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RESUMEN

El feocromocitoma es un tumor neuroendocrino raro, potencialmente grave que se desarrolla
en células cromafines en la médula de las glandulas suprarrenales, mismas que son
productoras de catecolaminas, como la adrenalina y la noradrenalina. A nivel mundial, se
estima que la incidencia anual es de 2-8 casos por un millon de personas. El objetivo de esta
investigacion es recopilar informacién mediante revision bibliografica acerca de las distintas
pruebas hormonales y la caracterizacion clinica para el diagnéstico de Feocromocitoma. Este
estudio es de tipo descriptivo, documental, no experimental, retrospectivo, donde se
revisaron 80 articulos cientificos como poblacion, y se seleccionaron 35 como muestra, de
acuerdo con los criterios de seleccion. La informacion fue extraida de bases de datos
cientificas de alto impacto como PubMed, Elsevier, Scielo, Medigraphyc, Redalyc, Dialnet
y repositorios, ademas se efectdo un analisis y comparacion de casos clinicos, revistas
cientificas, libros, entre otros, mediante la discusion con diversos estudios relacionados de
diferentes autores, entre los principales resultados que arrojo la investigacion tenemos que:
las manifestaciones clinicas estan relacionadas con la secrecion variable de catecolaminas la
cual provoca una triada clasica compuesta por cefalea, taquicardia, diaféresis y otros
sintomas como dolor abdominal, fiebre, nduseas, ademas, las pruebas de primera linea que
ayudan a la valoracion fue la cuantificacion de metanefrinas, catecolaminas libres y
fraccionadas, acido vanilmandélico, algunos biomarcadores, que junto a estudios de imagen,
son de ayuda para confirmar la ubicacion del tumor, en conclusién el diagnostico de esta

patologia se basa en la demostracién del aumento de los analitos.

Palabras claves: Feocromocitoma, glandulas suprarrenales, neuroendocrino, catecolaminas,

metanefrinas.



ABSTRACT

Pheochromocytoma is a rare, potentially serious neuroendocrine tumor that develops in
chromaffin cells in the medulla of the adrenal glands, which produce catecholamines,
such as adrenaline and noradrenaline. Globally, the annual incidence is estimated to be 2-
8 cases per million people. The objective of this research is to collect information through
a literature review about the different hormonal tests and the clinical characterization for
the diagnosis of Pheochromocytoma. This study is descriptive, documentary, non-
experimental, retrospective, where 80 scientific articles were reviewed as a population,
and 35 were selected as a sample, according to the selection criteria. The information was
extracted from high-impact scientific databases such as PubMed, Elsevier, Scielo,
Medigraphyc, Redalyc, Dialnet and repositories, in addition to an analysis and
comparison of clinical cases, scientific journals, and books, among others, through
discussion with various related studies by different authors, among the main results of the
research we have that: The clinical manifestations are related to the variable secretion of
catecholamines which causes a classic triad composed of headache, tachycardia,
diaphoresis and other symptoms such as abdominal pain, fever, nausea, in addition, the
first-line tests that help in the assessment were the quantification of metanephrines, free
and fractionated catecholamines, vanylmandelic acid, some biomarkers, which together
with imaging studies, They are helpful in confirming the location of the tumor, in
conclusion the diagnosis of this pathology is based on the demonstration of the increase

in analytes.

Key words: Pheochromocytoma, adrenal glands, neuroendocrine, catecholamines,

metanephrines.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La palabra Feocromocitoma se origina del griego Phio “oscuro”, Chromo “color” y Cytoma
“tumor”. Este tipo de tumor conocido como neuroendocrino es raro y se desarrolla a partir
de la cresta neural embrionaria, se origina debido a la produccidn excesiva de catecolaminas
a nivel de las glandulas suprarrenales o fuera de las mismas. El hallazgo a veces se da de
manera accidental debido a que detecta mediante examenes de extension en pacientes que
padecen crisis hipertensas de dificil manejo, sin embargo, esto no significa que los pacientes
que padezcan este trastorno posean el tumor y es crucial considerarlo como una posible

causal.

En esta patologia, las manifestaciones clinicas estan directamente ligadas a una secrecion
variable de catecolaminas, donde se presenta una sintomatologia clasica que incluye
hipertension paroxistica junto con episodios de cefalea intensa, diaforesis y enrojecimiento.
Algunos tumores no producen alguna de estas hormonas, sino sus productos de degradacion,
donde tenemos la normetanefrina y las metanefrinas, las cuales pueden ser detectadas en

orinay en la sangre, debido a que las catecolaminas se metabolizan dentro del propio tumor?.

El Feocromocitoma generalmente se confirma mediante la determinacion de catecolaminas
y metanefrinas, pruebas que pueden ser realizadas tanto en suero/plasma sanguineo y orina,
segun recomiende la técnica a utilizar. Dado que gran parte del metabolismo de las
catecolaminas ocurre dentro del tumor, con la formacién de metanefrinas y normetanefrina,
se realizan mediciones fraccionadas de estas sustancias. Ademas, también se realiza la
medicion del &cido homovanilico en orina, acidos grasos libres, acido vanilmandélico y

cromogranina A en plasma?.
Existen algunos biomarcadores que no son especificos para la deteccion de esta patologia,

ya que pueden detectar tumores que se presentan en las glandulas suprarrenales, pero son de

ayuda diagndstica en conjunto con los exdmenes anteriormente mencionados, dentro de estos
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marcadores tenemos la cuantificacion de gastrina, Enolasa Neuroespecifica, Metoxitiramina

y la prueba de la Clonidina?.

Cabe destacar que el uso de la resonancia magnética y las tomografias axiales
computarizadas es de presunta ayuda diagnostica, ya que se presenta de forma clara la
distribucion de los 6rganos del cuerpo y se puede observar de manera facil si las glandulas
suprarrenales presentan alguna deformacion en su estructura, ya que hay casos donde los

examenes de laboratorio se encuentran normales en algunos pacientes?.

Es importante tomar en cuenta que puede llegar a ver interferencias en los estudios de los
analitos debido a ciertos farmacos y suplementos contienen biotina en su composicion,
también si los pacientes estan agitados o con algln episodio de estrés, provoca un falso
aumento en las pruebas realizadas en la valoracion de catecolaminas. Por lo tanto, se
recomienda que 20 minutos antes de la obtencion de la muestra los pacientes descansen,

evitando también la actividad fisica excesiva el dia anterior?.

La cuantificacion de las pruebas hormonales se sustenta en el método de ELISA, la cual
sigue un procedimiento para cuantificar sustancias, como enzimas, proteinas y hormonas en
muestras bioldgicas. Se basa en la reaccion especifica entre un antigeno y un anticuerpo, con
la ayuda de una enzima que genera una sefial detectable, generalmente un cambio de color,
como resultado de una reaccion quimica. Este método es altamente sensible y especifico, se
utiliza ampliamente para detectar analitos que aporten de manera especifica en la evaluacion

médical?.

El Feocromocitoma es un tumor raro, ubicado en la médula suprarrenal, debido al exceso en
la produccion de catecolaminas producidas a nivel adrenal o extra adrenal, estas también
pueden ser provocadas por alguna mutacion genética, debido a que nuevas investigaciones
sugieren que hasta en un 25% de los casos se pueden detectar alteraciones en la linea
germinal. Un ejemplo de esto es el trastorno de von Hippel Lindau (VHL), una enfermedad
que se asocia con una variedad de neoplasias malignas o benignas, especialmente el

carcinoma de células renales y Feocromocitomas?.
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Esta es una patologia poco frecuente ya que, mundialmente, se valora que la incidencia anual
es de 2 a 8 casos por cada millén de ciudadanos, asimismo, con una prevalencia de 1 a 2
enfermos por cien mil personas. Esta condicion no muestra particularidades entre el género
femenino y masculino, y esta presente principalmente entre los 40 y 50 afios. Sin embargo,
se estima que alrededor del 10% de los acontecimientos se presentan en la comunidad

pediatrica en donde se observa una tendencia por el sexo masculino?2,

De acuerdo con la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de 2017, los
paragangliomas y Feocromocitomas son tumores neuroendocrinos derivados de las células

cromafines que por su localizacion anatémica se diferencian entre ellos®.

En los ultimos afios, desde el 2020 hasta la actualidad, en el Ecuador se han detectado 2
casos de Feocromocitoma, ambos reportados en revistas por médicos ecuatorianos. Sin
embargo, segun la investigacion, no se han encontrado datos sobre el hallazgo de algin caso

de Feocromocitoma en la provincia de Chimborazo.

Aunque estos tumores son poco comunes, en las Gltimas 2 décadas se encuentra un aumento
en los casos hallados forma “accidental” tomando el nombre de incidentalomas,
probablemente se relacione con el uso de las tomografias asi como los estudios de
laboratorio, sin embargo, la informacion obtenida de varios autores da a conocer que hasta
un 30-45% de los casos de esta patologia son diagnosticados de manera imprevista en una
etapa presintomatica por tomografia computadorizada abdominal debido a que se realiz6 en
busqueda de otra enfermedad®.

Los pacientes usualmente se presentan con una conocida triada clasica definida por el dolor
de cabeza, diaforesis y palpitaciones acompariadas del aumento en la presion arterial,
empiezan con una impresion de rubor en el térax junto con disnea, un inmediato comienzo
de palpitaciones y cefalalgia intensa, los cuales no disminuyen después del uso de algin
tratamiento, estas manifestaciones se encuentran estrechamente relacionadas con la

secrecion variable de catecolaminas®3°.

Segun la Ley Ibidem, en el articulo 6, establece entre las responsabilidades del Ministerio

de Salud Pablica del Ecuador®: (.. .) 5. Regular y vigilar la aplicacion de las normas técnicas
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para la deteccion, prevencion, atencion integral y rehabilitacion de enfermedades
transmisibles, no transmisibles, cronico-degenerativas, discapacidades y problemas de salud

publica declarados prioritarios. (.. .) "

En la actualidad existe poca informacion de libre acceso que proporcione un contenido
concreto sobre el tema planteado, debido a la baja incidencia de casos presentes a nivel
mundial de esta patologia y a la falta de estudios realizados en nuestro pais, es por ello, que
se expone la siguiente pregunta: ;Cuéles son las caracteristicas clinicas y pruebas

hormonales para el diagndstico de Feocromocitoma?

El analisis en conjunto de las diferentes pruebas hormonales y la caracterizacion clinica es
una herramienta importante para la deteccion oportuna de Feocromocitoma en pacientes que
presenten antecedentes familiares, signos y sintomas constantes debido a una liberacion

excesiva de catecolaminas en sangre u otras afecciones relacionadas de esta patologia.

Debido a esto, los resultados de esta investigacidn contribuyeron en gran parte al diagnostico
en pacientes presuntivos a padecer Feocromocitoma, el cual comprende un amplio estudio
que integra las pruebas hormonales, los estudios de imagen, y la sospecha clinica, que
permiten confirmar la presencia de dicho tumor. Debido a que las manifestaciones clinicas
son tan variadas, las pruebas hormonales se han tornado esenciales en el diagndstico del

Feocromocitoma.

Este proyecto estd fundamentado en la recopilacion de informacion en distintas bases
bibliograficas de alto impacto en el ambito de salud, donde se indag6 todo lo relacionado
sobre la caracterizacién clinica y pruebas hormonales para el diagnostico de
Feocromocitoma, los cuales fueron tomados de articulos cientificos, libros, articulos de

revision, entre otros. Por lo que se toma tres puntos importantes dentro de la investigacion:
e Destacar los métodos aplicados en la determinacion de las pruebas

hormonales realizadas mediante revisiones bibliograficas para la ayuda
diagndstica de Feocromocitoma.
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e Relacionar los niveles hormonales especificos por medio de revisiones de
articulos cientificos para la valoracion de complicaciones clinicas en
pacientes con Feocromocitoma.

e Distinguir biomarcadores adicionales en la sangre u orina a través de analisis

de literatura cientifica, para ayuda al diagnéstico de Feocromocitoma.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Glandulas Suprarrenales

Es un par de érganos retroperitoneales ubicados en la regién media y anterosuperior de los
rifiones, estos glandulas estan compuestas por la corteza y médula adrenal, poseen distinta
forma donde la izquierda es semilunar y la derecho triangular, tiene un peso de alrededor de
5g7,8

Los rifiones cumplen funciones esenciales actuando como un filtro, eliminando distintas
toxinas y productos metabolicos que se encuentran en la sangre, ademas ayuda al equilibrio
electrolitico, da un equilibrio acido-basico y tiene un control integrado del liquido

extracelular. También es capaz de producir calcitriol o eritropoyetina (hormonas)®<°.

Corteza suprarrenal

Se compone por 3 zonas definidas el cual comprende el 90% de la glandula:

1. Glomerular: Productor de aldosterona, es la capa externa donde su regulacién se da
por el sistema renina/angiotensina.

2. Fascicular: Estd regulada por el eje hipotalamo-hipofisis, por la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) y la hormona liberadora de corticotropina (CRH). Se
encarga de producir androstenediona, en menor proporcidn testosterona,
progesterona y estrégenos los cuales son conocidos como hormonas sexuales,
también se produce cortisol, cortisona y corticosterona que estan dentro de los
glucocorticoides.

3. Reticular: La produccion es parecida a la anterior, esta capa corresponde a las mas

interna de la glandula.
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Médula suprarrenal

Es la encargada de la produccion de catecolaminas donde estaran presentes en un 70% para
epinefrina y en un 30% para norepinefrina, los cuales estan encargados en el aumento de la

glucogendlisis y la frecuencia cardiaca, la vasoconstriccion, la dilatacion pupilar®.

Lesién Tumoral

Una lesion tumoral es conocida por ser un desarrollo espontdneo de una protuberancia o
masa, donde existen ciertas que no llegan a ser cancerigenas. Las masas que contienen
células cancerosas son conocidas como malignos, en cambio las que tienen ausencia de estas
se las conoce como benignas. Esta denominacion se da dependiendo la citologia

reconocidall.

Una caracteristica que diferencia a los dos tipos de cancer es su capacidad propagarse hacia
distintas partes del cuerpo, este proceso se le conoce como metéastasis la cual corresponde a
los tumores malignos, donde estas células cancerosas se desprenden del sitio originario del

tumor las cuales pueden llegar a ganglios a otros 6rganos dificultando su funcionamiento®?.

Feocromocitoma

Se le conoce como un tumor neuroendocrino, derivado de la cresta neural compuesta
principalmente por células cromafines. Esta patologia se caracteriza por ser productor de
catecolaminas. Entre el 1y 25% se originan fuera de la médula o corteza suprarrenal, estos

se denominan paraganglioma y son histolégicamente idénticos al Feocromocitoma?2,

Las catecolaminas son aminas organicas sintetizadas por el organismo en la médula
suprarrenal donde hay un cumulo de células secretoras de estas hormonas. Cuando son
sintetizadas estas se almacenan en unas vesiculas que se encuentran en la médula suprarrenal
y sus terminaciones nerviosas simpaticas postganglionares hasta que se requiera su

liberacion por exocitosis*2,
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Las catecolaminas més importantes son la tiroxina, dopamina, norepinefrina y la epinefrina,
la denominacion de este compuesto implica la presencia de un nucleo catecol (orto-

dihidroxibenceno)®3.

Son liberadas al torrente sanguineo, lo que provoca la transmision de impulsos nerviosos
hacia el cerebro, produce un aumento en la liberacion de é&cidos grasos y glucosa
proporcionando energia. La adrenalina ayuda al aumento de la frecuencia cardiaca y el
metabolismo, en cambio la noradrenalina aumenta la presion sanguinea mediante la

constriccion de vasos sanguineos®?.

Caracteristicas Bioldgicas

Visto de manera microscopica se encuentra una formacion de células pleomorficas de
tamafio prominente, las cuales estan en manera de nido, donde se aprecia mitosis y atipias
nucleares. Para demostrar el contenido de catecolaminas y diversos péptidos se emplea la
inmunohistoquimica o la microscopia electronica donde se identifican granulos de secrecion,

sin embargo, los criterios histoldgicos no son fiables?.

Los pacientes que poseen Feocromocitoma de manera hereditaria estan correspondidos de
un 10-40 % de los casos, se caracteriza de ser mas jovenes a la edad promedio, donde
presentan con pequefas lesiones homogéneas y en mayo frecuencia bilaterales, se destacan
sindromes como la neoplasia endocrina multiple 2 (MEN 2), Von Hippel-Lindau,
neurofibromatosis y paragangliomas hereditarios?*,

Poseen una capsula que lo recubre parcialmente y en otras total, formada por una rica red
vascular, presentando un diametro aproximado de >3 c¢cm. En los ultimos afos, el hallazgo
de pequefias lesiones demostré un incremento como resultado de un cribado sistematico en

paciente que poseen mutaciones de sindromes familiares®4. (Anexo 1)
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Fisiopatologia

Las manifestaciones clinicas y patoldgicas estan ligadas a la liberacion de catecolaminas
(dopamina, adrenalina y noradrenalina). Los efectos a-adrenérgicos se dan intenso
vasoespasmos e hipertension, en el caso de los efectos -adrenérgicos provocan sudoracion,

taquicardia y vasodilatacion.

La liberacién de las catecolaminas adrenalina, noradrenalina y dopamina a la circulacion
provoca la mayoria de las manifestaciones clinicas y patoldgicas del Feocromocitoma. Los
efectos a-adrenérgicos producen intenso vasoespasmo e hipertensiéon, mientras que los

efectos B-adrenérgicos producen vasodilatacion, sudoracion y taquicardia®®.

La hipotension ortostatica y los episodios sincopales pueden ser consecuencia de la
vasoconstriccion intensa mediada por receptores a-adrenérgicos, que reduce el retorno
venoso y el volumen intravascular. Paralelamente, la vasodilatacion en el mdsculo
esquelético inducida por receptores B-adrenérgicos puede contribuir a la inestabilidad

hemodinamica, especialmente en posicion ortostatica®®,

Dentro de los desencadenantes que la aumenta son: estrés psicoldgico intenso (ansiedad,
dolor severo o esfuerzo), estrés mecanico (coito, defecacion o palpacion del tumor),
induccion anestésica o la intubacion, embarazo (movimientos fetales, contracciones uterinas,
parto normal o cesérea), ademas de ciertos farmacos (glucocorticoides, antagonistas del
receptor de dopamina, blogueadores de los receptores beta-adrenérgicos, opioides,

simpaticomiméticos, inhibidores de la recaptacion de noradrenalina o serotonina)®®.

Los feocromocitomas aparte de liberar catecolaminas, contienen y secretan diversos péptidos
como la calcitonina, gastrina, somatostatina, serotonina, entre otros, Estas sustancias,
ademas de afectar los vasos sanguineos, pueden modificar o complementar los efectos de las
catecolaminas, lo que explica algunas de las manifestaciones clinicas de esta patologia®®.
(Anexo 2)
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Manifestaciones clinicas

La triada clasica de cefalea intensa, palpitaciones y sudoracion esté presente en el 20 - 40 %
de los pacientes con Feocromocitoma. Otros sintomas comunes incluyen enrojecimiento,
temblor, palidez, ansiedad y baja presion al ponerse de pie. Estos sintomas suelen empeorar

con cambios de postura, estrés o ciertos medicamentos®.

La crisis se manifiesta con un inicio abrupto de disnea con palpitaciones, acompafadas de
cefalea intensa. Se produce vasoconstriccion cutanea y mucosa, es responsable de la palidez
junto a la sensacion de frialdad en pies y manos, es un hallazgo caracteristico. La duracién
y frecuencia de estos episodios son variables donde se pueden presentar varias veces al dia

0 pocas veces a la semana, donde su duracion varia de 20 minutos hasta varias horas?.

Existen varios criterios que nos da una pauta en la deteccion de Feocromocitoma, donde se
destaca:
> Palpitaciones no relacionadas con cefalea, temblores, actividad fisica o palidez.
> Hipertension arterial refractaria.
> Pacientes que tengan antecedentes hereditarios de familiares con tumores
productores de catecolaminas.

> Antecedentes de reseccion de una paragangliomas o Feocromocitoma?.

La presentacion clinica de tumores es heterogénea y depende de multiples factores,
incluyendo la tasa de secrecién de catecolaminas, los patrones de liberacion hormonal y la
sensibilidad individual a estos neurotransmisores. A pesar de que la triada clasica es
descripta, muchos pacientes presentan sintomas atipicos o incluso son asintomaticos, lo que

dificulta el diagndstico precoz y puede llevar a complicaciones significativas®’,

Factores genéticos que influyen en el desarrollo del Feocromocitoma

Los Feocromocitomas pueden estar descritos en cuatro grandes grupos dependiendo la

expresion genética y las manifestaciones clinicas:
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Enfermedad de von Hippel Lindau (VHL)

Se conoce como un sindrome tumoral familiar autosémico dominante provocado por una
mutacion en el gen VHL. Tiene una prevalencia aproximada de 1 de cada 36000 recién
nacidos. La presentacion clinica del Feocromocitoma en esta enfermedad es de aparicion
temprana, en varias ocasiones aparece durante la primera década y algunas veces resulta ser

poco sintomaticos'’.

Neoplasia Endocrina Mdltiple tipo 2 (MEN 2)

Es conocido por ser un sindrome hereditario donde se da en 1 de cada 40000 personas. Existe

un 30-50% de desarrollar Feocromocitoma en pacientes que posean este tipo de alteracion?’.

Sindrome de Feocromocitoma o Paraganglioma (Feo/Pgl) Familiar

La succinato deshidrogenasa (SDH), es una enzima clave en el metabolismo energético
mitocondrial siendo un sensor de oxigeno intra-celular y en la fosforilacion oxidativa.
Existen cuatro subunidades que dan nombre a los genes, entre estas tenemos la SDHD,
SDHA, SDHC y SDHB. Si se dan mutaciones en cada uno de los supresores tumorales dan
fenotipos diferentes, provocando la aparicién de Feocromocitoma o Paraganglioma de

diferentes tipos®’.

Neurofibromatosis tipo 1 (NF1)

El gen responsable NF1 produce neurofibromina la cual es una proteina encargada de la
supresion de tumores, expresada en celulas de Schwann, neuronas, leucocitos y médula
suprarrenal. Si se da una mutacion en este gen se producira la pérdida completa de la
expresion de la neurofibromina, provocando el desarrollo del tumor. Se presenta en 1 de

cada 3000 recién nacidos!’8,
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Existen 3 fenotipos segun la catecolamina que se encuentre elevada:
1. Adrenérgico: Esta asociado a sintomas y signos paroxisticos con mayor
frecuencia. En los casos que el paciente esté fuera de la crisis puede estar

normotenso e hipotenso®,

2. Noradrenérgico: Sus sintomas son mas leves donde predomina la hipertension
arterial.
3. Dopaminérgico: La secrecién hormonal de estos tumores es variable y puede

producir ademas de dopamina noradrenalina. En su mayoria presenta tumores

inmaduros y malignos®.

Meétodos de Diagndstico

Hay que tener en cuenta la aparicion de incidentalomas suprarrenales, los cuales son masas
gue no presentan sintomas, son hallados de manera casual en pruebas de imagen durante el
seguimiento o tratamiento de una distinta condicion clinica. Es necesaria una historia clinica
completa al momento de su deteccidn, enfatizando las manifestaciones clinicas, junto con la
exploracion fisica, valoracion de laboratorio tanto bioquimica como hormonal y en ciertos

casos, estudios radioldgicos adicionales®®.

Para el diagnostico se requiere estudios que reflejan un aumento de catecolaminas o sus
metabolitos y ubicacion anatomica del tumor. En su mayoria los Feocromocitomas de menor
tamafio, van a ser asintomaticos, por lo que no sirve aisladamente como cribado, aunque

puede dar una orientacion diagnostica®.

Hay mayor sensibilidad de los analisis de sangre si las muestras se obtienen en decubito
supino, luego que el paciente descansd en una habitacion tranquila durante 20-30 minutos
antes de la obtencién de la muestra, después de 8 horas de ayuno y evitar la cafeina, tabaco,

alcohol y la actividad fisica extenuante en las 24 horas previas?..
El diagnostico se basa en la utilizacion de pruebas que determinen metanefrinas fraccionadas

en plasma, donde presenta para las adrenales una sensibilidad de 98%, y para los

extraadrenales un 90%. La medicion de catecolaminas fraccionadas como la dopamina,
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epinefrina, norepinefrina tiene menor sensibilidad, sin embargo, si se presenta valores

mayores a > 2 veces el limite superior del rango normal tiene relevancia diagnostica??23,

Para la localizacion anatomica se utilizara la resonancia magnética y tomografia axial
computarizada, donde se demuestra que el Feocromocitomas es diagnosticado a partir de un
hallazgo radioldgico incidental. Cuando los resultados de laboratorio se encuentren alterados

y exista una sospecha, se debe realizar un estudio de imagen?.

Entre los estudios de imagenes recomendadas estan las tomografias computarizadas y las
resonancias magnéticas pues tienen una sensibilidad del 95%. Como estudio de primera linea
se prefiere la tomografia computarizada con contraste debido a que se observa una mejor

resolucion espacial de las imagenes del torax, abdomen y pelvis?.

La clinica presentada por el paciente, los resultados del laboratorio y los estudios de imagen
nos permite el diagndstico de Feocromocitoma, donde estos 3 puntos en conjunto evitaran
la mala valoracion de este tumor, ya que existen errores como la mala recoleccién de la
muestra, un tamafio menor a 1cm o que no produzcan adrenalina y noradrenalina, que pueden

dar un falso negativo?.

Analisis de Laboratorio

Existen diversas pruebas que son de ayuda diagndstica al momento de detectar la presencia
de Feocromocitoma, las cuales pueden ser aplicadas en orina y sangre, la mayoria detecta
hormonas o productos metabolicos producidos en exceso elevando las pruebas, hay algunas
que no son especificas para Feocromocitoma, pero puede servir de pruebas complementarias

para la misma (Anexo 3).

1. Metanefrinas:

Los productos metabdlicos de la epinefrina y norepinefrina son la metanefrina y la
normetanefrina correspondientemente. Se ha demostrado que las catecolaminas totales
presentan una menor sensibilizacion diagndstica que las fraccionadas, es por eso que se

recomienda la utilizacion de estas?. (Anexo 4)
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Figura 1. Valores de Referencia de Metanefrinas.

Valores de Referencia para metanefrinas

Edad Sangre pg/ml Orina ug/24h
Metanefrina

0-3 meses 0-700

4-6 meses 0-650

7-11 meses 0-650

1 afio 0-530

2-5 afios 0-500 52 -341
6-17 afios 0-320

> 18 aiios 0-300

Normetanefrina

0-3 meses 0-3400

4-6 meses 0-2200

7-11 meses 0-1100

1 afio 0-1300

2-5 afos 0-610

6-17 afios 0-450 56— 444
>18 aiios 0-400

Limitaciones Los productos metabdlicos de la epinefrina y norepinefrina son la metanefrina
y la normetanefrina correspondientemente. Se ha demostrado que las catecolaminas totales
presentan una menor sensibilizacion diagnostica que las fraccionadas, es por eso por lo que

se recomienda la utilizacion de estas?®.

2. Catecolaminas libres suero:

Se encuentran en la medula suprarrenal, cerebro y neuronas, donde se destaca la epinefrina,
norepinefrina y dopamina, estas son derivadas de la tirosina, cumplen un papel fundamental

en la trasmision de impulsos nerviosos al SNC2. (Anexo 5)
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Figura 2. Valores de Referencia para catecolaminas.

Valores de Referencia para catecolaminas libres

Edad Sangre pg/ml Orina pg / 24horas
Epinefrina

2-10 dias 36-400

11 dias a 3 meses 55-200

4 — 11 meses 55-440 0,5a20
12 — 23 meses 36-640

24 — 35 meses 18-440

3 -17 afios 18-460

>18 afios 10-200

Norepinefrina

2-10 dias 170-1180

11 dias a 3 meses 370-2080

4 — 11 meses 270-1120

12 — 23 meses 68-1810 a8
24 — 35 meses 170-1470

3 -17 afos 85-1250

>18 afnos 80-520

Dopamina

>2 dias 0-20 65 a 400

Limitaciones: Los productos metabdlicos de la epinefrina y norepinefrina son la
metanefrina y la normetanefrina correspondientemente. Se ha demostrado que las
catecolaminas totales presentan una menor sensibilizacion diagnostica que las fraccionadas,

es por eso por lo que se recomienda la utilizacion de estas?.

3. Cromogranina-A:

Es miembro de la familia de la cromogranina o secretogranina (graninas) de proteinas
secretoras neuroendocrinas. Es un precursor de maltiples péptidos funcionales, entre ellos la
vasostatina, la catestatina y la parastatina. Estos péptidos modulan negativamente la funcién
neuroendocrina de la célula secretora (autocrina) o de las células adyacentes (paracrinas)?.
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Valores de Referencia: 0-50 ng/ml

Limitaciones: no puede distinguir entre una hiperplasia neuroendocrina y un tumor?.

4. Acidos grasos libres:

Los acidos grasos libres se forman por la rotura de lipoproteinas y triglicéridos. Salvo un 2-
5%, todos los demds acidos grasos del suero estdn esterificados. Los 4acidos “no
esterificados” o “libres” estdn unidos a proteinas. La epinefrina, la norepinefrina, el
glucagon, la TSHy la ACTH liberan acidos grasos libres. Los tumores productores de dichas

hormonas causan una liberacion excesiva de acidos libres?.

Valores de Referencia:
— Adultos: 8 - 25 mg/dl.

— Nifos (o adultos obesos): <31 mg/di

Limitaciones: Estos llegan a estar elevados en un 12 - 25 % después de estar refrigerado
24h. La ansiedad, un exceso de ejercicio, hipotermia y el ayuno prolongado aumentan su
concentracion hasta 3 veces. La administracion de nutrientes de manera parenteral

disminuye su concentracion?®.

5. Acido vanilmandélico:

Es utilizado en el cribado de Feocromocitoma debido a que es uno de los principales

metabolitos de las catecolaminas®.

Valores de Referencia: 0-7 mg/dia.

Limitaciones: El paciente debe evitar consumir antiinflamatorios, cafeina, chocolate, fruta

y farmacos antihipertensivos, durante las 72 horas previas a la recoleccion de la muestra®.
6. Acido homovainillico en Orina:

Es el principal metabolito terminal de la dopamina, donde para el diagndstico se debe realizar

de manera determinacién simultanea la valoracion de acido homovainillico y de acido
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vanilmandélico, debido a que el aumento de una de las dos demuestra la presencia de

Feocromocitoma?®.

Valores de Referencia: 0-15 mg/dia

Limitaciones: La hipertension esencial, la ansiedad intensa, el ejercicio fisico intenso y

numerosos farmacos, pueden producir una falsa elevacion?®.

Otras determinaciones de ayuda diagnéstica

Gastrina:

Es segregada por el antro del estomago y los islotes pancreaticos de Langerhans. La
alcalinidad estimula su secrecidn, al igual que la distensién del estomago por el antro debido
a la presencia de diferentes péptidos, alcohol, aminoéacidos y calcio. Una retroalimentacion

negativa ayuda en la inhibicion de la secrecion de estas, debido a la acidez del estomago?®.

Esta prueba se debe realizar mediante una infusion de calcio lo cual estimulard la gastrina.
Se realizara en pacientes que reporten hipersecrecion acida gastrica, un resultado negativo
en la prueba de la secretina y cuando los pacientes tengan niveles normales de catecolaminas,

ya que esto provocara su aumento debido a la exocitosis que provoca el calcio?.

Valores de Referencia: 0-100 pg/ml

Limitaciones: La concentracion de la gastrina esta ligada al ciclo circadiano lo que hace que

en la mafiana sea minima y al transcurrir del dia va aumentando?.

Enolasa neuroespecifica (NSE):

Es una enzima que se sintetiza en las neuronas y en las células neuroendocrinas, es util para
la monitorizacion de neuroblastomas, aunque no es especifica. Se encuentra elevada en el
65% de los neuroblastomas, aparecen con mas frecuencia en las glandulas suprarrenales y

sus alrededores?’. (Anexo 6)
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Valores de Referencia: > 14 ng/ml

Limitaciones: Los neuroblastomas aparecen en otros sitios del abdomen, térax, cuello y

cerca de la columna vertebral, debido a la presencia de células nerviosas en grupos?’.

Metoxitiramina:

Es un metabolito de la dopamina que ha demostrado ser de ayuda en casos de
Feocromocitoma ya que se han documentado pacientes con esta patologia que presentan
concentraciones de metanefrina y normetanefrina urinarias dentro de los valores de

referencia y valores de metoxitiramina urinaria elevadas?®%,

Valores de Referencia: 94 — 400 ug/24horas

Limitaciones: Se utiliza en tumores raros que secretan solo dopamina, donde uno de sus
metabolitos es la 3-metoxitiramina. Al ser muy sensible, puede detectar una elevacion que
no esté relacionada a la patologia, como las situaciones de estrés o el ingerir ciertos

alimentos®.

Clonidina:

En algunos casos, la medicién simultanea de catecolaminas plasmaticas y metanefrinas en
orina puede ayudar a establecer el diagndstico; si fallan las pruebas anteriores, se realiza la
prueba de supresion con clonidina, con una sensibilidad del 100% y una especificidad del
96%%. Se basa en la medicion de metanefrinas basales después de 3h de ingerir 300ug de
clonidina, para un resultado positivo se debera presentar una elevacién de 3 veces el valor
inicial®.

Método de ELISA

Fundamento

ELISA (ensayo de inmunoadsorcion enzimatica) es una variante del radioinmunoensayo

(RIA), el cual fue desarrollado por Engvall y Perlmann en el afio de 1971. Esta fundamentado
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en el principio de la inmunologia, debido a que un antigeno se une a un anticuerpo en
especifico, ayudando a la deteccion de bajas cantidades en una muestra que contenga
inmunocomplejos compuestos por moléculas como hormonas, proteinas, péptidos entre

otros 3 (Anexo 4).

Esta interaccidn genera una sefial debido a la interaccion enzimatica que por lo general esta
unida a un anticuerpo secundario, activada durante el reconocimiento del inmunocomplejo

por medio de un componente de la reaccion que esta fijado en una superficie solida®.

Una vez inmovilizado los inmunocompetentes, se debera bloquear con una solucion de
proteina no reactiva un ejemplo es la albdmina de suero bovino, ya que se busca cubrir
cualquiera de las areas que no fueron ocupadas para el inmunorreactivo, mejorando la

especificidad del ensayo y su capacidad de reconocimiento del analito®.

Las enzimas empleadas en los inmunoensayos deben estar bajo ciertos criterios:
— Tener una alta especificidad.
— Disponibilidad de un sustrato estable que genere un producto facilmente detectable.
— Menor costo.
— Compatibilidad con una amplia gama de medios de reaccion y condiciones de
ensayo.
— Capacidad para ser conjugadas con anticuerpos

— Baja afinidad por la fase solida®!.

Se produce una reaccion colorimétrica debido a que las enzimas acttan como catalizador, el
cual se produce cuando se afiade el sustrato especifico en la solucion de revelado estandar.
La enzima maés utilizada es el peroxidasa de rabano picante (HRP) el cual es una
glicoproteina compuesta de 308 aminoéacidos de 44 kDa, donde esta disponibles 4 grupos
aminos que se conjugan con el reactivo revelador el cual es secundario que no afectara a la
actividad del anticuerpo ni su capacidad de reconocimiento. La fase solida estd compuesta
por una placa de poliestireno que permite la inmovilizacion de los inmunocompetentes de

manera efectiva y facil, contiene 96 pocillos en total®.
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Procedimiento

ELISA competitivo-directa

Se da la unién del antigeno en la fase sélida mediante absorcion pasiva. Realizar un lavado

para posteriormente ser marcado con la enzima donde se afiadira el anticuerpo. Dejar incubar

para después de un tiempo volver a lavar, al afiadir el sustrato se desarrollara la aparicion del

color?,

1.

Se diluira con una solucion tampon el cual tiene un pH alto ya que permite que no
contenga otras proteinas que compitan en la union del antigeno en la fase solida.
Afadir el antigeno a la fase sélida el cual se absorbe pasivamente en la incubacion.
Después de este proceso cualquier antigeno que no se encuentre unido sera eliminado
mediante el lavado dejando cubierta la fase sélida.

Los anticuerpos especificos del antigeno estan marcados con enzima dando asi un
conjugado el cual se lleva a la incubacion.

La formacion del sustrato/cromaforo se afiade donde la enzima cataliza la reaccion

que dara un color final®.

ELISA competitivo-indirecta

Comparado al anterior, tiene la ventaja de que permite analizar maltiples sueros contra un

mismo antigeno, pero puede presentar problemas de union inespecifica en sueros

individuales®.

1.
2.

Mediante la incubacion se absorbe el antigeno de forma pasiva a la fase sélida.

Se afiade anticuerpos y se incubaron con el antigeno especifico. Mediante el lavado
se elimina el exceso de anticuerpos o componentes que no son vinculantes.

Los anticuerpos marcados con la enzima (conjugado) conducidos, contra la especie
en la que los anticuerpos originales fueron producidos (anti-especie).

Estos se uniran a los anticuerpos que posteriormente se unen al antigeno. El exceso

de conjugado se elimina por lavado después de un periodo de incubacion.
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5. Al afadir sustrato/cromoforo se producird un color el cual Ileva como resultado de
la enzima presente.
6. Laincubacion final permite que el desarrollo del color se detenga, se debera leer por

espectrofotometria®.

Todos los pacientes que presenten Feocromocitoma tendran una caracterizacion clinica
quimica donde en los examenes de metanefrinas en plasma o Catecolaminas libres en orina
presentaran niveles de 2 a 4 veces el limite superior de referencia indicado para esta

patologia®.

El diagnostico multidisciplinario del feocromocitoma el cual se compone por la sospecha
clinica, exdmenes de imagen y las pruebas bioquimicas permiten confirmar el hallazgo del
tumor. Al presentar una clinica tan variada, las determinaciones realizadas por el laboratorio

se han tornado indispensables para su diagndstico®:.

Los niveles plasmaticos y urinarios elevados de catecolaminas y sus metabolitos, las
metanefrinas, son pruebas de primera linea para establecer un diagnéstico confirmatorio en
pacientes con sospecha de Feocromocitoma, ya que la sensibilidad de estas pruebas es
cercana al 100%. Sin embargo, son imprecisas debido a diversos factores como el uso de
ciertos farmacos, el estrés, el tabaquismo, el consumo de café y chocolate, que pueden

aumentar la liberacion de catecolaminas y, por tanto, producir resultados falsos positivos®.

La concentracion de catecolaminas y metanefrinas seré variada en cada Feocromocitoma, ya
que dependera de la actividad enzimatica que esta presente, los altos niveles de tiroxina
hidroxilasa el cual es un paso limitante en la sintesis de catecolaminas, se correlaciona
positivamente con los altos niveles de catecolaminas, el cual orientara la etiologia de la
patologia. En el caso de los tumores extraadrenales y los relacionados con alteraciones
genéticas como la enfermedad de von Hippel Lindau va a predominar la noradrenalina, en
cambio los adrenales que se asocian a las Neoplasias Endocrinas Multiples de tipo 2,
predomina la adrenalina, la secrecion de catecolamina puede ser continuo, episodico o

presentarse de ambas maneras®®.
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CAPITULO Il1l. METODOLOGIA

El presente trabajo “Caracterizacion clinica y pruebas hormonales para el diagnostico de

Feocromocitoma”. Se encasilla en el siguiente marco metodologico.

Enfoque: cualitativo, ya que no se utilizaron datos estadisticos en el proyecto debido a que
se sustenta en el andlisis y recopilacion de documentos con informacién relevante
encontradas en bases de datos cientificas de alto impacto, facilitando una comprension
profunda y detallada de los fendmenos tratados en la caracterizacién clinica y diagnoéstico

del Feocromocitoma.

Tipo de Investigacion

Segun el nivel

Nivel descriptivo, debido a que se busco informacién de varias fuentes bibliograficas que
permitié destacar la caracterizacion clinica del Feocromocitoma junto al analisis de las
diferentes pruebas hormonales que fueron utilizadas para su diagnostico, este tipo de
investigacion se efectu6 para cumplir con los objetivos planteados.

Segun el disefio

Disefio no experimental y documental, no se manipularon variables en este trabajo, sin
embargo, se hizo una revision bibliografica en base de datos cientificos, los cuales aportaron
informacion relevante para el diagndstico de Feocromocitoma mediante la caracterizacién

clinica y las pruebas hormonales realizadas en esta patologia.
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Segun la secuencia temporal

Tipo transversal, dado que su principal caracteristica fue la recoleccién de datos en un
periodo de tiempo determinado, obtenidos en documentos cientificos desde el afio 2014 al
2024.

Segun la cronologia de hechos

El trabajo se dio desde un punto retrospectivo, debido a que la investigacion se inicid
siguiente a los hechos, los antecedentes de diversos estudios se encuentran registrados en
diferentes bases de datos cientificas veridicas y asociadas a la caracterizacion clinica y

pruebas hormonales para el diagndstico de Feocromocitoma.

Poblacion

La poblacién de estudio quedd constituida por 80 documentos bibliograficos relacionados
con la tematica de investigacion y publicados en bases de datos cientificos como:
Medigraphic, Scielo, Central American Journals Online, Elsevier, ResearchGate, PubMed,
Repositorio Universidad Central, Revista Chilena de urologia, Revista Guatemala de
Cirugia, Biblat, Dialnet, Lilacs, Libros, Portal Regional da BVS, ProQuest, Acces Medicina,
Redalyc, Scopus; igualmente se emplearon operadores booleanos: AND, OR y NOT,

mismos que favorecieron a una busqueda de informacion mas especifica.

Muestra

Finalmente se obtuvieron 35 documentos cientificos que cumplieron con los criterios de
seleccion y que se hallan disponibles en las bases de datos recopiladas con relacion al tema
en estudio, donde se tomaron revistas, casos clinicos, articulos cientificos, libros, entre otros,
ubicados en las siguientes bases de datos cientificas: Medigraphic (2), Scielo (10), Central
American Journals Online (2), Elsevier (3), ResearchGate (1), PubMed (9), Repositorio
Universidad Central (1), Revista Chilena de urologia (1), Revista Guatemala de Cirugia (1),
Biblat (1), Dialnet (1), Lilacs (1), Libro (1), Portal Regional da BVS (1).
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Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion:
— Documentos relacionados al tema, publicados en bases de datos acreditadas.
— Documentos cientificos publicados desde el 2014 hasta el 2024.

— Documentos que incluyan informacién sobre la caracterizacion clinica y pruebas

hormonales para el diagnéstico de Feocromocitoma.

Criterios de exclusion:
— Documentos que no dieron respuesta a los objetivos planteados.
— Libros o articulos que no proporcionen informacion relevante para el desarrollo de
la investigacion.

— Atrticulos con fecha de méas de 10 afios de su publicacion.
Meétodos de estudio
Se emple6 el método tedrico debido a que se desarrolld un analisis y sintesis de los
documentos cientificos, asi como articulos, manuales, libros, sitios web de diferentes
organizaciones internacionales que coinciden con la técnica de investigacion.
Técnicas y procedimientos
Técnica: observacion

Procedimiento: se consider0 todas las bases de datos bibliograficos acreditadas

internacionalmente, para la recopilacion y tratamiento de la informacidn descriptivamente.

Procesamiento Estadistico

Se efectud el procesamiento de datos, analisis de las ideas y de resultados obtenidos en las

busquedas bibliogréaficas con la triangulacién de la informacion.
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Consideraciones éticas

La presente investigacion no requirioé de comité de bioética debido a que es una revision de
tipo bibliografica donde solo se trabajo con articulos y revistas cientificas; no se manipularan
muestras bioldgicas ni datos personales. Los resultados y datos cientificos no fueron

dispuestos con fines maleficentes.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA
BUSQUEDA
]
¢Cudles son las principales pruebas
hormonales para detectar Feocromocitoma y
que manifestaciones clinicas estan presentes
segun la revision bibliogréfica?

v
Busquedas de fuentes de

informacién

Base de datos cientificas: Medigraphic, Scielo,
Central American Journals Online, Elsevier,
ResearchGate, PubMed, Repositorio Universidad
Central, Revista Chilena de urologia, Revista
Guatemala de Cirugia, Biblat, Dialnet, Lilacs,
Libro, Portal Regional da BVS, ProQuest, Acces
Medicina, Redalyc, Scopus.

4

Cumple con los criterios de inclusion: 35
articulos
Contiene informacion util para el desarrollo del
proyecto, Ultimos 10 afios para articulos
cientificos, de base de datos reconocida
cientificos, tesis y libros de base de datos

comprobados.
v

Articulos seleccionados:

Medigraphic (2), Scielo (10), Central American
Journals Online (2), Elsevier (3), ResearchGate
(1), PubMed (9), Repositorio Universidad
Central (1), Revista chilena de urologia (1),
Revista Guatemala de Cirugia (1), Biblat (1),
Dialnet (1), Lilacs (1), Libro (1), Portal Regional
da BVS (1)

'

Analisis, parafraseo de la informacion y cita

con normas Vancouver.

PN

Distinguir mediante revision documental
las principales manifestaciones clinicas y
pruebas hormonales para
Feocromocitoma.

Identificacion de conceptos:
Feocromocitoma, catecolaminas,
manifestaciones clinicas, pruebas

hormonales, biomarcadores.

Eleccion Idioma: espafiol, inglés y portugués

Revisadas: 80
Medigraphic (6), Scielo (9), Central American

Journals  Online  (5), Elsevier (8),
ResearchGate (3), PubMed (11), Repositorio
Universidad Central (1), Revista chilena de
urologia (1), Revista Guatemala de Cirugia (1),
Biblat (1), Dialnet (5), Lilacs (7), Libro (3),
Portal Regional da BVS (5), ProQuest (4),
Acces Medicina (4), Redalyc (4), Scopus (2)

{

Aplicar criterios de inclusion y exclusion

para la seleccion de articulos y libros.

.

No cumple con los criterios de inclusion: 45
articulos

No contiene informacion util para el desarrollo

del proyecto, mas de 10 afios los articulos

cientificos y no incluyen resultados de pruebas

de diagndstico.

¢

Base de datos excluidos:
Google Académico, Manuales del MSP.

ProQuest, Acces Medicina, Redalyc, Scopus,

e

Descartar Articulos: 45 40



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El feocromocitoma es una patologia que provoca una excesiva produccion de catecolaminas
que se relaciona estrechamente con las manifestaciones clinicas, no distingue entre el género
femenino y masculino, donde estara presente en su mayoria entre los 40 y 50 afios. El analisis
de las pruebas hormonales junto con la caracterizacion clinica es de gran apoyo para la

valoracion de la enfermedad.

Debido a esto se resaltan los métodos aplicados en la determinacién de las pruebas
hormonales, donde se asociara los niveles hormonales especificos para la valoracion de las
complicaciones clinicas en lo pacientes, también se identificaran biomarcadores adicionales
en la sangre u orina a través de analisis de literatura cientifica lo cual ayudara al diagnostico

de Feocromocitoma.
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Resultados

En la tabla 1, se analizan las diferentes pruebas realizadas para la deteccion de Feocromocitoma, junto a la descripcién del método analitico

aplicado.

Tabla 1. Descripcion de los métodos aplicados en pruebas hormonales para Feocromocitoma.

a|29

Inmunoanalisis

Autor/es Método Analitico Posicién Toma Muestra Sensibilidad | Especificidad | Determinacion Realizada
Sangre/Plasma 99 % 85-89 % Metanefrinas libres
. HPLC ] ]
Piriz M, et al*® o Sedente Orina 24h 95 % N/E Metanefrinas
Inmunoanalisis
Sangre/Plasma 83 % 96 % Cromogranina A
Céspedes M, o _ ) _
Lol HPLC Decubito supino | Sangre /Plasma 98 % N/E Metanefrinas fraccionadas
eta
Siacar S, et al L _ ) _
23 HPLC Decubito supino | Sangre /Plasma 97 % 93 % Metanefrinas fraccionadas
Berlanga E et | HPLC . _ ) _
Decubito supino | Sangre/Plasma N/E N/E Metanefrinas libres
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Sangre/Plasma 97 % 69 % Metanefrinas fraccionadas
Sangre /Plasma 77 % 93 % Metanefrinas totales
Polonia A. et Orina 24h 86 % 88 % Catecolaminas
o ’ HPLC e EIA Decubito supino
a Sangre /Plasma 96-99 % 80-100 % Metanefrinas libres
Sangre /Plasma 84 % 81 % Catecolaminas
Orina 65 % 95 % Acido Vanilmandélico
Pamo O, et . )
@ EIA N/E Orina 24h 80 % 82 % Metanefrinas
a
Benzoni P. et Sangre/Plasma 97 % 85 % Metanefrinas
. ’ HPLC Decubito supino
al Orina 24h 90 % 98 % Metanefrinas
Sangre/Plasma 97 % 96 % Metanefrinas
Cerrato G, et o ] i i ]
s N/E Decubito supino | Orina 24h 97 % 63 % Metanefrinas fraccionadas
a
Orina 24h 77% 93 % Metanefrinas totales
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Villagomez HPLC Sangre/Plasma 94 % 93 % Metanefrinas
" Decubito supino
M EIA Orina 24h 91 % 93 % Metanefrinas
HPLC Sedente Sangre/Plasma 90 % Metanefrinas
Boot C, et al** 93 %
HPLC Decubito supino | Sangre/Plasma 5% Metanefrinas
. 0 0 . .
e r et ol EIA Sedente Decibito Orina 24h 91 % 93 % Metanefrinas fraccionadas
arrR, eta )
HPLC SupIno Sangre/Plasma 94 % 93 % Metanefrinas libres
Tanaka Y, et HPLC Sedente Declibito Sangre/Plasma 95 % 97 % Metanefrinas libres
43 ;
al EIA SupIno Orina 24h 89 % 94 % Metanefrinas
Kiriakopoulos _ _ Sangre/Plasma o
" HPLC Decubito supino 97 % 91 % Metanefrinas libres
A, etal Orina 24h
HPLC Sedente Sangre/Plasma 89,5-100% |79.4-97.6% | Metanefrinas libres
Dorji T, et al*®
EIA Sedente Orina 24h 85.7-97.1% | 68.6 —95.1% | Metanefrinas

N/E: No especifica




Andlisis

La tabla 1, presenta los estudios sobre los métodos utilizados para determinar los diversos
analitos de interés diagnostico como HPLC y EIA, ademas, se especifica la posicion en la
que se obtuvo la muestra, se evidencia también la sensibilidad y especificidad de cada
método aplicado junto con la determinacion realizada y en qué tipo de muestra se efectla el

analisis.

Discusién

El andlisis de las técnicas utilizadas en la determinacién de catecolaminas, metanefrinas y
los diferentes analitos que estan presentes en la sangre, es de gran importancia debido a que
presentara de manera clara cual sera la opcion mas eficaz al momento de detectar esta

patologia.

Para Piriz et al*8. el dosificar metanefrinas en orina de 24 horas tiene una sensibilidad del
95% debido a que menciona que la dosificacion de Catecolaminas libres en orina es igual de
exacto, también hace referencia que las metanefrinas libres en plasma tendra una sensibilidad
del 99 % y una especificidad entre 85y 89 %, ademas describe el uso de la cromogranina A
como indicador de la recurrencia del tumor lo que sefiala que el tratamiento ha sido eficaz o
la reaparicion del mismo, teniendo para esta prueba una sensibilidad de 83 % y especificidad
de 96 %.

Céspedes et al®?. y Siacar et al?®. coinciden que la determinacion de metanefrinas
fraccionadas es un andlisis que tiene una sensibilidad de 98 % y 97 % respectivamente sin
embargo en la investigacion de Céspedes no se menciona la especificidad al contrario de
Siacar et al?®. en donde presenté un 93 % de la misma, dandonos a entender que esta seria la
primera prueba que debe considerarse para el diagnostico de la patologia.

Por otro lado, Berlanga et al?®. menciona que es importante la valoracion de metanefrinas

libres en plasma, ya que no se determinan las concentraciones de metabolitos conjugados los

cuales se producen a través de procesos metabdlicos mediante la sulfatacion intestinal, a
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diferencia de las metanefrinas fraccionadas en orina que determinan tanto los metabolitos

excretados como los conjuntos lo que reduce su especificidad.

Cabe destacar el estudio multidisciplinario de Polonia et al®. el cual hace referencia que la
primera opcion diagndstica es el andlisis de metanefrinas fraccionadas, totales y
catecolaminas libres en orina de 24 horas, se valord que la sensibilidad de estas fue del 97,
77y 86%, con una especificidad del 69, 93 y 88%, respectivamente. Asi mismo, menciona
que existen pruebas Utiles en el diagnostico de Feocromocitoma como las metanefrinas libres
en plasma con una sensibilidad y especificidad del 96-99% y 80-100% respectivamente,
otros analisis como catecolaminas plasmaticas y &cido vanilmandélico poseen una
sensibilidad de 84% y 65% Yy una especificidad de 81% y 95%.

Benzoni et al®., Villagoméz et al.**, Boot et al*!. citan que en la guia practica para la
deteccion Feocromocitomas y Paraganglioma recomienda la medicion de metanefrinas en
plasma u orina, donde la sensibilidad es de 97 %, 94 %, 93% y una especificidad de 85 %,
93 %, 90%, en el estudio de Pamo et al*’. se menciona que el anlisis de las metanefrinas en
orina de 24 horas llega a tener una sensibilidad de 80 % y una especificidad de 82%, lo que

demuestra que esta prueba es menos fiable que la determinacion en sangre.

Después de un estudio de los resultados de Dérr et al*?. Tanaka et al*®. Kiriakopoulos et al**.
indican que la medicion de metanefrinas libres en plasma debe ser la primera opcién al
momento del diagnostico de Feocromocitoma debido a que presentan una mayor sensibilidad
que corresponden a 94 %, 95 %, 97 % y una especificidad de 93 %, 97 %, 91 %, comparando
a la sensibilidad que presentan las metanefrinas cuantificadas en orina siendo 91 %, 89 %,
97 %, sin embargo Kiriakopoulos et al.** menciona que hay varios indicios que las
metanefrinas libres en plasma son mas sensibles pero menos especificas que las metanefrinas

en orina.

Luego de un analisis de los diferente estudios se evidencia que las dos muestras empleadas
en las determinaciones son sangre (metanefrinas libres, fraccionadas y totales, cromogranina
A, catecolaminas) y orina (metanefrinas libres, fraccionadas y totales, catecolaminas, acido
vanilmandélico), donde para cada muestra existe un método estandarizado que se

mencionaba en todos los estudios, en el caso de usar plasma sanguineo se aplica el método
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de Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC), en el caso de las determinaciones en
orina se requiere que la muestra sea de 24 horas, la cual seré cuantificada mediante diversos

inmunoensayos como EIA (Electroinmunoensayo) y RIA (Radioinmunoensayo).

Estos métodos estableceran un estandar al momento de realizar las diferentes pruebas en el
laboratorio, los cuales son procedimientos aplicados para detectar esta patologia, teniendo
en cuenta que las determinaciones en plasma llegan a ser mas sensibles como se demuestra
en los estudios de los diferentes autores, ya que la especificidad no varia con las muestras de
orina. Cabe mencionar que la posicion que se toma la muestra influira en la sensibilidad de
esta, ya que el paciente debe encontrarse relajado, sin hacer esfuerzo fisico, ni exponerse a

situaciones de estrés, debido a que puede aumentar las concentraciones hormonales.
Finalmente, Dorji et al*®. menciona que al usar la cromatografia liquida de alta resolucion

afiadiendo un método de deteccidn sea electroquimico o por espectrofotometria de masas

brindan una mejor sensibilidad al momento del diagndstico.
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En la tabla 2, se observa los distintos niveles hormonales obtenidos en las pruebas ejecutadas a los pacientes que fueron diagnosticados con

Feocromocitoma.

Tabla 2. Niveles hormonales obtenidos de pacientes diagnosticados con Feocromocitoma y manifestaciones clinicas

Autor Edad/Genero | Pruebas Realizadas Valores Obtenidos | Manifestaciones Clinicas Antecedentes
31 afos Metanefrinas en orina 2973 ug/24h Hipertension arterial de larga | 2 cuadros de accidentes
Femenino Normetanefrina en orina 21 505 ug/24h data cerebrovascular
Norepinefrina libre plasmatica | 8 247 pg/ml
Octavio A, et ] ]
5 Normetanefrina en orina 2 466 ug/24h
a ~
51 afios _ — o Abdominoplastia 30 dias
Normetanefrina plasmaética 2 066 pg/ml Intenso dolor en flanco izquierdo )
Femenino antes del ingreso
Epinefrina en orina 12,6 ug/24h
Norepinefrina en orina 1 541 ug/24h
62 afnos Metanefrinas plasmaticas 46,0 pg/ml
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Femenino

Normetanefrina plasmatica 180 pg/ml Hipertension arterial 4
Céspedes M, ] ] Cefalea, ansiedad y | afios, biopsia de mama,
Metanefrinas en orina 250 ug/24h. o o
et al?? palpitaciones. dislipidemia,
Catecolaminas libres en orina | 65,0 ug/24h. histerectomia abdominal
. « Acido vanilmandélico Normal Cefalea, pérdida de peso,
Siacar S, et | 12afos _ _ No presenta antecedentes
3 diaforesis, constantes les ni famili
a i : . : ersonales ni familiares
Masculino Catecolaminas libres en orina | Normal palpitaciones, vémitos. P
Duré C, et | 26 afios _ _ Dolor  epigastrio,  cefalea| _
Metanefrinas en orina Menor 0,2 pg/24h » o Hipertenso
al® Masculino sudoracidn, palpitaciones.
Polonia A, et | 32 afios Acido vanilmandélico 38,5 mg/24h Neurofibromatosis tipo
53 Dolor punzante en el pecho. _
al Masculino Metanefrinas plasmaticas 826 pg/ml 1, Hipertenso
Catecolaminas plasmaticas 840,0 pg/ml
- Crisis hipertensiva, taquicardia,
Antunes J, et | 47 anos ) ) _ _ _
y Metanefrinas en orina 450 pg/24h palidez y cefalea generalizada | Hipertenso
al Masculino
- severa
Acido vanilmandélico Normal
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Pamo O, et |42 afios Cefalea frontal pulsatil de | A partir de los 6 afios
Metanefrinas en orina 2 210 pg /24h . . .
al’’ Femenino intensidad 7/10 presenta asma bronquial
Dorji T, et|12afos _ _ Hemorragia nasal espontanea, | Ansiedad y aumento del
Metanefrinas en orina 29,3 pg/24h o ]
al* Femenino palpitaciones y cefalea. apetito.
) - Cefalea severa acompafiada de | Bronconeumonia
Pérez M, et | 97 anos . ” - . o :
46 Metanefrinas plasmaticas 876 pg/mi vertigo, hipertension, nauseas y | bilateral por SARS-CoV-
al Femenino . .
palidez cutanea 2
Montes P, et | 63 afios Acido vanilmandélico 10,20 mg/24h Presenta dolor abdominal con | Diabetes mellitus tipo 2 e
47 . T Ly . . ., .
al Femenino Metanefrinas plasmaticas 79,1 pg/ml caracteristicas de colico biliar. hipertension arterial
Metanefrinas plasmaticas 28 pg/ml
~ . ) Diagndstico dos afios
Jurado D, et | 94 anos ) — Dolor abdominal de 15 dias de |
Normetanefrina plasmatica 66 pg/ml N atras de una masa
al*® Femenino evolucion.
suprarrenal derecha
Metanefrinas plasmaticas 94 pg/ml
20 afios Acido vanilmandélico 13,4 mg/24h
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Masculino

Metanefrinas plasmaticas 93,1 pg/ml
) Cefalea intensidad 10/10 de 7
Berrientos ) o ] ) ) No presenta antecedentes
Normetanefrina plasmaética 2 977 pg/ml dias, dolor abdominal de tipo _ -
M, et al* o | personales ni familiares
colico con 5 meses de evolucion.
Catecolaminas libres en orina | 437 mg/24h
Acido vanilmandélico 26,1 mg/24h
Alberca A, et | 25 afios Cromogranina A Normal Palpitaciones y vomitos | No presenta antecedentes
50 . -, . - -y - g
al Femenino Metanefrinas plasmaticas >1 200 pg/ml repetitivos sin causa filiada. personales ni familiares
Norepinefrina libre plasmatica | 1 426 pg/ml
~ Norepinefrina libre plasmética | 1 033 pg/ml » Seguimiento en
Portal M, et | 9 afos Sudoracién profusa, cefalea y ]
51 _ ] dermatologia por
al Masculino Acido vanilmandélico 50,1 mg/24h frecuencia cardiaca elevada. mastocitosis
) N Dolor en hipocondrio derecho,
Rodriguez L, | 17 anos . _ - _ , | Nopresenta antecedentes
Acido vanilmandélico Normal fiebre, nauseas, astenia y pérdida ) N
et al®? Masculino personales ni familiares

de peso.
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Metanefrinas en orina

2 930 pg/24h

Madre: Hipertension
Dorji T, et|10afos Hemorragia nasal espontanea, | secundaria a
al® Femenino palpitaciones y cefalea. paraganglioma vesical y
Normetanefrina en orina 1 861 pg/24h palpitaciones
Metanefrinas plasmaticas 593,2 pg/ml Dolor punzante e intenso en el
Lambrecht A | 95 afios _ _ cuadrante  superior derecho, | Dolor de espalda por
Metanefrinas en orina 423,4 ug/24h ] ) ] o
et al®® Masculino vomito. Diaforesis, palpitaciones | masa suprarrenal
Normetanefrina en orina 342,5 ug/24h y temblores.
Wu HY, et |29 afos Norepinefrina en orina 22,45 pg/24h Opresion toracica, palpitaciones, Hivert
ipertensa
54 . £ P
al Femenino Catecolaminas libres en orina | 23,85 pg/24h mareos, VOMItOs y sudoracion.
. Norepinefrina libre plasmatica | 2 458 pg/ml Cefalea  ocasional vy
Jalca N, et | >8afos _ _ o : .
5 Dolor difuso abdominal, vémito | diaforesis
a Masculino Epinefrina libes plasmética 1 382 pg/ml

Padres: Hipertension
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Andlisis

En la tabla 2, se presenta una recopilacion de casos clinicos tiles para interpretar los
diferentes niveles hormonales que presentaron los pacientes que fueron diagnosticados con
Feocromocitoma, ademas se toma en cuenta tanto la edad como el género, asi como los
valores obtenidos en cada prueba realizada durante el diagnostico. Es fundamental también
conocer si presentaban antecedentes familiares y cudl es el cuadro clinico que se manifestaba

en cada paciente.

Discusién

La interpretacion de los valores obtenidos en cada prueba realizada junto con las
manifestaciones clinicas y antecedentes que refiere el paciente, son de ayuda al momento de
establecer un diagnéstico de Feocromocitoma, debido a que las personas se presentan con
una sintomatologia clasica que se desarrolla por el aumento excesivo de catecolaminas, las
cuales son las encargadas de regular la vasoconstriccion, estimulos nerviosos,

broncodilatacion, aumento de la frecuencia cardiaca, entre otros.

En la revision de Octavio et al®. Se present6 dos casos clinicos, donde se expone una paciente
de 31 afios, la cual reporta niveles altos de metanefrinas urinarias y normetanefrinas, presenta
un cuadro clinico de hipertensién debido al exceso de catecolaminas, donde el paciente

refiere haber tenido dos cuadros de accidente cerebrovascular.

Cespedes et al?2. y Antunes et al®*. Reportan a una paciente femenina de 52 afios y a un
paciente masculino de 47 afios respectivamente, ambos presentan la triada clasica de
feocromocitoma y tienen antecedentes de hipertension, por ello se realizd determinaciones
de metanefrinas plasméticas, normetanefrinas, catecolaminas libres en orina, y &cido
vanilmandélico. Sin embargo, las mediciones de metanefrinas plasmaticas son las méas
sensibles y tienen menor riesgo a presentar resultados falsamente elevados como resultado

de estrés.

Siacar et al?®. Presenta un paciente masculino de 12 afios, al que se realiza examenes de

Catecolaminas libres en orina y acido vanilmandélico cuyos valores obtenidos fueron
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normales, no refiere tener antecedentes, presenta cefalea, pérdida de peso, diaforesis y
vomitos. El autor menciona que el diagnostico de feocromocitoma requiere tanto de pruebas
hormonales como estudios de imagen para detectar a tumores que no presentan alteracién en

las pruebas.

En lainvestigacion de Duré et al®®. se present6 a un paciente de 56 afios de género masculino,
se cuantificd metanefrinas en orina de 24 horas, tiene antecedentes de hipertension y presenta
dolor en el epigastrio, cefalea, sudoracion y palpitaciones. Segun los autores probablemente
la muestra no fue tomada en las condiciones requeridas o no se realiz6 una correcta

determinacion de metanefrinas urinarias por lo que este resultado fue erréneo.

Polonia et al®®. expone a un paciente de 32 afios de género masculino, se realiza
determinaciones de acido vanilmandélico y metanefrinas libres en plasma, tiene
antecedentes de Neurofibromatosis tipo 1 e hipertension, presenta dolor punzante en el
pecho, en el caso presentado el resultado de las metanefrinas libres las mismas que
aumentaron nueve veces por encima de lo normal, mientras que el acido vanilmandélico se
incremento tres veces mas de los valores establecidos, por esa razén el valor predictivo

positivo se incrementd al 100%.

En la revision de Pamo et al*’. se present6 a una paciente femenina de 42 afios, la cual refiere
cefalea y desde los 6 afios presencia de asma bronquial, por otro lado, Dorji et al**. menciona
a una menor de 12 afios de género femenino que presenta hemorragia nasal espontanea,
palpitaciones y cefalea, a ambas pacientes se les realiza cuantificacion de metanefrinas en
orina de 24 horas, las cuales se encuentran elevadas indicando la presencia de

Feocromocitoma.

Pérez et al*®. y Montes et al*’. realizan el estudio de dos pacientes femeninas de 57 y 63 afios
respectivamente, la primera paciente ingresa a ser valorada por tener cefalea acompafiada de
vertigo, hipertension, nduseas, palidez, la segunda paciente presenta dolor abdominal tipo
colico, a pesar de tener caracteristicas clinicas diferentes a ambas se determina metanefrinas
en orina de 24 horas y metanefrinas libres en plasma. Segin Montes et al*’. las metanefrinas

se producen continuamente dentro de los Feocromocitomas y luego pasan a la circulacion,
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por ello deben ser medidas tanto metanefrinas libres en orina como plasma para el

diagnostico.

Jurado et al*®. expone en el caso de una mujer de 54 afios que se presenta con un dolor
abdominal con evolucion de 15 dias de dolor progresivo, donde sus antecedentes mencionan
que hace 2 afios fue detectada una masa suprarrenal derecha que después del seguimiento no
mostraba un crecimiento que permita identificar un tumor funcional, sin embargo después
de este tiempo se desarrollo, los exdmenes en esta paciente se encuentran normales y no
presentd la sintomatologia clésica de la patologia, lo cual nos deja en evidencia que en ciertos
casos no llega a producir un exceso de catecolaminas, y es necesario realizar estudios de

imagen que puedan confirmar la presencia del tumor.

En el caso de Barrientos et al*°. refiere a un paciente de 20 afios el cual reporta cefalea intensa
con 7 dias de evolucion, ademas refiere dolor abdominal tipo célico con una evolucion de 5
meses, no menciona antecedentes de importancia, en los examenes de laboratorio que le
realiza se evidencia un aumento metanefrinas y normetanefrinas, sin embargo, el estudio de
acido vanilmandélico y catecolaminas se encuentra dentro de los niveles normales, lo que

explicaria los dolores de cabeza.

Alberca et al*°. hace mencion en su caso a una paciente femenina de 25 afios con vomitos y
palpitacion sin causa, donde las pruebas realizadas se encontraban normales, a la edad de 27
afios refiere seguir con la misma sintomatologia, no obstante, al realizar examenes de rutina,
se ve reflejado un aumento significativo lo cual se le diagnostica Feocromocitoma. Se puede
Vver que en etapas tempranas de este tumor se puede producir cierta sintomatologia, aunque

los niveles hormonales se encuentren normales.

Portal et al®. Presenta un caso peculiar ya que se da en un paciente de 9 afios de sexo
masculino el cual refiere picos febriles de 38°C y una sudoracién profusa de 15 dias de
evolucion, al momento de llegar presenta cefalea, vomitos y una frecuencia cardiaca elevada.
Se le realiza pruebas complementarias donde se ve un aumento de 5 veces el limite de
referencia en la noradrenalina y acido vanilmandélico, lo cual segun lo investigado seria un

caso raro debido a que este tumor se desarrolla en la tercera década de la vida.
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Rodriguez et al®2. y Dorji et al*®. en sus investigaciones presentan a dos pacientes jovenes de
17 y 10 afios respectivamente donde en el primer caso el Unico estudio realizado fue de acido
vanilmandélico el cual en dos ocasiones se encuentra normal, sin embargo, se detalla la
presencia de feocromocitoma con pruebas de imagen, pero en el segundo caso se detalla que
recurre al médico por una hemorragia nasal espontanea, palpitaciones, cefalea y presion
arterial elevada, la madre reporta paraganglioma en su historial, como una indagacion de
probable causas de hipertension secundaria se le realiza examenes donde el nivel de
normetanefrina se encuentra muy elevado lo cual nos indica la presencia de

Feocromocitoma.

En los tres casos anteriores se evidencia que esta patologia puede darse en diversas etapas
de la vida, sin embargo, la mayor incidencia de estos segun lo investigado es a partir de la
tercera década, también tiene la caracteristica de presentar una sintomatologia similar en los
3 casos y se resalta la importancia de confirmar la presencia de esta patologia mediante
estudios de imagen en los casos de que las pruebas de laboratorio se encuentren normales.

Lambrecht et al*®. presenta a un varon de 55 afios el cual se dirigio a urgencias por un dolor
intenso en el cuadrante superior derecho y espalda, donde se menciona como antecedente
que le detectaron de manera accidental mediante una tomografia una masa suprarrenal el
cual comenzé a provocar molestias hace 1 afio acompafiado de episodios de diaforesis,
palpitaciones y temblores. En otras valoraciones se vio reflejado un aumento de la presion
arterial. Debido a esto se realiza pruebas hormonales de metanefrinas plasmaticas y orina las

cuales se elevaron marcadamente, dando con el diagndstico de feocromocitoma.

Wu HY et al®®- refiere a una paciente femenina de 59 afios que presenta desde hace 5 afios
hipertension sin tratar, al momento de la consulta presenta palpitaciones, mareos, vomitos y
sudoracion. En los examenes de laboratorio se evidencia una alteracién de las pruebas de
norepinefrina y catecolaminas, sin embargo, los niveles no son tan alarmantes como en otros

casos estudiados, pero la sintomatologia caracteristica persiste.
Jalca N et al®®, menciona un caso reportado por médicos ecuatorianos donde presenta a un

paciente masculino de 58 afios el cual refiere un dolor difuso en la region abdominal que

continta hacia la region lumbar acompafiados de vomito, cefalea en ocasiones y diaforesis
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espontanea, entre sus antecedentes se describe que presenta hipertension al igual que sus
padres. Se habla sobre una sospecha de feocromocitoma o tumor suprarrenal benigno el cual
se debe identificar mediante pruebas hormonales, en los resultados se evidencia unas

catecolaminas muy marcadas, lo cual nos indica la presencia de la patologia estudiada.

La identificacion de las complicaciones clinicas presentadas en pacientes que estén con
sospecha de padecer Feocromocitoma comprende de un estudio multidisciplinario el cual
abarca en primera estancia la sintomatologia clinica donde la mayoria de los pacientes
reportan cuadros de hipertension, cefalea y palpitaciones, los cuales estan relacionados a los
niveles aumentados de catecolaminas y metanefrinas, ya que debido a la elevada produccién,
provoca una sobreestimulacion de la vasoconstriccion, respuestas neuronales y de la presion
arterial. Sin embargo, no todos los casos de feocromocitoma presentan sintomatologia o

niveles hormonales elevados.

Es importante relacionarlas para dar con su identificacion ya que otros tumores como
paragangliomas pueden presentar una sintomatologia similar. Cabe destacar que los
antecedentes tanto personales como familiares cumplen un papel importante al momento de
establecer un diagnostico acertado, se ha mencionado que esta patologia puede desarrollarse
de manera hereditaria en la mayor parte de los casos. Para finalizar, después de cada revision
de los casos clinicos se destac6 que los estudios de imagen son de gran ayuda en el
diagnostico, la presencia de una masa suprarrenal puede confirmar el feocromocitoma; en

algunos casos donde las pruebas cuantificadas se encuentran normales.
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En la tabla 3, se describen biomarcadores adicionales que fueron de ayuda al momento de

dar un diagndstico junto a su utilidad al momento de detectar la patologia.

Tabla 3. Biomarcadores adicionales en sangre u orina como ayuda diagndstica en el
Feocromocitoma.

Autor Muestra Biomarcadores Utilidad Diagndstica
Santos Y, et S Secrecién de diversos péptidos
angre )
al® _ ademas de catecolaminas.
— Gastrina _
Williamson, Aumento en la presencia de un
26 Sangre )
et al Feocromocitoma.
Roman A, et ) _ ) . )
s Sangre/Orina Suprime liberacion de catecolaminas.
a
Berlanga et ) Prueba de estimulacion sin efectos
) Sangre/Orina ]
al?® - secundarios.
Clonidina _ : _
Util en metanefrinas plasmaticas
Farrugia F, S mayores a 4 limites de referencia.
angre . : -
et al®® No suprime niveles plasmaticos

elevados de normetanefrina.

Carballo D, Mutacion SHDB
. Sangre o
et al Enolasa Se usa en tumores neuroectodérmico
Berlanga et S Neuroespecifica Secrecién de diversas moléculas
angre _
al® ademas de catecolaminas.
Lenders J, et Niveles elevados asociados a
57 Sangre o
al o enfermedad metastasica.
Metoxitiramina i i
Cano M, et Para determinar Feocromocitomas
58 Sangre )
al extraadrenales y por mutaciones.
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Andlisis

En la tabla 3, se resumen biomarcadores adicionales que ayudan a la valoracion en pacientes
de Feocromocitoma, donde se da a conocer en que tipo de muestra se realiza cada
determinacidn, ademas se destaca la importancia de realizar otras pruebas para el diagnostico
de esta patologia junto a su utilidad que es de caracter especifico, actuando como pruebas

complementarias, debido a que el Feocromocitoma secreta otros analitos.

Discusién

Tradicionalmente, la medicion de metanefrinas plasmaticas y urinarias ha sido el estandar
para el diagndstico de Feocromocitoma. Sin embargo, hay interés en identificar
biomarcadores adicionales que pueden mejorar la precision diagndstica y proporcionar mas
informacion sobre el tumor. La identificacion y validacion de estas pruebas adicionales en

sangre y orina servirdn de ayuda diagndstica en situaciones especificas.

En el estudio de Santos et al*®. se menciona que algunos feocromocitomas llegan a producir
diversos péptidos aparte de catecolaminas, entre los cuales se encuentra la gastrina de la cual
se puede determinar su concentracion sérica mediante una muestra sanguinea. Asi mismo
Williamson et al®®. describe que los niveles de esta prueba pueden encontrarse
significativamente elevados debido a la presencia de feocromocitoma, sin embargo, es una
situacion muy especifica porque también puede elevarse en otras patologias quitandole

especificidad a esta prueba.

De acuerdo con Roman et al?®. Berlanga et al?®. mencionan que la utilizacion de la prueba
de clonidina es de gran ayuda cuando existe una sospecha de Feocromocitoma, pero los
niveles de metanefrinas no demuestran la suficiente validez diagndstica, es por ello que se
administré clorhidrato de clonidina al paciente, lo cual permitirdA comprobar que las
concentraciones de las metanefrinas sean normales, si hubiera una disminucion del 40 % al
valor inicial o un aumento a las 3 horas de haber sido administrado, confirma la presencia

del tumor.
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El estudio de Farrugia et al®®. coincide con lo expuesto anteriormente ya que menciona que
pacientes con valores de metanefrinas plasmaticas por encima de limite superior de
referencia y menores a cuatro veces el valor inicial tendra una importancia diagnostica.
También menciona que esta prueba posee una sensibilidad y especificidad muy altas, entre
100% y 96 % respectivamente, siendo ideal para confirmar en caso de existir valores que no

concuerdan con lo establecido para el diagndstico de Feocromocitoma.

Carballo et al'. y Berlanga et al?®®. demostraron en sus investigaciones que la Enolasa
Neuroespecifica (ENS) es un biomarcador de ayuda diagnostica para Feocromocitoma
debido a que estos tumores ademas de catecolaminas también producen un gran nimero de
moléculas entre ellas la Enolasa neuroespecifica, la cual actia como un marcador de tumor
neuroendocrino, sin embargo, cuenta con menor sensibilidad y especificidad que la
cromogranina A, por esa razon no se emplea como diagndéstico de primera linea si no como

una prueba adicional para la valoracion de este tumor.

La utilidad de metoxitiramina en el diagnostico de Feocromocitoma de acuerdo con Lenders
et al®. y Cano et al.%®. Describen que puede ser cuantificada a la vez con normetanefrina y
metanefrina sea en plasma o en orina, donde se ha documentado que la funcién que cumple
en casos donde los pacientes poseen una sospecha alta de padecer este tumor, a pesar de que
presentan concentraciones de metanefrina y normetanefrina dentro de los valores de

referencia, el valor de metoxitiramina se encuentra elevado.

Las diferentes pruebas mencionadas, marcaran una linea a seguir en cuanto se sospeche de
la presencia de Feocromocitoma, sin embargo como se demuestra, no seran utilizadas en
primeras estancias, dependera mucho de los resultados previos de las pruebas, en caso que
estas no llegaran a marcar niveles anormales se emplearan estas como ayuda diagnostica, sin
embargo la determinacion con mejores resultados es la clonidina, debid a su especificidad y
sensibilidad, siendo la mas recomendada al momento de valorar la presencia de

Feocromocitoma.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Conclusiones

Para el diagndstico de Feocromocitoma se demostré que la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) es la mas utilizada seguido del EIA, se evidencio que en ciertos estudios
la determinacion de metanefrinas libres ayuda a confirmar la presencia de la patologia debido
a su alta sensibilidad y especificidad del 100%, donde la posicion adecuada para la toma de
muestra es decubito supino ya que el paciente debe estar relajado, siendo las muestras de

suero/plasma las que se utilizan con mayor frecuencia y orina de 24h en menor proporcion.

La revision de casos clinicos publicados sobre feocromocitoma, constatd que esta
enfermedad no distingue entre géneros, la incidencia de esta patologia se ve reflejado en la
cuarta y quinta década de vida, las determinaciones que se elevan con recurrencia en estos
pacientes son las metanefrinas en plasmay en orina donde se encuentran 3 veces mas que su
valor de referencia, donde se enmarca cuadros de cefalea, palpitaciones, nauseas y vomito
en lamayoria de los casos, la hipertension era uno de los antecedentes familiares y personales

maés frecuentes debido a que era un indicador de la enfermedad.

El analisis de la literatura cientifica sobre biomarcadores adicionales para el diagnostico de
Feocromocitoma, ademas de las catecolaminas y metanefrinas, la Gastrina, Clonidina,
Enolasa neuroespecifica, y Metoxitiramina, son empleadas como pruebas complementarias
en situaciones especificas, la Clonidina y Enolasa Neuroespecifica demostraron un mejor

rendimiento en el diagnostico.
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ANEXOS

Anexo 1. Foto macroscépica de glandula suprarrenal izquierda de bordes irregulares y de

gran tamafio.

Fuente: Castillo O, Kerkebe M. Reseccidn laparoscopica de feocromocitoma y quiste pancreético en un

paciente con enfermedad de VVon Hippel-Lindau. Recuperado de: https://n9.cl/yvkxr
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Anexo 2. Fisiopatologia del Feocromocitoma.

Defecto genético o DOLOR
esporadico ABDOMINAL
Efecto de masa
1 HIPERTENSION
RENOVASCULAR
FEOCROMOCITOMA -—
ILEO OCLUSION
ADINAMICO INTESTINAL
HIPERGLUCEMIA 4 T A
| Gastrointestinal
R-alfaly 2
Glucogendlisis ( e
(R-beta 2)
DIAFORESIS
_ | Glandulas sudoriparas
] (R'alfa1)
Sistema de conduccion Adrenalinay -
;’?":m”i“bg - Noradrenalina | .| Metanefrinas séricasy | _ | APOYO
(R-betaly2) Ac. Vanilmandélico DIAGNOSTICO
v v \ S
Arterias ; ; HIPERTENSION
TAQUICARDIA HIPERTROFIA |—»| Sistémicas
[ - J (R-beta 2) ARTERIAL
INSUFICIENCIA

A
Isquemia e |<-J | Cerebrales l >{ CEFALEA
infarto

Fuente: Gutierrez V, Isauro R. La fisiopatologia como base fundamental del diagnéstico clinico. Recuperado

de: https://n9.cl/ehwgb
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Anexo 3. Algoritmo de diagndstico para Feocromocitoma

Sospecha de Feocromocitoma

'

para

Interrumpir farmacos que puedan
interferir y obtener orina de 24 horas
determinar
catecolaminas

vanilmandélico.

Normal o aumento
ligero

metanefrinas,

y acido

}

Aumento > 2 veces

Sil

No

N

Sospecha baja

Buscar otras causas

A\ 4

Sospecha
elevada

Normal

\ 4

RMoTC
suprarrenal/abdominal

de un episodio.

Positiva

Obtener muestra de orina de

24h inmediatamente después

a

Negativa

Tartar por Feocromocitoma

Evaluacion adicional con
MIBG o RM corporal total

Fuente: Williamson M, Snyder M. Wallach Interpretacion Clinica de pruebas diagndsticas. 9th ed.: Wolters

Kluwer. Libro fisico.
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Anexo 4. Inserto de prueba para metanefrinas en orina.

Instrucciones de Uso

IBL

INTERNATIONAL

Metanephrine ELISA

Inmunoensayo enzimatico para la determinacion cuantitativa de
ina en orina

RE59181

IBL INTERNATIONAL GMBH
Flughafenstrasse 52a Phone: +49 (0)40-53 28 91-0  IBL@IBL-International.com
D-22335 Hamburg, Germany  Fax: +49 (0)40-53 28 91-11 ‘www.IBL-International.com

Metanephrine ELISA (RE59181) ESPANOL

1. USOPROPUESTO

Inmunoensayo a para la 6 de en orina humana.

2. IMPLICACIONES CL|NICAS

Las se sintetizan en la médula adrenal, el sistema
nervioso simpatico y el cerebru Ellas influyen plactlcamen!e sobre todos los tejidos y estan involucradas,
junto con otros sistemas y enla lacion de una amplia variedad de procesos
fisiolégicos.

Las Y sus i ina y ina pueden ser con pi
diagndsticos ya que son en grandes i en diversas

En este contexto, el di ol de las de\ sistema nervioso es de
importancia vital. Esto es apl\:able al pero también al neuroblastoma y

el ganglioneuroma.
El crecimiento maligno se describe en el 10% de los feocromocltomas Es mas, la elevaclon de las
ysus y puede enlos

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El procedimiento de ensayo sigue el principio basico de los ELISAs competitivos, donde existe competencia
entre el antigeno biotinilado y el no biotinilado por un nimero fijo de sitios de unién. La cantidad de

antigeno biotinil unido al es ala del analito en la
muestra. Cuando el sns(ema esta en equilibrio, el anugeno bmhmlado libre se elimina con una etapa de
lavado y el antigeno bioti unido al una fosfatasa
alcalina como marcador y p-nitrofenil fosfato como sus!ralo La i ion se logra por

de
la actividad enzimatica de la muestra desconocida con una curva de respuesta preparada con estandares
conocidos.

4.  ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. S6lo para uso en diagnéstico in-vitro. Sélo para uso profesional

2. Antes de comenzar el ensayo lea las instrucciones completa y cuidadosamente. Use la versién valida
del prospecto que se ofrece con el juego de reactivos. Asegirese de entenderlo todo

3. En caso de dafio severo del estuche del juego de reactivos, contacte por favor a IBL o a su

suministrador en forma escrita antes de transcurrida una semana de la recepcion. No utilice los
componentes dafiados en los ensayos pero guardelos en forma segura para la reclamacion.
4. Tome en cuenta el nimero de lote y la fecha de caducidad. No mezcle reactivos de diferentes lotes. No
use reactivos vencidos.
Cumpla con las buenas practicas de y las pautas de idad. Use bata de
guantes de latex v gafas de ion cuando sea i
Los reactivos de este juego que contienen materiales peligrosos pueden causar iritacion ocular y
cutanea. Vea MATERIAL SUMINISTRADO vy las etiquetas para los detalles. Las Hojas de Datos de
Seguridad de los materiales para este producto estan disponibles en la pagina de internet de IBL o
mediante solicitud directa a IBL.
Los reactivos quimicos y los reactivos preparados o usados deben ser tratados como desechos
peligrosos de acuerdo con las regulaciones nacionales sobre bioseguridad y pautas de seguridad
El personal de limpieza debe ser capacitado por profesionales para el manejo de residuos peligrosos.
Evite el contacto con la Solucion de Parada. Puede causar imitaciones y quemaduras en la piel.

@

o

~

© @

5. ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

El juego de reactivos es enviado a temperatura ambiente y debe ser almacenado a 2-8 °C. Manteniéndose
alejado del calor o de la luz solar directa. EI almacenamiento y estabilidad de muestras y reactivos
preparados se detalla en los capitulos correspondientes.

La placa de microtitulacién es estable hasta la fecha de caducidad del juego de reactivos aun cuando la
bolsa haya sido abierta, siempre que se vuelva a cerrar herméticamente y se almacene a 2-8 °C.
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6. TOMA Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La liberacién in-vivo de i y
/i\ alimentos. La Vitamina B, el café y los pla(anos la alfa metildopa , los inhibidores de la MAO y la

' COMT asi como los medicamentos relacionados con la hipertensién deben descontinuarse al
menos 72 horas antes de la loma de mueslra

ﬁ\ No se deben tomar que tomaron ivil i o que
‘ \ | contienen biotina en las ultlmas 48 horas

Orina

Se puede emplear tanto la orina espontanea como la acumulada en 24 h. El volumen total de la orina
excretada durante un periodo de 24 h debe ser recogida y mezclada en un solo recipiente que contiene
10-15 mL de 6 N HCI como preservativo. Determine el volumen total para el célculo de los resultados.
Mezcle y i las antes de

<-20°C (Al alejado del calor o de la luz solar directa,
Estabilidac: 6 meses Evite congelar y descongelar repetidamente.
7. MATERIALES SUMINISTRADOS

i Los reactivos suministrados con este kit son suficientes hasta para 96 determinaciones simples o
| £ | hasta 48 duplicadas de metanefrina o de normetanefrina.

ad imbolo | Componente

| Placa de Microfitulacién
;

Tiras separables. reveslido con IgG anli-conejo (cabra, policlonal)

1x12x8

| Metanefrina Antisuero
1x8mL ANTISERUM Coloreado en verdi. Listo para usar. Contenido: Antisuero {conejo], Solucion buffer
fosfatada, 0.1 % Nals.

Metanefrina Biotina
| Listo para usar Contenido ietanefrina Biotina, Solucion buffer fosfatada,
| BSA. 0.1 % Nala.

1x8mL BIOTIN

ENZCQONJ|[CONC

1% 400 pL

160 4oo 1000; 2500 pg,L
127 llmOl L
| Listo para usar. Contenido: 1M HOI

1x | 0:26
7x035mL kaag |03

1x | Control 1+2
2x05mL [CONTROL 142 | Listo para usar Por concentraciones exactas vea las etiquetas de Ias ampolias o el
@ | certificado Control de Calidad

1x225mL  ACYIREAG | Reactivode Acilacién
BCVLREAG | {iqio pars user. Contonco:

Tubos de Hidrolizacién

2x50x HYDRTUB| | Tubos de poliestireno desechables (sin revestir). Tubos adicionales para la hidrélisis
| se encuentran disponibles bajo el ndmero de referencia REF KEZZ661
1x20 mL HCL | He

| Listo para usar. 0.1 M HCL

Buffer de Ensayo Concentrado (10x)
TxS0mL | ASSAYBUR CONG | B e o oute fosiatate, B0 e atls

JE— Solucion Buffer Indicadora
1x11mL INDICATORBUF | Coloreado en purpura Listo para usar. Contenido: Solucion Buffer Tris, rojo fenol
| viraje de color a pH < 7.5).

—F”C_'F Solucién Buffer de Lavado Concentrado (10x)
2x100mL | WASHBUF|ICONC] | o terico: Solucion Butier Trs, HCL Tween, 0.2 % Nals

PNPP SUBS! | Solucién de Substrato PNPP
1x13mL PNPP SUBS| | [isto para usar. Contenidos fosfato da p-itroferil (PNPP).
Solucion de Parada PNPP
Ix15mb NPP STOR Listo para usar. Contenido: 1 M NaOH, 0.25 M EDTA
3Ix FOIQ | Folio Adhesivo
Version 2018-09 2i6
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MATERIALES REQUIRIDOS PERO NO SUMINISTRADOS
Eppendorf o similares, < 3 % CV). Volamenes: 10; 50; 100; 1000 pL
. Tubos de vidrio desechables (12 x 75 mm)
. Agitador orbital (200-900 rpm) (p.e. EAS 2/4, SLT)
Vortex
Bafio maria, 90°C, 37°C
. Micropipeta multicanal de 8 canales con reservorio de reactivo
. Frasco lavador, sistema automatizado o semi-automatizado de lavado de placas de microtitracion
para placas de on capaz de leer absorbancias a 405 nm
(longitud de onda de referencia 600-650 nm)
. Agua bidestilada o desionizada
10. Toallas de papel, puntas para las micropipetas y cronémetra
11. Marcador indeleble para la rotulacion de los tubos de hidrdlisis

PNOOAELN A ®

©

9. INDICACIONES PARA EL PROCEDIMIENTO

. Cualquier manipulacion inadecuada de las muestras o modificacion del procedimiento de ensayo puede
alterar los resultados. Los volumenes a pipetear, los tiempos de incubacion, las temperaturas y etapas
de pretratamientos tienen que ser efectuados estrictamente siguiendo las instrucciones. Use sélo
pipetas u otros dispositivos calibrados.

2. Una vez comenzado el ensayo, se deben completar todas las etapas sin interrupcion. Asegurese de que

los reactivos, materiales y dispositivos necesarios estén listos en el momento adecuado. Permita que

todos los reactivos y muestras alcancen la temperatura ambiente (18-25 °C) y agite suavemente por

rotacién cada vial de reactivo liquido o muestra antes del uso. Evite la formacion de espuma.

Evite la contaminacion de los reactivos, pipetas pocillos y/o tubos. Emplee una punta desechable nueva

para cada reactivo, estandar o muestra. No intercambie las tapas. Tape siempre los viales que no estén

en uso. No reutilice los pocillos, tubos o reactivos.

4. Se recomienda ensayar las muestras por duplicado para poder identificar errores potenciales de
pipeteo.

. Use un esquema de pipeteo apropiado segun las dimensiones de la placa.

. El tiempo de incubacion afecta los resultados. Todos Ios pocillos deben ser mampuladus en el mismo

orden y secuencia de tiempo. Para el pipeteo de en los pocillos se una pipeta de

8 canales.

El lavado de la placa de microtitulacién es un paso importante. Los pacillos insuficientemente lavados

conllevan a resultados erréneos. Se recomienda emplear una pipeta multicanal o un sistema automatico

de lavado. No deje secar los pocillos entre incubaciones. Cuide de no dafar el recubrimiento de las

placas durante el enjuague yio la aspiracion. Enjuague y agregue los reactivos cuidadosamente. Al

enjuagar cercidrese que todos los pocillos estén completamente llenos con la Solucién Buffer de Lavado

y que no haya residuos en ellos.

8. La humedad afecta los pocillos y tubos recubiertos. No abra la bolsa hasta que alcance la temperatura

ambiente. Los pocillos o tubos que no se empleen deben guardarse inmediatamente en la bolsa
resellada con desecante.

10.  INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACION DEL ENSAYO
Para la versién manual y automatica:

El contenido para 96 delevmmaclones puede ser dividido en 3 ensayos separados.
a un ensayo de 4 tiras

.

o0

N

A (32 determinaciones).
Si desea reducir el namero de estandares de 7 a 6 puede omitir el estdndar G.
En tal caso el rango de medicién se vea reducido a 1000 pg/l

En caso de utilizar un mayor nimero de tiras, modifique los volumenes en relacion.

10.1. ion de

Na mezcle los Conjugados Enzimaticos de la Metanefrina y Normetanefrina en caso de que emplee
/il el ELISA de Normetanefrina en paralelo.

Version 2018-09 3i6
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Diluyal [ o " . .
disuelva omponente Diluyente Relacién Notas Almacenamiento | Estabilidad
1SmL | ASSAYBUF CONC a%vgg':f agua bidest. |  1:10 28°C 2 semanas
60mL | WASHBUF [CONC ?‘;ggm“f agua bidest. | 1:10 28°C 4 semanas
con Buffer de Prepare fresco y, ,
120uL | ENZGONIEONE | g [ensayouimico] ! usesdiounaves]  1525°C Shores

10.2. Hidrolisis de las muestra de Orina, Estandares y Controles para Metanefrina total
(en Tubos de Hidrolisis)

La etapa de hidrolisis es necesaria para la de total y

fotal. No se requiere Ia hidrdlisis cuando se ensayan normetanefrina y metanefrina libres

La muestra sospechosas de contener concentraciones superiores al mayor de los estandares
tienen que diluirse con 0.1 M HCl antes de la etapa de hidrdlisis.

10.2.1. i6n de las en una sola etapa en los tubos de hidrélisis

1. |Pipeete 10 pL de cada Esténdar, Control y muestra de orina en los tubos de hidrolisis

2. Pipetee 40 pL de 0.1 M HCI en cada tubo.

3. | Tape los tubos con tapon. Hidrolice 1 h a 90 °C (controle la temperatura con termémetro). Luego
deje enfriara temperatura ambiente. Vortex.

4. | Pipetee 100 pL de Solucion Buffer Indicadora en cada tubo. Vortex.

6. Pipetee 20 uL de Reactivo de Acilacion en cada tubo. Mezclar con vortex cada tubo
inmediatemente después de pipetear. Ponga atencién en adicionar completamente el reactivo de
acilacion en el contenido de los tubos..

6. | Tape los tubos con tapén. Incube 15 min a TA (18-25 °C).
7. | Pipetee 1 mL de Solucién Buffer de Ensayo diluida en cada tubo. Vortex.

1. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO
En placa de mi i y manual

1. | Pipetee 50 pL de cada Estandar acilado, Control acilado y muestra de paciente acilada en los
respectivos pozos de la placa de microtitracion.

2. | Pipetee 50 uL de Metanefrina Biotina en cada pozo.

3 Pipeete 50 pL de Metanefrina Antisuero en cada pozo. Agite la placa cuidadosamente.
4. | Cubra la placa con un folio adhesivo. Sacuda cuidadosamente Ia placa. Incube durante 1 ha TA
(18-25 °C). en un agitador orbital (500 rpm)

5. Remueva el folio adhesivo. Descargue la solucion de incubacion. Lave la placa con un automata 6 x
con 250 uL de Solucion Buffer de Lavado diluido (3 x manual). Remueva el exceso de solucion
la placa invertida sobre una toalla de papel

6. | Pipetee 150 pL de Conjugado Enzimético preparado fresco en cada poza.
7. | Cubra la placa con un nuevo folio adhesivo. Incube 30 min a TA (18-25 °C) en un agitador orbital
(500 rpm).

8. | Remueva el folio adhesivo. Descargue la solucion de incubacion. Lave la placa con un autémata 6 x
con 250 uL de Solucion Buffer de Lavado diluido. (3 x manual) Remueva el exceso de solucion
golpeando cuidadosamente la placa invertida sobre una toalla de papel.

9. | Para la adicién de la Solucién de Substrato y de Paro utilice, de ser posible, una pipeta de 8 canales.
La adicion de sustrato y solucion de paro debe llevarse a cabo en intervalos de tiempo iguales. Evite
la on de burbujas pipeteando con sobrevolumen.

10. | Pipetee 100 uL de Scolucién de Substrato PNPP en cada pozo.

11. | Incube 40 min a TA (18-25 °C) en un agitador orbital {500 rpm)

12. | Detenga la reaccion de sustrato con la adicién de 100 uL de Solucion de Parada PNPP en cada
pozo. Mezcle el agitando la placa

Lo

Mida la densidad 6ptica con un fotdmetro 405 nm (Longitud de onda de referencia: 600-650 nm)
antes de 60 min después de pipeteada la Solucién de Parada.

Version 2018-09 4i6
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12. CONTROL DE CALIDAD

Los resultados son validos solamente si el ensayo ha sido realizado de acuerdo a las intrucciones, Ademas
el usuario debe atenerse a las Practicas de Buen Laboratorio (GLP) u otras normas o leyes comparables.
Para la determinacion del diagnostico, el usuario y/o el laboratorio deben de tener un sistema validado de
acuerdo con las Buenas Practicas de Laboratorio (GLP). Los valores de los controles del ensayo deben
encontrarse dentro de los rangos de aceptacion indicados en las etiquetas y el Certificado QC. Si este
criterio no se cumple, el ensayo no es valido y debe repetirse. Cada laboratorio debe emplear muestras
conocidas como controles adicionales. Se recomienda participar en los programas de aseguramiento de la
calidad adecuados.

En caso de defectarse alguna desviacion, se debe verificar lo siguiente: Fecha de vencimiento de los

reactivos, i de i . pipetas, disp i dici de i y método de
lavado.
Notas para los partici en los de de Control de la Calidad

IBL regularmente toma parte de los Esquemas de Aseguramiento de Control de la Calidad para los
Inmunoensayos de Metanefrina. Los organizadores de estos esquemas emplean metanefrina racermca (+-)
por lo que el cliente, al medir muestras por en rango de elevado,
encontrara solo el 30-40% de los resultados obtenidos por HPLC.

Si los organizadores emplean muestras nativas de pacientes con metanefrina elevada no se aprecia este
problema. La razén es que el anticuerpo empleado en los kits reconoce la forma biolégicamente activa de la
metanefrina. Por lo tanto, chequee la preparacion de las muestras empleadas en el esquema de Control de
la Calidad al interpretar lo resultados.

13.  CALCULO DE RESULTADOS

La DO de los estandares (eje-y, hneal) se plo(ean conlra su concentracion (eje-x, logaritmico) ya sea en
papel método Se logra un buen ajuste con cubic spline,
4 Parameter Logistics or Logn Log.

Para el célculo de la curva estandar, Aplique cada sefal de los estandares (los duplicados con un valor
obviamente fuera de limites debe omitirse y emplearse el valor Gnico més plausible).

La concentracion de las muestras se puede |eer directamente de la curva estandar.

En caso de muestras diluidas los valores deberan multiplicarse por el factor de dilucion correspondiente.
Las muestras que presenten una sefial mayor a la del esténdar mayor tienen que ser diluidas segun se
describe en INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACION DEL ENSAYO y analizadas nuevamente.

Calcule la excrecion de 24 h para cada muestra de orina: pgi24 h = pg/L x Li24 h

Conversion:
1 ng/mL
2z
Metanefrina (pglL) x5.07 x 102 = ymoliL Motanephrine ELISA
Curva de Calibracion Tipica it
(Ejemplo. iNo usar para el calculo!) P -
Estandar | Mefanefrina |  DOweio | DO/DOrux z " I
(wall) %) Fu 1
A 00 | 1867 100 5 [
B 26 [ 1s70 89 - =
c 64 | 1473 79 o3 ]
D 160 | 1153 62 o *
E 400 | 0778 42 ° :
E i A P w it a o
o 2500 | 0245 S ‘Concentration Metanephrine (asL1
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14. VALORES ESPERADOS
Los resultados por si solos no deben ser la nica razén para un tratamiento terapéutico, sino que deben
correlacionarse con observaciones clinicas y ensayos de diagnéstico.

Los sujetos ap sanos p los valores:
Medio: 134 pgid Intervalo: 25 — 312 pgid. (95 % percentil)
Se i que cada su propio rango de valores normales.

16. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Las muestras de pacientes que tomaron multivitaminas o suplementos que contienen biotina pueden
contener cantidades de biotina que causaran interferencia con el ensayo. La toma de la muestra y
almcenamiento tiene un efecto importante en los resultados. Vea TOMA DE MUESTRA Y
ALMACENAMIENTO para mayores detalles.

Para reactividad cruzada, vea PRUEBAS FUNCIONALES.

16. PRUEBAS FUNCIONALES

Substancia Reactividad Cruzada
i Analitica 0.1 Do et
(Reactividad Cruzada) 0.2 testeadas < 0.2 %
- b
Acido cafeico 0.1
)-Synephrine 0.8
Sensibilidad Analitica N
(Limite de Deteccién) Senal media (Estandar-Cero) - 2DS 12 pgiL
Intervalo (pgiL) CV (%)
Precision Intra-Ensayo 116-1477 8.8-5.0
Inter-Ensayo 111-1559 7.3-11.3
= Dilucién en Serie hasta Intervalo (ugiL) Intervalo (%)
Linearidad 8 7-1533 85-125
Reciperaion después Medio (%) Intervalo (%)
P del enri nto % 86-120
Metodo de Comparacion = 0.93; r=0.96;
versus ELISA comercial y (IBL RE59181) = 0.89 (Otro ensayo) + 50.40
Comparacién de métodos: - - 0.99; r=0.99;
manual vs. Automatico versién manual = 1.05 (DSX) + 13.27
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Anexo 5. Inserto para la determinacion de adrenalina, noradrenalina, dopamina en plasma y orina.

TriCat TM ELISA (RE59395) ESPANOL
Instrucciones de Uso
1. USOPROPUESTO
e Emylteroms zimético de = tativo in-vitro manual y para la
de . y en plasma y orina humanos
- 2. IMPLICACIONES CLINICAS
Las ina y ina se sintetizan en la médula adrenal, el sistema
nervioso simpatico y en el cerebro. Ellas influyen practicamente sobre todos los tejidos y estan
involucradas, junto con otros sistemas y enla ion de una amplia variedad de
procesos fisioldgicos.
Las y sus pueden ser
ya que son en grandes en diversas En este comextu el

TriCat TM ELISA

Inmunoensayo enzimatico de dlagnostlco cuantllatlvo in-vitro manual y
i para la determi de adr nor y
dopamina en plasma y orina humanos.

RE59395

W 3x96
\., jﬂzz_so

IBL INTERNATIONAL GMBH
u Flughafenstrasse 52a Phone: +49 (0)40-53 28 910 IBL@IBL-International.com
D-22335 Hamburg, Germany ~ Fax: +49 (0)40-53 28 91-11 www.IBL-International.com

diagndstico y seguimiento de las enfermedades tumorales del sistema nervioso es de importancia vital.
Esto es aplicable al pero también al neuroblastoma y el
ganglioneuroma.

A causa de la extraccion al inicio del ensayo, el cliente puede usar todo tipo de material de especies
animales. Se puede aplicar con ratas, ratones y otros. La estructura quimica de las catecolaminas es
idéntica en todo los animales.

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO
El enzimo |nmunoensayo sobre fase sohda (ELISA) esta basado en el pnnclplo del sandwich. Los pocillos

TriCat TM ELISA (RE59395) ESPANOL

5. ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

El juego de reactivos es enviado a temperatura ambiente y debe ser almacenado a 2-8 “C. Manteniéndose
alejado del calor o de la luz solar directa. El almacenamiento y estabilidad de muestras y reactivos
preparados se detalla en los capitulos correspondientes.

La placa de microtitulacion es estable hasta la fecha de caducidad del juego de reactivos aln cuando la
bolsa haya sido abierta, siempre que se vuelva a cerrar herméticamente y se almacene a 2-8 *

6. TOMA Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La liberacion in-vivo de catecolaminas y metanefrinas esta influenciada por varios medicamentos y
alimentos. La Vitamina B, el café y los plétanos, la alfa metildopa , los inhibidores de la MAO y la
COMT asi como los medicamentos relacionados con la hipertension deben descontinuarse al
menos 72 horas antes de la toma de muestra.

Plasma (EDTA)
La separacién de plasma de la muestra de sangre mediante centrifugacién debe llevarse a cabo
A\ antes de transcurridas las 2 horas desde la toma de la muestra. La muestra debe almacenarse a
2-8°C.
Se deben observar las precauciones usuales para la Es i preservar la i
quimica de la muestra de sangre desde el momento de su toma hasta el ensayo. No emplee muestras
fuertemente hemolizadas, lipémicas o ictéricas. Las muestras que presenten turbidez deben centrifugarse

se encuentran con un de cabra dirigido hacia una region antes de ensayar para eliminar cualquier material particulado

especifica de la molecula del antigeno se agrega en forma ||qu1da y se une a la placa de microtitulacion Almacenamiento: 2-8°C -20°C (Alicuotas) Manténgase alejado del calor o de la luz solar directa.
durante la incubacion. La muestra se incuba en el pocilo con el  del S o 5 Evite congelar y descongelar repetidamente.
segundo anticuerpo (E-Ab), dirigido hacia una region diferente de la molécula del antigeno. La i stabilida oras mes) Para su embarque las muestras deben

del color desarrollado por la reaccion del sustrato es proporcional a la concentracion de antigeno. Los Orina

resultados de las muestras se pueden determinar directamente usando la curva estandar.

4. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Sélo para uso en diagndstico in-vitro. Sdlo para uso profesional.

2. Antes de comenzar el ensayo lea las instrucciones completa y cuidadosamente. Use la version valida
del prospecto que se ofrece con el juego de reactivos. Asegurese de entenderlo todo.

. En caso de dafio severo del estuche del juego de reactivos, contacte por favor a IBL o a su
suministrador en forma escrita antes de transcurrida una semana de la recepcién. No utilice los
componentes dafiados en los ensayos pero gudrdelos en forma segura para la reclamacion.

4. Tome en cuenta el nimero de lote y la fecha de caducidad. No mezcle reactivos de diferentes lotes. No
use reactivos vencidos.

. Cumpla con las buenas practicas de laboratorio y las pautas de seguridad. Use bata de laboratorio,
guantes de latex desechables y gafas de proteccion cuando sea necesario.

6. Los reactivos de este juego que contienen materiales peligrosos pueden causar irritacion ocular y
cutanea. Vea MATERIAL SUMINISTRADO vy las etiquetas para los detalles. Las Hojas de Datos de
Seguridad de los materiales para este producto estan disponibles en la pagina de internet de IBL o
mediante solicitud directa a IBL.

. Los reactivos quimicos y los reanlvos preparados o usados dehen ser tratados como desechos
peligrosos de acuerdo con las sabre y pautas de

. El personal de limpieza debe ser capacitado por profesionales para el manejo de residuos peligrosos.
Evite el contacto con la Solucién de Parada. Puede causar irritaciones y quemaduras en la piel.

. Todos los reactivos de este juego que contienen suero o plasma humano han sido ensayados y
encontrados negativos para anti-HIV I/ll, HBsAg and anti-HCV. Sin embargo, la presencia de estos u
otros agentes infecciosos no puede ser excluida en forma absoluta, por lo que estos reactivos deben
ser tratados como potencialmente biopeligrosos a los efectos de su manipulacién y eliminacién.

%)

o

~

S oo
S
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Se puede emplear tanto la orina espontanea como la acumulada en 24 h. El volumen total de la orina
excretada durante un periodo de 24 h debe ser recogida y mezclada en un solo recipiente que contiene
10-15 mL de 6 N HCI como preservativo. Determine el volumen total para el calculo de los resultados.
Mezcle y i las antes de
Almacenamiento: £-20°C (Alicuotas)
Estabilidad 6 meses

Manténgase alejado del calor o de la luz solar directa.
Evite congelar y descongelar repetidamente.

7. MATERIALES SUMINISTRADOS

Los reactivos previstos en este kit son i para ) de 96
A determlnaclones |nd|vwdua\es 88 muestras de paclenles 6 estandares Y 2 comroles Cada
para ir de ” y

dopamine In muncsnsayo

I La placa de microtitulacion puede ser usado por los 3 analitos: Adrenalina, Noradrenalina y

Dopamina.
Cantidad Simbolo Componente
Placa de Microtitulacién
sx120 MTe| Tias separables. revestido con 196 ant-conefo (oabra, polcional)
Estandar A-F
Adrenalina: 0: 1.5; 5.0; 15; 50: 150 ngimL (0, 8; 2. 2, 273, 819 nmoliL)
1x ALA Noradrenalina: 0; 5.0; 15; 50, 150; 500 ngimL (0; 30; B%; 296; 8B7; 2855 nmoiiL)
6x25mL Doparmina. 0, 60, 180, 585, 2300, 11470 ngimL_ (0; 392; 1175; 3819; 15014; 74876 amolL}
Listo para usar. Contenido: (-] Adrenalina, [-] Noradrenalina, [-] Dopamina
{actvo biologicamente). y 0.1 M HCI
i Control 1+2
x [CONTROL 747] | Lsto para usar Comcmdo []Admnalma [ Noradrenalina, [-] Dopamina (activo
2x25mL ONTROL 142 1 MHCL exactas vea las etiquetas de las
ampoles oel remhraﬂn fnnlm\ de Calidad
Cs (50%)
3x400 L | ENZCONJ M Contenido: Streptavidin fosfatasa alcalina, Solucién Buffer Tris,
[EXTRPLATE Placa de Extraccion (Placa de Macrotitulacion)
4x EXTRPLATE | 1. hocillos caa uno. Revestido con gel de afinidad boratada

Version 2015-07 2114
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Cantidad Simbolo
2x60mL [EXTRBUF

Bx125mL EOMT LVO

Componente

Solucion Buffer de Extraccion

coloreado en rosado. Listo para usar. Contenido: 0.016 % Naly
COMT liofilizado

Contenido: Catecol-o-meliltransferasa (higado porcino}, NaNs.

Solucion Coenzimatica
Sx120mL OEN Listo para usar. Contenido S-adenosil-L -metionina, estabilizadores
3x3mL ENZBUF Solucién Buffer Enzimatica

Listo para usar. Contenido: Solucion Buffer Tris, HCI, ostabilizadoros.
Solucion Buffer de Separacion

1%100mL | RELEASEBUF] | C;)oreado en Amarilo. Listo para usar. Contenido: 01 M HCI, indicador.
Reactivo de Acilacién
Listo para usar. Contenide: dimetiformarnica, Etanol Precaucién! Téxico Altamente
inflamabe.

Solucion Buffer de Lavado Concentrado (10x)
2x100 ML WASHBUF [CONC | 011050 i Butor s HCl, Temon, 0.2 % Nals
COMT Aditivo

2x2mL OMT ADD| | Crenido; plasma humano, estabiizadores. 0.01 % Timerosal

2x3.0mL ACYLREAG

_____________ | Adrenalina Antisuero

1x80mL  [ANTISERUM AD | Goloreado en verde. Listo para usar. Contenido: anticuerpos contra Adrenalina (conejo).
Salucion buffer.

" Noradrenalina Antisuero

1x8.0mL ANTISERUM NAD | Coloreado en azul. Listo para usar. Contenido: anticuerpos contra Noradrenalina
{conejo), Solucién buffer.

TriCat TM ELISA (RE59395) ESPANOL

4. Se recomienda ensayar las muestras por duplicado para poder identificar errores potenciales de
pipeteo.

. Emplee un esquema de pipeteo segun las dimensiones de |a placa. Un esquema de pipeteo que cubre
tanto el pretratamiento de las muestras como el ensayo esta disponible en la pagina inicial del sitio web
de IBL.

6. Eltiempo de incubacidn afecta los resultados. Todos los pocillos deben manipularse en el mismo orden
y respetando |as secuencias de tiempo. Se recomienda el empleo de una micropipeta de 8 canales para
pipetar las soluciones en todos los pozos.

. El lavado de las placas de microtitulacion es importante. Los pocillos lavados inadecuadamente daran

erroneos. Se el empleo de una o de un sistema de lavado
automatico. No deje secar los pocillos entre i No dafie el de los pocillos
durante los procesos de aspiracion y enjuague. En el enjuague chequee que todos los pocillos estén
totalmente llenos de buffer de enjuague y de que na queden residuos en ellos

8. La humedad afecta los pocillos y tubos recubiertos. No abra la bolsa hasta que alcance la temperatura

ambiente. Los pocillos o tubos que no se empleen deben guardarse inmediatamente en la bolsa
resellada con desecante.

10. PROCEDIMIENTO MANUAL

«

~

10.1. INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACION DEL ENSAYO

El contenido de los 3 x 96 determinaciones del kit, puede ser dividido en 2 ensayos separados.

Dopamina Antisuero Cantidades de gel visible puede ser de la sup: ie de de la placa
1x8.0mL  [ANTISERUM DO| | de color vicleta Listo para usar. Conferido: antiouerpos contra Doparmina (coneio), durante la duracién del procedimiento. Estos no tiene ninguna influencia sobre los
Solucién buffer. estabiizacores de la prueba.

Solucién de Substrato PNPP
3x25mL PNPP SUBS| | 7.1 para usar. Contenidos fastato de p-nilrofenil (PNEP),

PNPPSTOP | Solucion de Parada PNPP
Sxysmk:) PNPPSTOL Listo para usar. Contenido: 14 NaOH. 0.25 M EDTA
9x FoJ

Folio Adhesivo

8 MATERIALES REQUIRIDOS PERO NO SUMINISTRADOS
1. Micropipetas (Multipette Eppendorf o dispositivos similares, < 3 % CV). Volumenes: 10; 10-100; 100-1000 pL
2. Agitador orbital (200-900 rpm) (p.e. EAS 2/4, SLT)
3. Vortex
4. Micropipeta multicanal de 8 canales con reservorio de reactivo
5. Frasco lavador, sistema automatizado o semi-automatizado de lavado de placas de microtitracion
6. Fotdmetro para placas de microtitulacién capaz de leer a 405 nm
(longitud de onda de referencia 600-650 nm)
7. Agua bidestilada o desionizada
8. Toallas de papel, puntas para las micropipetas y cronémetro
9.
1

Tubos de desechables para la dilucién de las muestras
0.0.1 M HCI, para la dilucién de las muestras (Orina)

9. INDICACIONES PARA EL PROCEDIMIENTO

1. Cualquier manipulacién inadecuada de las muestras o modificacion del procedimiento de ensayo puede

alterar los resu\tados Los volimenes a pipetear, los tiempos de incubacién, las temperaturas y etapas

de tienen que ser estrictamente siguiendo las instrucciones. Use sélo
pipetas u otros dispositivos calibrados,

Una vez comenzado el ensayo, se deben completar todas las etapas sin interrupcion. Asegirese de que

los reactivos, materiales y dispositivos necesarios estén listos en el momento adecuado. Permita que

todos los reactivos y muestras alcancen la temperatura ambiente (18-25 °C) y agite suavemente por
rotacion cada vial de reactivo liquido o muestra antes del uso. Evite la formacion de espuma.

. Evite la contaminacion de los reactivos, pipetas pocillos y/o tubos. Emplee una punta desechable nueva
para cada reactivo, estandar o muestra. No intercambie las tapas. Tape siempre los viales que no estén
en uso. No reutilice los pocillos, tubos o reactivos.
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Debe evitarse en ier caso la inacis con que
A perdxido usados para la limpieza de superficies 6 polvo de los equipos, como por ejemplo,
VIRKON®. VIRKON" es una marca registrada de DuPont

10.1.1. Dilucién de Muestras

Las muestras, cuya concentracidn se sospecha mayor a la del mayor estdndar, deben ser diluidas como se
indica a continuacion

TriCat TM ELISA (RE59395) ESPANOL

10. | Vacie la placa inmediatamente y elimine el liquido residual sobre una toalla de papel. Remover el
liguido

11. | Pipetee 2 mL de. agua bidest. en cada pocillo.

12. | Cubra la placa con un nuevo folio adhesivo. Agite 5 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(600-900 rpm). Las salpicaduras no afectan los resultados.

13. | Remueva el folio adhesivo. Vacie la placa inmediatamente y elimine el liquido residual sobre una
toalla de papel. Remover el liquido totalmente.

14. | Pipetee 300 uL de Solucion Buffer de Separacion en cada pocillo.

15. | Agite 30 min a TA (18-25°C) (sin Iamina adhesiva) en un agitador orbital (400-600 rpm).
Las muestras preparadas deben ser ensayadas en el mismo dia. De no ser ésto possible, guarde la placa
de extraccion a 2-8°C cubierta con un folio adhesive durante la noche.

Importante para la medicion de Dopamina.
La dilucion de fos estandares y controles extraidos debe realizarse en un tubo extra antes de
pipetear los pocillos de la Paca de Asi como las de orina

{E Por lo tanto diluya los Estandares, Controles y muestras de orina extraidos 1:51 con la Solucién
Buffer der Separacién en tubos desechables. (10 pl muestras extraidas + 500 pL de Solucién
Buffer der Separacion).

Las exiraidas de plasma no requiere de esta dilucién.
10.1.3.P ién de
& Los volimenes declarados més abajo son para un ensayo con 3 x 6 tiras (3 x 48 determinaciones)
Diluya / ? 2 Z
disuslva  ComPponente | con | Diluyente Relacion Notas et |Estabilidad
7smL WASHBUﬂ CONC||675 mL jagua bidest.  1:10 Mezcle vigorosamente. 2.8°C |4 semanas

300L [ENZCON[CONG]| 15 i [WASHBUF .o\ Prepare frescoy use slouna | 4o pcee | 5 poras

(diluido) vez. Mezcle sin formar espuma.

10.2. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO (version manual)

Muestra para ser diluido | con Notas 10.2.1. i6n de la Solucién iméatica COMT
Plasma > ostandar mas alo | agua bidost, [ antos do la oxiracoion i
Orina > estandar masalto | 0.1 NHCI | antes de |a extraccion La Solucion imdtica de la COMT debe ser fresca, prepararlo antes del uso.
10.1.2. ion de a y Controles (Placa de Extraccion) (versién manual) Disuelva cada componente de COMT liofilizado del kit en 1.26 mL de agua bidestilada y mezcle el COMT
It

1. | Pipetee 20 pL de cada Estandar, Control y muestra de orina y 500 pL de cada muestra de
plasma en los pocillos respectivos de la placa de extraccion. Adicione 500 pL de agua bidest. a
todos los pacillos excepto a los de muestras de plasma para corregir las diferencias de volumen.

2. | Pipetee 1000 uL de Solucién Buffer de Extraccion en cada pocillo.

3. | Cubra la placa con un folio adhesivo. Extraiga 30 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(600-900 rpm).

Durante la extraccion la superficie del liquido debe mojar la ldmina adhesiva, pero el nivel del liquido
no debe exceder los 2/3 del pozo. Las salpicaduras no afectan los resultados.

4. | Remueva el folio adhesiva. Vacie la placa inmediatamente y elimine el liquido residual sobre una
toalla de papel.

6. Pipetee 2 mL de agua bidest. en cada pocillo.

6. | Cubra la placa con un nuevo folio adhesivo. Agite 5 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(600-900 rpm). Las salpicaduras no afectan los resultados.

7. Remueva el folio adhesivo. Vacie la placa inmediatamente y elimine el liquido residual sobre una
toalla de papel. Remover el liquido totalmente.

8. | Pipetee 150 uL de Solucién Buffer de Extraccién en cada pocillo. A cada pocillo adicione 50 uL de
Reactivo de Acilacién. Mezcle luego de pipetear.

9. | Extraiga 20 min a TA (18-25°C) (sin lamina adhesiva) en un agitador orbital (400-600 rpm).

Version 2015-07 4i14
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Luego pipetee 1.25 mL de Solucién Coenzimatica seguida por 1.25 mL de Solucién Buffer Enzimatica

y 0.40 mL de Aditivo COMT en cada frasco mezclado hasta un volumen final de 4.15 mL de COMT

Solucién Enzimatica por frasco.

Mezcle tres (3) frascos para realizar 48
48 i de

de y 48 de
La solucién puede presentar turbidez. Mezcle sin formar
espuma. La solucién COMT es estable a temperatura ambiente por 1 hora.
* Si solamente se necesita una aliquota de COMT, retire el volumen necesario del frasco de COMT. El
resto de la solucion de COMT debe ser congelada en forma inmediata a -20°C en aliquotas. En estas
condiciones |a solucion COMT es estable por 1-2 meses.

10.2.2. Derivados imati de Muest y Controles (Placa de
Si pipetea con desplazamlentas posmvos devuelva el liquido residual de la punta de |a pipeta a los
ocillos de de la placa, de otro modo podria no haber suficiente

extracto para la delermmacxon de los otros analitos.

Es necesario mantener la placa de extraccion en una posicion inclinada.

Antes de la utilizacion de las placas de microtitulacion, definir y etiquetar los pocillos de Adrenalina,
Noradrenalina y Dopamina.

Version 2015-07 514
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10.2.3. Para la i igacion de tejido y de cultivo celular se puede dar
las siguis i

El trabajo con sobrenadante de cultivo celular dependera de la matriz asi como de las concentraciones
esperadas.

Segin el protocalo de las muestras de orina (extraccion al menos de 20 uL de sobrenadante) se puede
esperar una sensibilidad para la adrenalina de 0.3 ng/mL, de la noradrenalina de 0.6 ng/mL y de dopamina
de 5 ng/mL para la muestra diluida.

En el caso de matrices con adicion de suero (FCS) utilice el protocolo de plasma (extraccion de 500 yL de
sobrenadante). (Véase el PRUEBAS FUNCIONALES en el punta 16}

Para la obtencion de tejidos homogeneos no usar el acido perclérico hamagenado. Para més informacion
preguntar a IBL.

10.2.4. Adrenalina para orina y plasma

1. | Pipetee 75 pL Solucién Enzimatica COMT recien preparada en cada paocillo de la Placa de
Microtitulacién. Sacuda brevemente la placa.

2. | Pipetee 100 pL de cada Estandar, Control y muestra extraida en cada pocillo respectivo. Durante
este paso mantenga las puntas directamente solore la solucion COMT. El color cambia a rosa.
Sacuda brevemente la placa

3. | Pipetee 50 L de Antisuero de Adrenalina (color verde) en cada pocillo.

4. | Cubra la placa con un folio adhesivo. Incube 120 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
7(400—600 rpm).
10.2.5. Noradrenalina para orina y plasma

L Flpe(ee 25 pL Solucién Enzimatica COMT recien preparada en cada pocillo de la Placa de
Sacuda la placa.

2. | Pipetee 25 pL de cada Estandar, Control y muestra exiraida en cada pocillo respectivo. Durante
este paso mantenga las puntas directamente solore la solucién COMT. El color cambia a rosa.
Sacuda brevemente |a placa.

3. | Pipetee 50 pL de Antisuero de Noradrenalina (color azul) en cada pocillo.

4. Cubra la placa con un folio adhesivo. Incube 120 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(400-600 rpm).

10.2.6. Dopamina en orina y plasma
1. | Pipetee 75 pL del preparado fresco de la Solucién Enzimética COMT en los respectivos pocillos de
la Microplaca. Agitar brevemente.

2. | Para orina: Pipetee 100 pL de Estandares, Controles y muestra de orina pre-diluidos (1:51) y
extraidos en los respectivos pocillos.

Durante este paso pipetee directamente la solucion COMT. El color cambia a rosa,
agitar brevemente.

Para plasma: Pipetee 100 pL de Estandares, Controles pre-diluidos (1:51) y extraidos y muestra
de plasma puro y extraida en los respectivos pocillos.

Durante este paso pipetee directamente sobre la solucion COMT. El color cambia a rosa,
agitar brevemente.

L

Pipetee 50 uL de Antisuero de Dopamina (color violeta) en cada pocillo.
4. Cubra la placa con folio adhesivo. Incubar 120 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(400-600 rpm)
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10.2.7. ELISA

El siguiente procedimiento debe ser realizado para Adrenalina, Ncradrenallna y Dopamina.

1. | Remueva el folio adhesivo. Descargue la solucion de incubaci

Lavar la placa 6 x con 250 — 300 uL del Buffer de Lavado Remueva el exceso de solucion
golpeando cuidadosamente la placa invertida sobre una toalla de papel

2. | Pipetee 100 pL de Conjugado Enzimatico preparado fresco en cada pocillo

3. | Cubra la placa con un nuevo folio adhesivo. Incube 60 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(400-600 rpm).

TriCat TM ELISA (RE59395) ESPANOL

11.1.2. ion de y Controles (Placa de i6n) (version

[1. [ Pipetee 30 pL de cada Estandar, Control y muestra de orina y 750 pL de cada muestra de
plasma en los pocillos respectivos de la placa de extraccion. Adicione 750 pL de agua bidest. a
todos los pocillos excepto a los de muestras de plasma para corregir las diferencias de volumen.

2. | Pipetee 1000 uL de Solucion Buffer de Extraccion en cada pocillo.

3. | Cubra la placa con un folio adhesivo. Extraiga 30 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(600-900 rpm). Durante la extraccion la superficie del liquido debe mojar la lamina adhesiva, pero el
nivel del liquido no debe exceder los 2/3 del pozo. Las no afectan los

4. | Remueva el folio adhesivo. Descargue la solucién de incubacion.
Lavar la placa 6 x con 250 - 300 uL del Buffer de Lavado. Remueva el exceso de solucion
olpeando cuidadosamente |a placa invertida sobre una toalla de papel.

5. | Para la adicion de la Solucién de Substrato y de Paro utilice, de ser posible, una pipeta de 8 canales.
La adicién de sustrato y solucidn de para debe llevarse a cabo en intervalos de tiempo iguales. Evite
la de burbujas pip con

6. | Pipetee 200 pL de Solucién de Sustrato PNPP en cada pocillo.

7. | Incube 40 min a TA (18-25°C) (sin folio adhesivo) en un agitador orbital (400-600 rpm).

8. | Detenga la reaccion del sustrato adlc\onando 50 pL de Solucion de Paro PNPP en cada pocillo.
Mezcle el agitando te la placa.

9. | Mida la densidad optica con un fotometro a 405 nm (Longitud de onda de referencia: 620-650 nm}
durante 60 min después de pipetear la Solucién de Paro. No se deben observar burbujas de aire.

11.  PROCEDIMIENTO AUTOMATICO

11.1. INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACION DEL ENSAYO (version automatica)
El contenido de los 3 x 96 determinaciones del kit, puede ser di

Cantidades de gel visible puede ser de la sup: ie de i6n de la placa
A durante la duracién del procedimiento. Estos no tiene ninguna influencia sobre los
resultados de la prueba.

ido en 2 ensayos separados.

Debe evitarse en ier caso la con que
peroxido usados para la limpieza de superficies 6 polvo de los equipos, como por ejemplo,
VIRKON®. VIRKON® es una marca registrada de DuPont.

11.1.1. Dilucién de Muestras

Las mueslras cuya concentracion se saspecha mayor a la del mayor estandar, deben ser diluidas como se
indicaa

Muestra para ser diluido con Notas
Plasma > estandar més alto agua bidest antes de |a extraccion
Orina > eslandar més alto 0.1 NHCI antes de la extraccion
Version 201507 7i14

4. | Remueva el folio adhesivo. Vacie la placa inmediatamente y elimine el liquido residual sobre una
toalla de papel

Pipetee 2 mL de agua bidest. En cada pocillo
['6. | Cubra Ia placa con un nuevo folio adhesivo. Agite 5 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(600-900 rpm). Las salpicaduras no afectan los resultados.

7. | Remueva el folio adhesivo. Vacie la placa inmediatamente y elimine el liquido residual sobre una
toalla de papel. Remover el liquido totalmente.

8. | Pipetee 150 pL de Solucién Buffer de Extraccion en cada pocillo. En cada pocillo adicione 50 pL.
de Reactivo de Acilacion. Mezcle inmediatamente luego de pipetear

9. | Extraiga 20 min a TA (18-25°C) (sin lamina adhesiva) en un agitador orbital (400-600 rpm).

10. | Vacie la placa inmediatamente y elimine el liquido residual sobre una toalla de papel. Remover el
liquido

11. | Pipetee 2 mL de agua bidest. En cada pocilla.
12. | Cubra la placa con un nuevo folio adhesivo. Agite 5 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital

(600-900 rpm). Las no afectan los

13. | Remueva el folio adhesivo. Vacie la placa inmediatamente y elimine el liquido residual sobre una
toalla de papel. Remover el liquido totalmente.

14. | Pipetee 450 pL de Solucién Buffer de Separacion en cada pocillo.

15. | Agite 30 min a TA (18-25°C) (sin Iamina adhesiva) en un agitador orbital (400-600 rpm).
Las muestras preparadas deben ser ensayadas en el mismo dia. De no ser ésto possible, guarde la placa
de extraccion a I A

" [ importante para la medicién de Dopamina.
La dilucién de los esténdares y controles extraldos debe realizarse en un tubo extra ames de
pipetear los pocillos de la Paca de Asi como las

& Por lo tanto diluya los Estandares, Controles y muestras de orina extraidos 1:51 con la Solucién

Buffer der Separacion en tubos desechables. (10 pL muestras extraidas + 500 pL de Solucion
Buffer der Separacion).

Las extraidas de plasma no requiere de esta dilucion.

11.1.3. idn de
/?\ Los volumenes declarados mas abajo son para un ensayo con 3 x 6 tiras (3 x 48 determinaciones)

Diluya 3 = Almacena| =
disuelva  COMPONENte | con | Diluyente Relacion Notas miento |Estabilidad
75mL  WASHBUF| CONC| 675 mL jagua bidest.  1:10 Mezcle vigorosamente. 28°C | 4semanas

MASHBUF Prepare fresco y use s6lo una o
380 ENZCONJJCOND]| 19 mL ‘S 151 | er Mazcis sn formar espuma, 18-25°C | 8 horas

11.2. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO (version automatica)
11.2.1. Prep; ion de la Solucién imatica COMT

La Solucién

de la COMT debe ser fresca, prepararlo antes del uso.

Version 2015-07 814
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Disuelva cada componente de COMT liofilizado del kit en 1.25 mL de agua bidestilada y mezcle el COMT
disuelto™

Luego pipetee 1.25 mL de Solucién Coenzimatica seguida por 1.25 mL de Solucién Buffer Enzimatica
y 0.40 mL de Aditivo COMT en cada frasco mezclado hasta un volumen final de 4.15 mL de COMT
Solucién Enzimatica por frasco.

Mezcle tres (3) frascos para realizar 48

48 de

de y 48 de
La solucién puede presentar turbidez. Mezcle sin formar
espuma. La solucion COMT es estable a temperatura ambiente por 1 hora.
* Si solamente se necesita una aliquota de COMT, retire el volumen necesario del frasco de COMT. El
resto de la solucién de COMT debe ser congelada en forma inmediata a -20°C en aliquotas. En estas
condiciones |a solucion COMT es estable por 1-2 meses.

11.2.2.Paralail ion de tejido y
las sigui i

de cultivo celular se puede dar

El trabajo con sobrenadante de cultivo celular dependera de la matriz asi como de las concentraciones
esperadas.

Segn el protocolo de las muestras de orina (extraccion al menos de 20 uL de sobrenadante) se puede
esperar una sensibilidad para la adrenalina de 0.3 ng/mL, de la noradrenalina de 0.6 ng/mL y de dopamina
de 5 ng/mL para la muestra diluida.

En el caso de matrices con adicion de suero (FCS) utilice el protocolo de plasma (extraccion de 500 L de
sobrenadante). (Véase el PRUEBAS FUNCIONALES en el punto 16}

Para la obtencion de tejidos homogeneos no usar el acido perclérico homogenado. Para mas informacion
preguntar a IBL

11.2.3. Derivados imatis de Muest a y Controles (Placa de

11.2.4. Adrenalina en plasma y orina

1. | Pipetee 75 yL COMT Solucién Enzimatica recien preparada en cada pocillo de la Placa de
Microtitulacién. Agitar la placa 1 min.

2. | Pipetee 100 pL de cada Estandar, Control y muestra extraida en cada pocillo respectivo. Agitar la
placa 1 min.

3. | Pipetee 50 uL de Antisuero de Adrenalina (color verde) en cada pocillo.

4. | Cubra la placa con un folio adhesivo. Incube 120 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital

(400-600 rpm).

11.2.5. Noradrenalina en plasma y orina

1. | Pipetee 25 uL Solucion Enzimatica COMT recien preparada en cada pocillo de la Placa de
Microtitulacién. Agitar la placa 1 min.

2. | Pipetee 25 pL de cada Estandar, Control y muestra extraida en cada pocillo respectivo. Agitar la
placa 1 min.

3. | Pipetee 50 uL de Antisuero de Noradrenalina (color azul) en cada pocillo.
4. | Cubra la placa con un folio adhesivo. Incube 120 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(400-600 rpm).

11.2.6. Dopamina para orina y plasma

1. |Pipetee 75 L del preparado fresco de la Solucién Enzimatica COMT en los respectivos pocillos

de la Microplaca. Agitar brevemente.

2. |Para orina: Pipetee 100 pL de Estandares, Controles y muestra de orina diluidos (1:51) y
extraidos en los respectivos pocillos.

Durante este paso pipetee directamente la solucion COMT. El color cambia a rosa, agitar
brevemente.

Para plasma: Pipetee 100 uL de Esta Controles diluidos (1:51) v extraidos y muestra de
plasma puro en los respectivos pocillos.

Durante este paso pipetee directamente sobre la solucion COMT. El color cambia a rosa, agitar
brevemente.

L

Pipetee 50 uL de Antisuero de Dopamina (color violeta) en cada caso
4. |Cubra la placa con folio adhesivo. Incubar 120 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(400-600 rpm;

Version 2015-07 914
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11.2.7. ELISA
El siguiente procedimiento debe ser realizado para Adrenalina, Noradrenalina y Dopamina.

1. | Descargue la solucién de incubacion. Lave la placa 6 x con 250-300 pL de Solucién Buffer de
Lavado diluida.

TriCat TM ELISA (RE59395) ESPANOL

Conversién:
1000 pg/mL = 1 ngimL
Adrenalina (ug/L) x 5.458 = nmol/lL

2. | Pipetee 100 uL de Conjugado Enzimatico en cada pocillo.

3. | Cubra la placa con un folio adhesivo. Incube 60 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital
(400-600 rpm).
4. | Descargue |a solucién de incubacion. Lave la placa 6 x con 250-300 pL de Solucién Buffer de
Lavado diluida.

5. | La adicion de Solucion de Substrato y de Parada debe llevarse a cabo en intervalos de tiempo
iguales.

6. | Pipetee 200 pL de Solucion de Substrato PNPP en cada pocillo.

' 4 Incube 40 min a TA (18-25°C) en un agitador orbital (400-600 rpm). Si fa temperatura del
aumméﬂco supera los 25°C, acortar el tiempo de incubacion a 30 min para evitar ia senal de

desbord
8. Detenga Ia reaccion del sustrato ad\cmnando 50 pL de Solucién de Parada PNPP en cada pocillo.
Mezcle el ! agitando ite la placa.

9. | Mida la densidad ptica con un fotémetro a 405 nm (Longitud de onda de referencia: 620-650 nm)
durante 60 min después de pipetear la Solucion de Parada.

12. CONTROL DE CALIDAD
Los resultados son validos solamente si el ensayo ha sido realizado de acuerdo a las intrucciones. Ademas

el usuario debe atenerse a las Practicas de Buen Laboratorio (GLP) u otras normas o leyes
Para la determinacion del diagnostico, el usuario y/o el laboratorio deben de tener un sistema validado de
acuerdo con las Buenas Practicas de Laboratorio (GLP). Los valores de los controles del ensayo deben
encontrarse dentro de los rangos de aceptacion indicados en las etiquetas y el Certificado QC. Si este
criterio no se cumple, el ensayo no es vdlido y debe repetirse. Cada laboratorio debe emplear muestras
conocidas como controles adicionales. Se recomienda participar en los programas de aseguramiento de la
calidad adecuados.

En caso de detectarse alguna desviacion, se debe verificar lo siguiente: Fecha de vencmuenlo de los
reactivos, de , pipetas, , condiciones de y método de
lavado.

13. CALCULO DE RESULTADOS
La DO obtenida de los esmndares (eje-y, Imeal) se plotean cnntra su concentracion (eje-x, logaritmico) ya

sea en papel Se logran buenos ajustes empleando
cubic spline, Logxsnlcs 4 Paramelros o Logit- Log
Para el calculo de la curva estandar, utilice las de los

La concentracion de los Controles y de las muestras de orina se pueden leer dlreclameme de la curva
esléndar correspondlen(e

de en las muestras en plasma, para expresarse en ng/mL se
deben dlwdlr por 25. Este faclor de correcc«on corresponde a la diferencia antes mencionados durante el
de la dife en el pipeteo del volumen de los estandares y muestras
extraidas (Para Ia versién manual 20 JL de estandar versus 500 pL de plasma — version automatico: 30 pL.
de estandares versus 750 pL de plasma). Para expresar en pg/mL multiplique por 1000.
Los resul(ados de Dopzmma en las muestras de plasma, se deben d!vmlr por 1275. Este faclor de
antes durante el de yla
predilucion 1:51 de los. eslandares Para expresar en pg/mL multiplique por 1000.
En caso de muestras diluidas los valores deberan multiplicarse por el factor de dilucion correspondiente.
Las muestras que presenten una sefial mayor a la del estandar mayor tienen que ser diluidas segin se
describe en INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACION DEL ENSAYO y analizadas nuevamente.
Calcule la excrecién de 24h para cada muestra de orina: pg/24h = ugiL x Li24h
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(HgiL) x 5.911 = nmol/L
Dopamina (pgiL) x 8.528 = nmol/L ;z.v. TriCat ELISA (Adrenalin)
Curva de Calibracion Tipica v 7 I
(Ejemplo. iNo usar para el cdleulol) 2800
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14. VALORES ESPERADOS

Los resultados por si solos no deben ser la Gnica razén para un tratamiento terapéutico, sino que deben
correlacionarse con observaciones clinicas Y ensayos de dlagnésnco

Los sujetos aparentemente sanos presentan os siguientes valores: (5 % - 95 % percentil)

que cada su propio rango de valores normales.
Orina Plasma
gia. nmolid. paimL nmoliL
Adrenalina <20 <110 <125 <0.68
Noradrenalina <90 <535 <600 <355
Dopamina <600 <3917 <100 <065

15. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La toma de la muestra y almcenamiento tiene un efecta importante en los resultados. Vea TOMA DE
MUESTRA Y ALMACENAMIENTO para mayores detalles.

Para reactividad cruzada, vea PRUEBAS FUNCIONALES.

Los siguientes componentes sanguineos no tienen un efecto significativo (+/-20%) en los resultados hasta
las concentraciones declaradas:

91 mgimL
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Sélo para Dopamina:

. . N Diluya los estandares exiraidos, controles y
17. PROTOCOLO CORTO TRICAT ( yD. ELISA muestras de orina con la Solucion Buffer de A0/ pl::£:500 s

Separacion en tubos desechables.

Tiempo Total de Ensayo || ~7 horas
Ahora las muestras estan listas para el ELISA

Muestra 1 [ EDTA Plasma, Orina

Procedimiento de la Placa de

Microtitulacion
Extraccién y Acilacién

Estandares, Controles y muestra de orina | | 20 L (Version automatizada 30 L) Solucion Enzimatica COMT 75uL 25 L 75uL
Muestra de plasma Ii g 500 pL (Versién automatizada 750 pL| Estandares de Dopamina, Controles y
LMuestra de plasma 3 : A B - 100 pL
Muestras de Orina prediluidos e extraidos.
Agregado de aqua bidestillada a los ax "
Estandares, Controles y Muestras de Orina 500 uL (Version automatizada 750 uL) Musstas 8 Plasma de Dopaing - : T L
extraidas (sin predilucion) i
Solucion Buffer de i ] 1mL
Estandar, Controles y muestras extraida | 100 pL ‘ 25 L .
Incubacion 30 min:TA: en un agitador orbital (600-900 rpm) (orin y plasma)
T con a0ua PighE 1] 2mL Antisuero [ 504l (verde) | 504l {azu) | 50 L (violeta)
‘ l 5 min; TA; en un agitador orbital (800-900 rpm) Incubacion | 120 min; TA; en un agilador orbital ieiod-éob pm)
Solucién Buffer de Extraccion || 150 pL Lavado [ € x 300 uL
Reactivo de Acllacion ] | 504L | Conugado Enzimatico L 100 uL
‘ \ 20 min; TA: en un agitador orbital (400-600 rpm Incubacion | 60 min;TA; en un agitador orbital (400-600 rpm)
Lave con agua bidest It 8l 2mL Lavado [ SX 300/
] [ 5 min; TA; en un agitador orbital (800-900 rpm) Sustrato [ 200 uL
Solucion Buffer de i ‘ I 300 piL (Version 450 L) | 40 min (30 min versién automatizada); TA; en un

agitador orbital (400-600 rpm)

\ ] 30 min; TA: en un agitador orbital (400-600 rpm)

Solucion de Paro | 50 pL
Se puede almacenar la Placa de Extraccién cubierta a 2°-8°C para el dia siguiente. Mida Ia Densidad Optica | durante 60 min. a 405 nm 1 620-650 nm
18. REFERENCIAS SOBRE EL PRODUCTO
1. Rust MB, Faulhaber J et. al. i Contribute to F ion in Mice with Disruption
of the K-CL Cotransporter KCC3. Curcu\anon Research, January (2008)
2. Creces J., Appleton Ch.: C: and their ofa ELISA. Clin.

Biochem., QML Pathology, Brisbane QLD (2004)

3. Adams, J. M. et al. Effects of 17p-Estradiol on hypoglycemia-induced increases in plasma
catecholamines in the rat. Poster Society for Neuroscience, Annual Meeting, New Orleans (2003)
4. Westermann J, Hubl W, Kaiser N, Salewski L, Simple, rapid and sensitive determination of epinephrine
and norepinephrine in urine and plasma by enzyme imm: with
HPLC method. Clin. Lab., 48: 81-71 (2002)
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Anexo 6. Inserto para la determinacion cuantitativa de Enolasa neuroespecifica.

Inmunoensayo

CMB1102

100 pruebas

Microparticulas NSE CLIA

Este ensayo se basa en un i de micropartiula:

entes (Mic i CLIA) para la

e iva de NSE (£nolasa especifica de neuronas) en suero humano.

Todas las marcas son de sus

duefios.

¥
¥
BH

fabricante

dispositivo medico de diagnéstico in vitro

nimero de catalogo

Representante autorizado en la Comunidad Europea

Clave para los simbolos graficos utilizados

uso para
Contenido suficiente para <n>
pruebas

limitacién de temperatura

‘consulte instrucciones para uso

OBELIS S.A

Bd. Général Wahlsl 53
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AUTOBIO DIAGNOSTICS 0., LTD
No.87 Jingbei Yi Road
National Eco & Tech Development Area
Zhengzhou

China
450016

Para asistencia técnica por favor contactese con nosotros en Ingles a: Email: customerservice@autobio.com.cn
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IVD

Contactese con los distribuidores locales para todas las preguntas relacionadas a los productos en su lenguaje

local

April 25, 2018 / ALsiz Autobio Diagnostics

Introduccién

L3 enama glucolivca enoiasa (2-fost-D-gliosrato hickoldsca) extste

<omG warias isosrwimas diméricas (an, of, Y Y ¥Y) COMPUBSIaS por
distintas, o, By v.

el ceredro humano: aa, ay ¥ Yy . Las Isoenzimas ay y yy-endlasa

también se conocen como enolasas especificas ce neuronss (NS}, ya

que estas isoenzmas se detectaron inGamente en Newonas y

células neuronendodrinas.

Los niveles elevados de NSE se enouentran cominmente en

(albimina de Suero bevin). Contiens 0.2% de conservante ProCiin

 Solucibn de Micropa
1 vial que contiene 2,3 mil de micoparticulas recubiertas moncclonales
de ratén en PBS que contiene caseina. Contiene 0,024 de azida sicica
¥ 0,1% de conservantes ProCin 3006,

® Diuyente de muestra

1 vial con 55 ml de solucén salina fisicigica. Contiene 0.1% de
consarvante Prociin 3008,

pacientes con tumares malignos con
especamente cncer de pumdn de oélulas pequefias y
neurablastoma . Aproxmadamente el 20% del cancer de pumén
e cancer de puimn de céluias paquefias. os pacientes con cancer
de pulmn de dulas pequeiias muestran diversas proporcianes de
Isoenzima oy ¥ ¥y

Se ha informado que la NSE es un marcador diagnésticn il para el
cincer de pulmén, neurablastoma, mearoma, seminoma " y en la
lesico del sistema nervioso central. Ademds de Io anterior, la NSE
puede ser una herramienta valics2 en el sequimiento del efecto de i
quimicterapia del cincer de pumén de clulas pequefias, en la
evaluacibn prondstica de pacientes con cances de pulmin de céiuas
pequeas y en el dagndstico diferencial entre cancer de pulmén de
células y cBhlas no pequafias. cancer de puimén.

Principio de medicion

Este ensay se basa en el método de sandvich de dos pasos. En el
primer paso, se agregan la muestia, el diuyente ce muestra ¥ las
micropaiticulas recublertas antNSE. Durante Ja incubacion, fa NSE
presente en la muestra se une 2 los anlicuerpos que recubren las
microparticulas; cespués del lavado, en el segundo pasa, los antigenos
NSE wnides 2 las microparticulas se Gejan reaccionar con anticuerpos
ligados & enzimas, Después el segundo lavado, se genera un
compiejo entre las micoparticulas, 1a NSE dentro e la muestya y los
‘anticuerpos ligados  enzimas por reacciones inmunoigicas. Luego se
agrega el sustrato quimioluminiscente y se cataliza por este compiejo,
Io que resula en una reaccidn quimickuminiscente. La reaccion
quimicluminiscente resultante se mide como RLU. L3 R es
proporcional a la concentracidn de NSE en la muestra del paciente.

Materiales provistos

. _Calbradores
£ la siquiente tabla se muestran 6 calbracores loflizacos A a F con
las aproximadas de NSE P 3
s una solucion tampon G fosfato (PES) que conbens BSA (albimina
de suero bovina). Contiene 0,02% de conservante de azda sodica,
Reconsatuya cada calibrador liofizaddo con 1,0 ml de agua destiada.
Deje reposar el material recorstituido durante al menos § minutos.
Luago invierte el calibrador para mezclarlo completamente,

A
[
=
[
E
&

2. Paquete de Reactivos
Paquete ce reacvos proporcionado listo para usar.

»_Conjugado de enzima
Caca vial contiene 11,0 mi de anti NSE monocional ce ratdn marcado
<on HRP {peroxidasa de rdbano picante) en PES que contiene BSA

de ensayo en los que se puede utilizar
el kit

® AroLumo A2000
@ Aurolumo A2000 Plus

E de
(Mcroparticulas CLIA) esta disshado para su uso en Analiztor de
Ensayos, que &5 AULUMo A2000 0 AUROLUMO A2000 Plus,

Materiales Requeridos pero no provistos

Analizador oe ensayo
Recipierke(s) de reaccin para muestra reactivo de reaccion
Copa(s) de muestsa o tubcfs) para contener muestra
Diluyente Universal

Substrato Quimicluminiscente

Sistema de lavado para ¢ lavado de la aguja de pipeteo.
Tampén de levado wtiizado en o procedimientn de lavado
‘#gua destilada o desionizada.

T il jica De

El mensurando o analfo en calbradores NSE es rastieable a los
caibradores de tabajo del fabricante. El proceso de trazabiidad se
bass en la norma EN ISO 17511, Los valores asignados se
establecleron wtiizando muestras representativas del mismo lote ce
caibrader y son espacificas de las melodoiogias de ensayo di los
reaclivos, Los valores asignaces por olras metodelogias pueden ser
diferentes. Tales diferencias, si estdn presentes, pueden ser causadas
por un sesgo Inter-método.

Advertencias y Precauciones

Informacién de salud y seguridad

Para kos calioradores, solucién de miroparticulas, conjugado
enzimdtico, que cortienen S<loro-2-metil-4-isotazolin-3-uno y 2-
metil4 isotia-z0iin-3-0na, se aplican 1as sicuientes declaracones
H315Causa irritacién de la piel.
H319 Proveca iitacidn cular grave.
H317 Puece provocar una reaccion alérgica en I3 piel.
H412 Nocivo para fa vida acudtica con efectos de
larga duracion.
P251 Evitar respirar
poNofhumogasiniebia;vapores/spray.

GHS 07

Advertencia
P280 Usar guantes protectoras/ ndumentaria de
proteccionproteccién ocular/proteccion fagel.

P273 Evitar su fberacin al madio ambiene.

P305+P3514P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS
Q108 Enjuague cuidadasamenta con agus durante
Varios minutos. Quitesa as lentes de contacto, si

‘estin presentes y son féciles de hacer, Continuar
enjuagando,
P221 Tratamiento especifice (ver en esta etiqueta).
PS01 Eliminar ¢ contenidojel recipiente de acuerdo
con las regulaciones locales fregionales/nacionaies
intemacionales.
1. Para uso profesional solamene.
Siga Ias instrucciones de uso con ouidado. |a confiabilidad d s
resultados del ensayn no se puede garantizar si hay alguna
‘desviacion de las mstruccionss en este manual de uso,

Consulte Ia hoja e Gatas de seguridad del material y Ia etiqueta
el producto para conocer los peligros quimicos que pueden estar
presentes en este ensayo.

Maneje los materlales y desechos

uso mds projongado, almacene los callbradores reconstinidos en
alicuotas y congele 2 -20°C. Evite 105 Gclos miiples de congelacién
JGescongelacon.

Muestra
1. Recolectar muestras de suero de acuerdo con las précticas médicas
correctas.

2. No uilice muestras inactivadas por calor. No use consenvante de
azida de 5000 en las muestras,

3. los sedimentos v los sbiidos suspendidos en las muestras pusden
interferir con @ resultado ce la pruebs, que debe eiminarse
mediante centrfugacicn. Asegurese de que haya tenido lugar la
formacion compieta de coaguics en las muestras e suero antes de

Ge manera sequra de acuerdo con los requisias locales,

Este ensayo cotiene materigles de orgen animel. Los
componentes bovinos se originan en paises donde no se ha
natificado encefalopatia espangiforme (EE8)

Algunos reactivos que contienen ProCiin 300 pueden causar
‘sensibifzacitn por cwntacto con fa piel. Debe evitarse el contacto
con la piel. Este material y su recipiente deben desecharse de
forma segure. En caso de ingestion, consulte @ un médico
inmediatamenta y musstre este envase o etiqueta

N fume, beba, coma o use cosmesicas en el drea de rabajo.

Use ropa protectom y quantes desschables cuanco trae con
muestras ¥ reactivos, Lavarse [as manos lusgo de Ias operaciones.
Tenga cuidaco al manipular muestras de padentes para evitar
contaminacion cuzada. Se recomiends & usc de pipetas
desachables o puntas de pipeta,

Concuzca el ensayo lejos de maks condiciones amblentales. por
ejemplo aire ambiente que contiene aka concentanon de gas
comasio, como dcido corhidnen sadico, akalino, acetaldehido,
&ic,, 0 ue contiene polv.

o e reactivas més alld ce Ia fecha de caduadad indicada en
12 etiqueta.

o

. Na mezde ni use companentes de kits con diferentes cidigas de.
lote,

. Cuando almacene los calibraclores, asegurese de que los viales

‘estén bien sellads,

, Asegrese de que las micropartiuas estén resispendidas antes
e cargarse en el analizader.

. Evite formacion de espuma en bodos Ios reactivos y bipos de
muestras (muestres, calibradores y controles).

. No sustituya ningn reactiva en este kit de otros fabricantes o
otros letes
Cuando se observe cualquier daflo al empacue protector ©
‘cualquies cambio en ¢ rendimiento analtico o use el kit

2

Almacenamiento

Amacenar o kit a 2-89C. No congelar. Evite la luz fuerte. Cuando
% shmacarn segin s ickecones, ks ks 005, o0

Reksgare 6 paquete i reacives 3 3 409C curane un i de 2

horas antes de su uso.

No uice musstras con contaminacin microbians cia

Almacene el paqueta de reactivos ién vertical a 2-10°C en

el analzador, Pucden amacenarse n & analzador por un MEmo

e 28 dias. Despos de 28 dias, & paguete de reactivos debe

Gesacharse, Una vez qua 2 retiran ddl analzador, quérdelos a 2-

84C en posciin veucl, P ks rescvos snacnacos fuera &
naizador, s reconvenda que se almacenen en sus bandefas y

a]ﬂs criginales para garanczar que pemanezcan en poscion

verncal,

Unia wez que el paquele de readivos estd abierln, e pusde

aimacenar a 2-6°C durarte 1 mes,

el y e los calibradares raconsttuidcs 3 2-89C, bajo qué

condiciones se mantendrd Ia estabilidad durante 1 mes, para un

s

gacidn. Algunas muestas, las de pacientes
que redben tratamienta con antcoaguiantes o tromboiticss,
pueden presentar un aumento del tiempo de coagulacon. Si la
muestra se centifuga antes de que se forme un codgula completo,
Ia presantia de fbrina puede causar resultados erréineos. Asegirese
de que las muestras no estén descompuestas antes de usaras.

4. Antes del envio, s2 recomienda retiar las muestras del codgui, del
separacor de sueso o de Ios globulos rojcs.

5. FI procesamiento insuficiente de Ia muestva o la interupcion de la
muestra curante el transporte puede causar resitados deprimidos.

6. Evite muestias extremadamente hemoliticas, Ipémicas o turbias.

7. Tape y amacen las musstras a 18-25 °C durante no més de 8
horas, para un uso més prolongad, las muestras se deben tapar y
almacenar de 2 a § °C hasta 48 horas. O bien, congele las muestras
que Geoen almacenarse o transportarse durante mds de 48 horas @
20°C. Biitar mllpies cclos de congelacién y descongeiacion.
Mezte bien 1as muestras escongeladas mediante wirtce de baja
veiocidad o invirtiendo 10 veces. Inspeccione visuaimente las
muestras, si cheerva capas o estratificacitn, continie mezcando
hasta Gue las muestras se2n visiblemente homogéneas. Despuds de
descongelar, lievar 2 temperatura ambiente y mezdar bien agtandc
suavemante

8 Centifugar las muestras descongeladas que contengan glébulos
fojos o material parsculado, o que tengan una apariencia brumosa
 turbia, e, antes de su uso para garantizar la consistencia en los
resufadas,

9. Tenga en cuenta que los niveles de interferenca de fibrina pueden
estar presentes en muestras que No tienen partculas visibles o
evidentes,

0. 51 no se puede verficar la recolecén y preparacién adecuadas de
a muestra, o sl 125 muestyas e han alterado debido al bansporte o
manejo de fa muestra, se recomienda un paso de cenliifugacion
adicional. Las condicionss de cenlriiugacién deben ser suficientes
para eliminar las particulas.

11. Para obtener resultados Gpumos, mspeccione todas las muestras
para cetectar burbujas. Eiminar las burbugas con una punta antes
de su andlisis. Use una nueva punca para cada muestra para evitar
Ia contaminacién cruzaca.

Procedimiento de medicién
1 Campr e ronsumibles
Verifique que haya un volumen adecuado de materiales
consumibles antes de realizar 1a prueba.

Conslte el manual ce funcicnamiento del analizador de ensayns.
Corgar el ki

Mezde of contenida de los paquetes de reactivas nuRVCS (sin
parforar) invirtiendo suavemente &l paquete varias veces antes
de cargarlo en el analpador. Evitar la formacicn de espuma en
todos los reactivos, No imvieta los paquetes abiertos
(perforados). Si es necesario, agite suavemente para mezclar

Fuente: Autobio Diagnostics. Inmunoensayo de microparticulas quimioluminiscentes determinacidn cuantitativa Enolasa especifica de neuronas en suero humano.
Recuperado de: https://n9.cl/gei00
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horizentaimente después de fa primera carga.

+ Lea o cidigo de bames en o paguete de reactivos
automdticamente para oblener s pardmelsos requeridos para
12 prueba.

+ Sielcidigo de bamas no se puede feer en cas0s EXCEPCioNaIS, se
pueden reconocer mancalmente.

« Consulte el manual de funcionamiento del analizador de ensayos.

5. Orden de pruenss

+ Cologue los vascs 0 Lubos de muestia en el porta muestras, 25
il de muestras y calibradores para cada prueba. Pero teniendo
en cuenta el contenedor de muestra y 150 I de veldmenes
muertos del sistema, que pueden consultarse en los manuales
apropiades del analizador de ensayos para obtener el velumen
minimo de muestra requerico.

«  Cargue el soporte de muestra e ingrese la informacidn de
muestra en la interfez del software del sistema.

«  Seleccione “sjecstar’ para iniciar | prueba, & analizador
automdticomente. eiecuta las prucbas. Realiza les siguientes
funcicnes:

» Mueve la muestra al punko de ajuste.

« Carga un recolente de reaccion en la ruta del proceso.

 Aspira y bansfiere &2 muestra al recipiente de reacon

« Agrega sclucicn de micropartioulas v diluyente de muesta al
recipiente de reaccon

» Mezcla, incubia y lava fa meada de rexc

« Agrega conjugaco de ezima al recipente e e reaccon

« Mexcla, incuba y 1ava la mezdia ce reacaido.

« Afiadi Sustrato Quimioluminiscente

« Mide la emisién de quimioluminiscencia para determinar 12 cantidad

« Descarta el rcipiente de reaccion usado,
« Calouia & resultaco.

+  Consulte el manual de operacitn del anaiizador de ensaycs.
4. Colibrar la vures

«  Elanalizador puede feer €l codigo de barras en el paquete de
reactivos  automdticamente  para  oblener los metros
necesarios para la prueba.

« el obogo de bamas no se pusde leer en casos excepdionales, se
pueden reconocer menualmente.

+ Transfiera los calbradores @ los vasos © tubos de muestre v
coldquelcs en el soporte de muestra. Realizzr la debeccidn de
cuplicados en el sistema.

+  Cargue e soporte de muestya y la informacién de los calibradores

la intesfaz del softwere el sistema.

r I pructa y generar la curva de.

; 5@ requiere una alibracién cada 28 dias.

+  Una vez que se acepta y aimacena una cuna de calibracicn,
todas las muestras posteriores pueden analizarse sin mis
calibrecion a menos que:

+Llos controles estin fuera de rango después de mediciones
repetidas

« Se ulliza un Kit de reactives y un Sustrato quimioluminiscente con
un nueo codigo de lote,

« Més alla de Ia fecha de vencmiento de una cunva de calboracion

 Partes impertantes del anaiizador son reemplazacas o reparadas.

«  Consulte el manual de funcionamiento del analizador de ensayos.

5. iluir '3 musstra,

Les muzstras con un valor NSE superior a 300 ng/mi se pueden Glir
con el método de Gludén automatizado. €1 Diluyente Universal se
utiza para diuic las muestras. Después de la Gludén con e
analizador, el software automaticamente toma en cuenta la diucicn
af caloutar la concentracidn de fa muestra,

+  La concentraion de la muestra después de la dilucion no debe
serinferior a 30 ng/mi.

Resultados de medicion

Los resutados de las pruebas de muestm son determinados

MRl SRS e st Ml o método ce

uccin de datcs de sjuste de ourva de 4 peramesros. La canddad da
St an ke 50 oramir partr de f3 procucoon de luz medida
por medio de los datos de callbradén almacenades. Los resultados de
las pruebas de muestra pueden revisarsa con una comptadora o
imprimirse. Consulte el manual de funconamento del analizador de
ensayos para ver s resultados de las muestras.

Procedimiento de control

Fl requisito de control recomendada para este ensayo es comprar los.
materiales de control por separado y probarios junto con las muestras
denro ce la misma ejecucicn. €l resultado es vlido si los valares de
contrel se encuentran dentra de fos rangas de concentracién impresas.
€n Ias etiquetas. Cuando un valor de control estd fuera del rango
espexificado, puede indicar un deterior e los reactivos o emores en la
téanica, Los resuitados de las prushas asociadas pueden ser invalidos y.
puaden requeri una nueva prueba. Puad ser necesaria Ia racalibracion
del ensayo. Se recomienda que cada Iaboratoria establezca su range
‘aceptadda para garartizar & rendimiento adecuado de [a prueba.

Limitaciones del Procedimiento

Este ensayo pretende ser una ayuda para el diagnastioo clinko.
lieve a cabo este andlisis junto con & examen dlinica, €l historial
médica del paciente v Ios resultados de otras pruiebas.

2. SiJos resultados son inconsistentes con la evidencia cinica, prugbas
adicionales se sugiere confirmar el resultado.

Los anticuerpas haﬂml(ns e suero humana psden reaccionar con

rescuvas,
Wizo. Las pacient uw irramente a oinas o poducias
de suero arimal poscen ser propensas & esta interferenda y se pueden
obsenvar waiores anémalos. Se puede requenr nformacion adkional
para el diagndstico. Este Upo 08 MuEstizs N0 es adenuado para ser
analizadc por este ensayo.
El rendimiento ce esta prucba no se ha establecido con musstras
neonatales.
Los pacienes que han recibido anticuerpos manodanales de ratsn
para & diagnéstico o la terapid pueden desamolar HAMA
(anticuerpos humanos anti-ratin). HAMA puede producir valores
s kel e s ot o Gl i
1pos monadonales de ratln. Se puede requeri informaidn
igond para ol dagnésico
Fsta prucha mide concertraconss dentro del ranga de 05300
ng/ml. Si se esperan concentraciones de NSE por encama del rango
de medicidn, s recomienda diluir las muestas con e Dikyente
Universal, fa dilucon méxima es 1:10 de esta prueba, o que permite
que las muestas se cuanufiquen hasta aproximadamente 3000
ngi.

Intervalo Biol6gico de Referencia

Al analizar muestras de suero de 375 individuos definides como

ncemales por un médica, los resultacos son los siguientes:

20 ng/mi (percentil 95%)

17.89-20.45 ngiml (intervalo de confianza del 95% del percentil)

Se recomienda que cada laborstario estabierca su propia rango

ncemal, que puede ser exclusivo de ls pobiecidn @ fa que e, segin
el paciente, dela d

Caracteristicas de rendimiento

. _Prection de medda_
Este ensayo estd dissflado para tener una precision dentro de la
ejecucion de <10%, Se 2nalizaron 2 miembros de panel basados en
suero humane (1 y 2}, utilizando 1 lote de reactivos, en réplicas de 10.
L resumen en a 5

—— Precsion Gentra
fembros
lote 0 Meda
del Paned &
1 1 10 276t 131 475
2 110 9366 485 547

Este ensaye estd diseilado par2 fener una predisin enre ejecuiones
de <15%. Se analizaron 2 mienbros de panel besados en suero
humanc (1 y 2), utizando 1 lote de reactivo, en réplicas de 10, une
ez al dia durante 3 Gias de prueba. Los dalos de este estudio se
resumen en a siguiente tabia.

” Precisién enre
emoros
ke 0 Meda corncas
del Panel s
1 1 30 2805 139 e
2 130 9220 485 s
2. _Senshilidad Analtica

La sersibicd anallica, definida  como la concentracion
conespondients a las RLU medias de 20 repetidones del callbrador A
mis 2 desviacicnes esténdar, s < 0.5 ngiml

3. Especfiidad Analitca
No hay interferencia con 100 mo/dl de bilmabina, 1500 ma/d de
trigliéricas.

. Precision de la Medicion por Correlacion
Se reaizd un estuchio en el que se analzaron muestras utiizando este

ensayo y una pruba NSE que ya estaba disponible en el mercado.
Los clatos fueron analizads y se resumen en a sguiente tabia.

Métodode  Nimero de . Cosficierte de

careiciin  muestas TR Incinacn ccnelaaoo
Regresbn 296 275 08571 0972
Lireal
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Anexo 7. Articulos Seleccionados

N° | Afio | Base de Datos Idioma Autor(es) Titulo Original
L | 2017 Medigraphic/Revista Espafiol Piriz Momblant Angel, Vazquez | Feocromocitoma y neurofibromatosis: una rara
P Spano : o L
Informacion Cientifica Vilanora Rosa Nelly. asociacion. Revision del tema a propdsito de un caso.
) ) Céspedes  Moron  Miryam,
Scielo/Revista de la ) ) S
o . Camargo Roman Roxana , | Feocromocitoma: enfoque multidisciplinario,
2 | 2021 | Facultad de Medicina | Espafiol ) ) ) ) ) )
Rodriguez  Gutarra  Nicanor, | consideraciones perioperatorias
Humana o . o
Mispireta Castafieda Alicia.
Siacar Bacarreza Sandra, Mamani
) Antonio Adolfo, Burgoa Vargas
Scielo/ Cuadernos B ) B ~ . ) .
3 |2022 ) . Espafiol | Javier , Saldafa Imafia Marcos, | Tumor de células cromafines: Feocromocitoma
Hospital de Clinicas _ ) _
Tarqui Callisaya Carla, Ali Poma
Mirza, Sandi Ossio Javier.
Central American 5 Berlanga  Escalera  Eugenio, | =~ = ]
4 | 2016 ) Espariol i o Diagnostico bioquimico del feocromocitoma.
Journals Online Alvarez Garcia Elias.
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Medigraphic/Medicina

Polania Andrade Alvaro Nicolas,

Monroy Tovar Laura Fernanda,

2021 o Espafiol | Alarcon Vargas Angela Maria, | Feocromocitoma
Interna de México 33 ) ) ]
Barrios Torres Juan Camilo, Isaias
Vargas Hernan.
Pomo Reyna Oscar, Hidalgo
ResearchGate/ )
o 3 Arroyo Edwin, Guerra Raygada ) ) o
2019 | Medicina Interna de | Espafiol o ) Feocromocitoma relacionado a mielolipoma
o Mauricio,  Lozano  Miranda
Mexico . . o
Zenaida, Chian Garcia César.
Scielo/Revista Brenzonia P, Fabbroa F, Fares
argentina de 3 Taiea S, Garciaa S, Gottaa G, | Catecolaminas vs. metanefrinas en el diagndstico
2018 _ ] Espafiol o . ) _
endocrinologia y Lotero Polesela D, Riccia R, | bioquimico de feocromocitoma y paraganglioma
metabolismo Kozakb R
) Cerrato Rivera Cerrato Rivera,
Central American 3 _ ) ) o )
2017 ) Espafiol | Fajardo  Leitzelar ~ Fernando | Feocromocitoma: diagndstico y tratamiento
Journals Online A
rturo.
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Feocromocitoma una causa olvidada de hipertension

Repositorio Villagbmez ~ Estrada  Mariela | arterial. Revision bibliografica del
9 |2021 o Espariol .
Universidad Central Viviana impacto  cardiovascular, conducta diagnéstica Y
terapéutica
) Single-centre study of the diagnostic performance of
Boot Christopher, Toole Barry, i ) )
10 | 2016 | PubMed Ingles plasma metanephrines with seated sampling for the
Neely Dermot. _ ) N )
diagnosis of phaeochromocytomariosparaganglioma
_ Accuracy of recommended sampling and assay methods
Dérr, Roland, Kuhn Matthias, o )
_ ) for the determination of plasma-free and urinary
Christoph Bode, Bornstein Stefan, ) ) _ ) )
11 | 2017 | PubMed Ingles fractionated metanephrines in the diagnosis of
Pacak Karel, Lenders Jacques, ) _
) pheochromocytoma and paraganglioma: a systematic
Eisenhofer Graeme. ]
review
Yuko Tanaka, Kazumasa Isobe,
Enbo Ma, Tsuneo Imai, Toyone Plasma free metanephrines in the diagnosis of
12 | 2014 | PubMed Ingles Kikumori, Tadashi Matsuda, Yuji | Pheochromocytoma: diagnostic accuracy and strategies

Maeda, Akihiro Sakurai, Sanae
Midorikawa, Yuji Hataya, Taiya

for Japanese patients
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