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Metodologia analitica para valoracion de catecolamas en orina humana por
HPLC con detector electroquimico

Introduccién

Las catecolaminasson un grupo de sustancias producidas principabren las células
cromafines de la médula adrenal y en las fibratgpaglionares del sistema nervioso que
incluye la adrenalina, la noradrenalina y la dopeamLa adrenalina, la noradrenalina y la
dopamina son neurotransmisores en el sistema servientral y ejercen efectos
metabdlicos por estimulacién de receptores adr@wrgen una amplia variedad de
células. Por otra parte estds moléculas tiene resibormonales y regulatorias sobre
distintos O6rganos y células. La excesiva producgidiberacion de catecolaminas al
torrente sanguineo por una neoplasia de tejido afiomo, tal como feocromocitoma
produce en forma caracteristica, hipertension gtersie o paroxisticaEl dosaje de
catecolaminas urinarias es de interés en el didigonodiferencial de la hipertension
persistente o sin otra etiologia evidente. Uncodariconvenientes que presenta el dosaje
de catecolaminas urinarias es la sensibilidad retpe para cuantificar las
concentraciones halladas en esa matriz biologica

Parte experimental

Metabolitos estudiados:

Los compuestos analizados en orina fueron NorepmaefNoradrenalina, simbolizada
como NE) y Epinefrina (Adrenalina, simbolizada cof)pcomo estandar interno se
utilizé 3-4 Dihidroxibenzilamina bromhidrato (simlizado como DHBA).



Método de extraccion

Las muestras de orina de 24hs recolectadas sololie nmservante, fueron extraidas
mediante una técnica de adsorcién y elusion caniahl

Equipamiento
El cromatégrafo esta conformado por los siguientédulos:

Bomba cuaternaria Agilent 1200
Inyector automéatico Agilent 1200
Compartimiento calefactor de columnas Agilent 1200
Desgasificador por vacio en linea Agilent 1200
Detector electroquimico Coulochem Il marca ESA
Condiciones cromatograficas:
Columna: ACE-C18 250x4.6 mm Bn
Fase movil: A) Octanosulfonato de Sodio: #;, : K;EDTA : H20 (0,23309:6,89:
0,1272 g : csp. 1000 ml) pH=20,1 con HPO,
B) Octanosulfonato de Sodio: KPO, : K;2EDTA : H20 (0,2330 g : 13,61 g

:0,1272 g : csp. 1000 ml) pH=2t3,1 con HPO,

Gradiente:
Tiempo (min) | %FMA| % FMB
0 100 0
12,0 0 100
35,0 0 100
35,5 100 0
45,0 100 0

Flujo: 1,5 ml/min.

Tiempo de corrida: 50 minutos

Volumen de Inyeccion: 100l
Deteccion: ECD marca ESA, 200 m\u@).

Temperatura: 35°C



Resultados:

En las figura 1 y 2 se pueden observar las cunascalibracion para las dos
catecolaminas analizadas, donde se muestran etestmeficientes de correlacion.

El Limite bajo de cuantificacion, que llega a lab ppb, fue 0,04ug/l para NE y
0,09ug /Il para E, mostrando la excelente sensibilidddideema.

El rango de cuantificacién es de 0,04 a P00 para NE y de 0,09 a @4/l para E.

En las figuras 3, 4 mostramos cromatogramas démpgtuna muestra.
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Figura 1: Curva de calibraciéon de Norepinefrina
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Figura 2 : Curva de calibracién de Epinefrina
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Figura 3: Cromatograma de patrones de epinefrim@pmefrina y estandar interno
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Figura 4:: Cromatograma de una muestra de orina

Conclusiones

Como se ve en los resultados los limites de détetmgrados son muy bajos, también
se puede destacar que la selectividad es apropipésar de trabajar con muestras donde
las matrices son complicadas.

Es importante resaltar que esta técnica fue uldizaara dos ensayos interlaboratorios
organizados por el CAP (Colegio Americano de Pgtad con resultados satisfactorios
en ambos.

El sistema de HPLC Agilent Technologies 1200 emjwmo con el detector
electroquimico ESA Coulochem IlIl demostré ser ureekente herramienta para estas
aplicaciones.



