolismo neuronal. Por el
contrario, el 90% de la MN circulante y 40% de NMN circulante
son producidos en la médula adrenal. El metabolismo de las
CA en las células tumorales del PC es igual al que se produce
en las células cromafines de la médula adrenal®.

El producto final del metabolismo de las CA es el acido
vainillin mandélico (VMA) producido casi exclusivamente en
el higado a partir de la A, NA, NME, ME, DHPG extraidos de la
circulacién. Menos del 20% del AVM deriva del metabolismo
hepatico de las CA y MN circulantes y mas del 80% proviene
de los metabolitos desaminados de las CA (DHPG)® (fig. 1).

Las CA son extensamente conjugadas antes de alcanzar la
circulacién,losniveles de catecolaminaslibres (no conjugadas)
en plasma y orina son independientes de las influencias
dietarias® y reflejan con mayor seguridad la produccién
endégena. En el plasma, casi el 99% de la DA y alrededor del
60-70% de la NA y A circulantes existen como conjugados con
sulfato y son excretadas junto con sus derivados O-metilados
en orina como conjugados glucurénido y sulfato.

Consideraciones analiticas

Tradicionalmente, la medicién de catecolaminas en orina
era la prueba bioquimica utilizada para el diagnéstico de PC
y PGL. Las técnicas que se utilizaban en ese entonces eran
bioensayos y ensayos fluorimétricos®.

Posteriores hallazgos de metabolitos aumentados en
la orina de paciente con PC llevaron al uso de ensayos
espectrofotométricos para la detecciéon de VMA, y de
metanefrinas como marcadores diagnésticos adicionales de
tumor.

La mayor concentracién en orina de éstos, en comparacién
con las CA en suero, significaba una ventaja'2. Dos
circunstancias provocaron un cambio en la prueba bioquimica
elegida para hacer el diagnéstico de PC-PGL: por un lado, el
avance en las tecnologias de los ensayos que permitieron

determinar concentraciones plasmaticas mas bajas de
metanefrinas®® y, por el otro, avances en el entendimiento del
metabolismo de las catecolaminas?®2.

La aparicién de técnicas mads sensibles como ensayos
radioenzimdaticos y la cromatografia liquida de alta
presién (HPLC) permitieron detectar CA en plasma y orina,
utilizdndose para la deteccién bioquimica de PC, a pesar
de que ya en ese momento se sabia que el metabolismo de
las CA se llevaba a cabo en las mismas células donde eran
sintetizadas y de forma independiente a la secrecién de las
mismas a circulacién.

En 1980 surgieron los métodos radiolégicos en el diagndstico
por imagen, y con ellos la deteccién de incidentalomas.

Por otro lado, el reconocimiento de sindromes hereditarios
como causa de algunos PC y los avances en genética molecular
trajeron como consecuencia que la bisqueda bioquimica de
PC-PGL no sélo debia hacerse en pacientes con sospecha
clinica, sino también en aquellos asintomaticos portadores
de mutaciones relacionadas. Se llegd a la conclusién que
podia haber tumores silentes, no secretantes, y por lo tanto,
la determinacién de CA como marcador bioquimico perdia
sensibilidad. En cambio, las metanefrinas, que se sintetizan
en forma continua e independiente de la liberacién de
CA, resultan marcadores de mayor sensibilidad para el
diagnéstico de PC-PGL.

En Argentina se utiliza HPLC con deteccién electroquimica
(HPLC-ED) para la cuantificacién de A, NA, DA, NM, NMN y
AVM, y el método espectrofotométrico para AVM urinarios.
Por el momento no estan disponibles en nuestro pais las
medidas de MN y NMN plasmaticas.

Se ha demostrado que HPLC-ED provee una técnica
especifica y sensible capaz de ser automatizada y es la mas
comuUnmente utilizada. El paso inicial de purificacién, previo
a la separacién cromatografica es de importancia critica,
involucrando generalmente una extraccién en fase sélida.
El pretratamiento de las muestras es a menudo mas simple
con HPLC y deteccién electroquimica que con deteccién
por fluorescencia (actualmente en desuso), ya que esta
ultima generalmente requiere la formacién de derivados
fluorescentes estables, suele estar mas interferida por drogas
que posean propiedades fluorescentes.

Con respecto de NMN y MN urinarias, hay que considerar
que son excretadas en la orina tanto de forma libre como
conjugadas con sulfato y glucurénido, representando la
fraccién libre menos del 3% del total. El uso de HPLC permite
la deteccién de ambos analitos en orina (libres y conjugadas,
por aplicacién de hidrdlisis preliminar), reportandose de todas
maneras una performance diagndstica superior utilizando su
medida en plasma®.

Existe una numerosa cantidad de trabajos en la literatura
que reportan determinaciones de CA basadas en diferentes
tipos de ensayos, pero HPLC con deteccién amperométrica
o coulométrica (HPLC-EC) es el procedimiento analitico
dominante debido a su versatilidad (adaptables a la
determinacién urinaria y a la medicién de otros metabolitos),
simplificacién de los tratamientos preliminares y menor
cantidad de interferencias. Contrariamente, si bien se
han desarrollado varios procedimientos basados en
inmunoensayos, los problemas asociados con la especificidad
de los anticuerpos para estos haptenos de bajo peso molecular
han restringido su aceptacién, debiendo generarse sistemas
analiticos dirigidos contra los derivados N-acetilados, dada
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Figura 1 - Metabolismo de las catecolaminas: en el grafico se observan las principales moléculas y enzimas involucradas
en el metabolismo de las catecolaminas por la via neuronal y la via adrenal. El grosor de las lineas denota la importancia

de la reaccién enzimatica.

la baja inmunogenicidad de las CA y las metanefrinas para
generar anticuerpos®.

Estudios mds recientes han mostrado los beneficios
de la determinacién de MN y NMN plasmaticas para la
investigacién de tumores de células cromafines, debido a su
alto valor predictivo negativo'ss.

La discusién no radica tanto en la eleccién del método, sino
al hecho de si la determinacién de las formas no conjugadas
o totales representa el procedimiento bioquimico éptimo
para el diagnéstico de PC. En este sentido, la especificidad
diagnéstica de las metanefrinas totales puede verse limitada
porunadisminucién delafunciénrenal,aunque elincremento
de la vida media de las formas conjugadas minimizaria las
amplias variaciones de las concentraciones plasmaticas que

podrian surgir de la liberacién intermitente desde un tumor.
Existe consenso en que la determinacién de metanefrinas
plasmaticas presenta mayor sensibilidad diagnéstica en
comparacién con las CA plasmaéticas para el diagnéstico de
PC. Esto se debe a la generacién permanente de metanefrinas
en las células tumorales, mientras que la secrecién de CA es
esporadica y se ve afectada por diferentes variables.

Por lo tanto, las metanefrinas plasmaticas constituyen un
marcador més confiable para detectar la presencia de estos
tumores®”®.

Con respecto a que si el mejor test es la mediciéon de
metanefrinas en plasma u orina de 24 horas, existen
discrepancias entre diversos estudios; estableciendo en
algunos mayor sensibilidad en plasma pero con una menor
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especificidad en relacién a la determinacién en orina. En un
estudio del NIH, establecieron una sensibilidad y especificidad
del 97% y 85% para la medicién de metanefrinas plasmaticas,
frente a orina del 90% y 98%, respectivamente®.

La desventaja principal de la muestra de orina de 24 hs
radica en la fase preanalitica. Por otro lado, la desventaja
de la medicién en muestras plasmaticas es que, dada
su sensibilidad, requiere el establecimiento de un valor
de referencia adecuado, ya que existe un solapamiento
de algunos tipos de PC-PGL y el limite superior normal,
generando falsos positivos por sobreactividad simpatico-
adrenal en otras patologias, e inadecuada preparacién del
paciente.

Estudios recientes proponen a la saliva como alternativa
para la determinacién de metanefrinas en pacientes con
sospecha de PC, mediante HPLC asociado a espectrometria
de masa en tandem. Si bien esta matriz presenta ventajas
metodolégicas en la fase preanalitica, es controvertida su
correlacién respecto a la determinacién en plasma u orina.

Otro marcador bioquimico que puede utilizarse para
el diagndstico de estos tumores es la Cromogranina A
(CgA), molécula que se almacena en grandes granulos
densos de las células neuroendocrinas®. Se trata de un
marcador inespecifico de tumores neuroendocrinos, con una
sensibilidad reportada de entre 90-95%>%.

Estudios revelan que este marcador se encuentra elevado
en aquellos pacientes con PGL relacionados a mutaciones en
el gen SDHx®.

Condiciones pre-analiticas

Con excepcién de los neonatos y nifos pequenos, la
determinacién de catecolaminas libres y de metanefrinas
totales generalmente se realiza sobre muestras de orina
de 24 hs. Sin embargo, los problemas de recoleccién
completa han llevado a propuestas alternativas como la
correccién por creatinina para muestras aisladas, que han
ido autolimitdndose por la amplia variabilidad biolégica
de la creatinina y reservandose Unicamente para tumores
que secretan catecolaminas de forma exacerbada. Algunos
autores proponen la recoleccién de orina nocturna para
determinacién de noradrenalina, aprovechando su esperada
normal declinacién en individuos sanos durante la noche,
en ausencia de estimulos ambientales y emocionales,
simplificando el protocolo y evitando los efectos del estrés
y el ejercicio?. Considerando, sin embargo, los episodios
esporadicos de secrecién de algunos tumores secretores, se
requiere mas de una recoleccién, o bien de la orina de 24
hs. Es necesario acidificar la orina para la determinacién de
catecolaminas y metanefrinas, reduciendo el pH a menos
de 3,5 para estabilizar las muestras mediante el agregado
de 4cido (HCI 6N) desde el inicio de la recoleccién, pudiendo
guardarse la orina durante 2 semanas a -20°C o por periodos
mas prolongados a -70°C. Por otra parte, cuando se recolectan
muestras de plasma para la medicién de catecolaminas,
existen diversas variables a tener en cuenta: la hora del dia
(patrén diurno de secrecién), el sitio de muestreo (mayores
concentraciones en sangre arterial), estrés ambiental, postura
corporal y actividad fisica (niveles aumentados en individuos
ambulantes), tabaquismo, ingesta de cafeina, necesidad de
reposo previo antes de la extraccién y refrigeracién de las

muestras?®.

Las interferencias con algunos componentes de la dieta
(por ejemplo vainilla, cafeina) y ciertas drogas como las
antihipertensivas (inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina, p-bloqueantes, antagonistas calcicos
y algunos diuréticos) o incluso medicamentos de uso
habitual (amoxicilina, paracetamol), pueden influir sobre
los resultados por coelusién con picos de interés, o por
alteracién de la recuperacién durante la preparacién de las
muestras en los procedimientos basados en HPLC, siendo
ideal discontinuarlos durante 3-7 dias antes de la recoleccién
de la orina o toma de las muestras de plasma, cuando sea
posible. La determinacién de las mismas con exactitud en
el laboratorio dependera del uso de estindares de pureza
conocida, de ensayos de recuperacion y de la participacién en
programas de control de calidad externo, ya que no existe un
patrén de referencia internacional.

Conclusién

Las metanefrinas resultan el mejor marcador bioquimico

para el diagnéstico de PC y PGL, ya que:

e son producidas por la COMT en células de médula adrenal
o tumorales derivadas de ellas; la ausencia de esta enzima
en terminaciones simpaticas implica que son marcadores
relativamente especificos

e son producidas en forma continua por el tumor,
independientemente de la secrecién de CA, y tienen mejor
correlacién con el tamarfio del tumor.

La guia de practica clinica publicada en 2014 por la
Endocrine Society recomienda con alta calidad de evidencia
que la medicién de metanefrinas libres en plasma o
metanefrinas fraccionadas en orina se incluyan como pruebas
iniciales para el diagnéstico de PC-PGL%.

Con respecto a las técnicas de medicién, es importante
mencionar que hasta el momento no existen procedimientos
de referencia para el andlisis de las CA y sus metabolitos. Si
bien HPLC ofrece una aproximacién versatil y practica para
los andlisis de rutina, también tiene sus limitaciones y, por
lo tanto, se requiere de una interpretacién critica de los
resultados para poder evaluar debidamente las potenciales
fuentes de inexactitud. Asimismo, es importante que cada
laboratorio determine sus propios valores de referencia para
la metodologia utilizada, sin poder utilizar los valores de
referencia de la literatura o de otros laboratorios.

Las recomendaciones de expertos indican que se debe
considerar asesoramiento genético para todos los pacientes
con PPGLs, basandose en que al menos un tercio de estos
pacientes presentan mutaciones en la linea germinal;
que la presencia de la mutacién SDHB lleva a metdstasis
en mas del 40% de los casos y que la determinacién de un
sindrome hereditario en el caso indice lleva a un diagnéstico
y tratamiento anticipado del PPGLs en los parientes??.

Con respecto al seguimiento de la enfermedad, se
recomienda estimar de forma personalizada el riesgo que
presenta el paciente de presentar metéstasis o recidivas,
teniendo en cuenta la edad del mismo, los resultados de los
tests genéticos, sitio y tamafio del tumor. En los pacientes de
alto riesgo (pacientes jovenes, con mutaciones detectadas,
grandes tumores y/o con paraganglioma), el seguimiento serd
de por vida?%. Por ultimo, en reconocimiento de las distintas
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presentaciones genotipo-fenotipo de PPGLs hereditarios,
se recomienda un enfoque personalizado para el manejo
del paciente (pruebas bioquimicas, imégenes, cirugia y
seguimiento)?.
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