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Resumo: O objetivo deste trabalho foi propor um método rapido e sensivel para a determinac@o
simultanea de catecolaminas (noradrenalina e adrenalina) em amostras de 6rgéaos reprodutores de ratos
machos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detec¢do Eletroquimica. O método
envolveu a injecdo direta do extrato 4dcido da amostra de tecido em uma coluna cromatografica com
superficie interna de fase (HSA-Cg), empregando a fase movel foi composta por solucdo de acido
metanosulfonico a 0.013mol L-! (pH = 3.0): acetonitrila (96:4v/v), 0,033g acido heptanosulfonico e
0,01g EDTA. A detec¢ao dos analitos foi obtida, através de um detector eletroquimico L-ECD-6A-
Shimadzu com potencial em 85mV. A extra¢do das catecolaminas foi utilizado 4cido perclorico a 0,4
mol L-1. A extra¢do do analito resultou em valores de recuperagio entre 56% e 114%, e coeficiente de
variacdo entre 3,8% a 23%. O limite de quantificacdo do método ficou entre 0,008 e 0,030 ng mg-! para
a noradrenalina, e 0,009 e 0,051 ng mg-! para a adrenalina. Em concluséo, o método analitico foi val-
idado e aplicado com desempenho as amostras reais de tecidos bioldgicos de ratos, permitindo a deter-
minacgao de baixas concentracdes das catecolaminas estudadas. O método apresentou varias vantagens:
rapidez, alta precisdo, boa seletividade e, ainda, nao requer o pré-tratamento da amostra.

Palavras-chave: catecolaminas; 6rgdos reprodutores; coluna ISRP-C,5; CLAE.

Introducao

Catecolaminas

As catecolaminas sdo aminas ativas que
apresentam em sua estrutura quimica o anel cate-
col. Sao substancias representadas pela noradren-
alina, adrenalina, L-dopa e dopamina. Atuam
como neurotransmissores € hormonios circu-
lantes no controle do sistema nervoso central e
autonomo [1, 2].

Ecl. Quim., Sdo Paulo, 32(4): 35-42, 2007

Orgdos reprodutores masculinos

O epididimo consiste em um longo ducto
enovelado. E dividido em cabega, corpo e cauda.
Os dois primeiros segmentos estdo relacionados
com a maturagdo espermatica, enquanto o seg-
mento terminal destina-se ao armazenamento de
esperma. O ducto deferente é a continuacao do
ducto epididiméario, terminando na uretra
prostatica, onde esvazia seu conteido. Antes de
entrar na prostata, o ducto deferente se dilata for-
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mando uma regido chamada ampola. Na porg¢édo
final da ampola desembocam as vesiculas semi-
nais, [3].

Consideragoes sobre andlise de catecolaminas

O emprego da técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia com Deteccdo
Eletroquimica é muito utilizado para a determi-
nacdo de catecolaminas em amostras bioldgicas.
Em plasma ou urina, deve-se realizar a extragao e
purificacdo destes compostos antes da determi-
nacdo pelo CLAE-ECD. Varios métodos de
extracdo e purificacdo desses neurotransmissores
em amostras de tecido ou fluido bioldgico sdo
empregados. A alumina na forma 4cida é o mais
utilizado, onde pequenas por¢des sdo adicionadas
a um determinado volume da amostra, seguido por
agitacdo, centrifugac@o e filtracdo. As catecolami-
nas adsorvidas na alumina sao eluidas com auxilio
de acidos diluidos [4, 5, 6]. Pelo método de NI et
al. (1989) [7], a extracao de catecolaminas foi efe-
tuada empregando a técnica “on column”, utilizan-
do difenilboratos seguido pela elui¢do dos com-
plexos catecolaminicos em coluna cromatografica
Cg. Na extragdo de catecolaminas de tecido de
cérebro de rato [8] empregou-se tampao fosfato
com pH ajustado em 5,0 seguido por centrifugagio
a 4°C e filtracao. As concentragdes de dopamina e
noradrenalina foram determinadas em coragdo de
“Snail Helix Lucorum L” apds a homogeneizagéo
das amostras de tecido em solu¢ao tampao com pH
ajustado em 3,3 contendo padrdo interno, para em
seguida serem centrifugadas [9]. As concentracdes
de noradrenalina e metabdlitos foram extraidas de
ducto deferente de ratos a partir da purificacdo dos
extratos, utilizando colunas de alumina e colunas
de borato [10]. As catecolaminas adrenalina, nora-
drenalina, L-dopa e dopamina foram determinadas
em plasma e glandula adrenal de ratos [11] por
injecdo direta e coluna cromatografica ISRP-C 4
imobilizada com a proteina albumina (HSA) do
soro humano [11].

Outras técnicas analiticas como LC/MS e
eletroforese capilar foram também descritas para
a determinacdo de catecolaminas em amostras
biologicas [12].

O objetivo deste trabalho foi propor e val-
idar um método rapido e sensivel para a determi-
nacdo simultanea de noradrenalina e adrenalina
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em Orgados reprodutores de ratos machos, uti-
lizando coluna ISRP-Cg e injecdo direta da
amostra em CLAE-ECD.

Materiais e métodos

Reagentes

A acetonitrila foi obtida da Carlo Erba
(Milan, Italy); os padrdes de adrenalina, nora-
drenalina, sulfato de guanetidina, 4cido hep-
tanosulfonico, acido metanosulfonico, &acido
cloridrico e acido perclorico foram adquiridos da
Aldrich-Sigma (Milwaukee - USA). A agua
deionizada foi fornecida a partir de um sistema de
purificagdo Milli-Q, obtido da Millipore
(Millipore, Bedford, MA).As solu¢des-padrao
foram preparadas dissolvendo-se uma massa de
0,001g de cada catecolamina (noradrenalina e
adrenalina) em 10 mL de uma solugio de 4cido
cloridrico 0,Imol L-! . A partir desta solugio
estoque foram realizadas diluicdes em acido per-
clorico 0,01 mol L-1, obtendo-se concentracdes
de catecolaminas para a constru¢do de curvas
analiticas e determinac@o do limite de detecg@o.

Animais

Foram utilizados 29 ratos machos da var-
iedade Wistar, com idade inicial de 90 dias, prove-
nientes do Biotério Central da UNESP, Campus de
Botucatu, e 20 ratos machos da variedade Sprague-
Dawley, com idade inicial de 90 dias, provenientes
da Universidade de Campinas, UNICAMP. Os ani-
mais foram mantidos durante os experimentos no
Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento
de Morfologia do Instituto de Biociéncias da
UNESP. Os animais foram aclimatados ao novo
ambiente por um periodo minimo de uma semana
antes dos experimentos.

Instrumentagdo

A separacio das catecolaminas foi realiza-
da em um sistema gradiente de cromatografia lig-
uida de alta eficiencia (CLAE), equipado com
duas bombas reciprocas Modelo LC-10ADVP,
uma valvula Switching FCV-12AH; um detector
eletroquimico Shimadzu L-ECD-6A, valvula
manual de inje¢do Rheodyne 7125, ligada a uma
alca de 1000 uL, (Cotati, CA, USA) e uma
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estacdo de tratamento de dados Work Station-
Computador Pentiun 233 - Metron; adquirido da
Shimadzu, (Shimadzu, Japan).

Condigoes cromatogrdficas

Foi empregado uma coluna cromatografica
ISRP - Cig (250 mm x 2,0 mm DI), Luna-
Phenomenex com diametro de particula 5pum,
adquirida pela Labtron e Comércio Ltda, previa-
mente preparada de acordo com protocolo de
MENEZES e FELIX [13]. As determinacdes
foram realizadas em temperatura controlada a
25°C, empregando a fase movel composta por
solugdo aquosa de 4cido metanosulfonico
0,013mol L1, com pH ajustado em 3,0 e acetoni-
trila (96:4 v/v), 0,01g de EDTA e 0,033g de 4cido
heptanosulfonico, com uma vazao de 0,5 ml.min-!.

Meétodos
Otimizagdo do potencial eletroquimico

O estudo do potencial eletroquimico ade-
quado foi avaliado testando-se potenciais entre +
30mV a + 100mV. Para cada potencial eletro-
quimico foram feitas inje¢des em triplicata de
1.000 L de solugao padrao contendo 1ug mlL-!
de catecolaminas.

Coleta dos orgaos reprodutores

Os animais foram anestesiados com éter
etilico e mortos por decapitagio, procedendo-se a
coleta da cauda do epididimo, ducto deferente e
vesicula seminal. Os 6rgaos foram pesados, obten-
do-se primeiramente o peso “cheio” e depois o
“vazio” (sem a secre¢do) do ducto deferente e
vesicula seminal, e posteriormente congelada.

Tratamento das amostras
Extracdo

Adaptou-se a metodologia de MOURA e
colaboradores, onde se utilizou 4cido perclorico
na concentra¢@o de 0,1 mol L-! em amostras de
tecido, para 0,4 mol L-!, obedecendo a relac@o de
1,0 mL de HCIO, : 100 mg de tecido [14].As
amostras foram filtradas e diluidas (1:40 v/v) em
agua destilada, antes de cada injec@o.

Avaliagdo do tempo de extragcdo

A cada 30 min foram efetuadas dilui¢des
(1:40 v/v) em agua destilada, de uma aliquota de
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0,1 mL do extrato acido e 1.000 pL de cada uma
das amostras foi injetado em triplicata no sistema
de cromatografia liquida.

Fortificacdao da amostra

As fortificagdes foram feitas para a cauda
do epididimo e o ducto deferente. Considerando
que cada animal possui dois epididimos e dois
ductos deferentes (n = 18), e que estes Orgaos
possuem uma concentracdo normal de cateco-
laminas, o protocolo do estudo de recuperacao
seguiu as seguintes etapas: os o6rgdos foram divi-
didos em dois grupos denominados de grupo
controle (n = 9) e grupo fortificado (n =9)., cada
grupo foi dividido em trés subgrupos (n = 3 cada
subgrupo). Foram determinadas as concentragdes
de noradrenalina e adrenalina dos subgrupos con-
trole, e a partir dos valores obtidos, as amostras
de cauda do epididimo e ducto deferente foram
fortificadas. As caudas de epididimo foram forti-
ficadas com 30, 40 e 50 uL, respectivamente, de
solucdo aquosa contendo 2.000ug L-! de nora-
drenalina e adrenalina. Os ductos deferentes
foram fortificados com 30, 40 e 50 uL de solugdo
aquosa contendo 2.000 pug L-1 de adrenalina, e
60, 70 e 80 uL de solugdo aquosa contendo 2.000
ug L-1 de noradrenalina.

Estudo da recuperagdo

Devido ao efeito de matriz a utilizagdo do
método de padrdo externo ficou impossibilitada,
deste modo, empregou-se 0 método de calibracao
de adicdo padrdo. Para cada amostra dos subgru-
pos (n = 3), controle e fortificado, foram feitas
quatro dilui¢des em agua destilada (1:40 v/v). A
seguir foram adicionados volumes de 1,2 e 4 uL,
respectivamente, de solucao padrao (2.000 ug L-
1), a partir da segunda dilui¢ao, obtendo-se con-
centragoes de 0,5, 1 e 2 pg L-! de noradrenalina e
adrenalina. A primeira dilui¢do de cada subgrupo
¢ denominada de amostra testemunha. Deste
modo, foram obtidas as curvas analiticas. A
exatiddo e a precisdo dos resultados foram deter-
minadas efetuando-se os célculos de noradrenali-
na e adrenalina recuperadas em tecido, e o
respectivo coeficiente de variag@o.

Amostra real
A quantificagdo das catecolaminas nas
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amostras reais foi determinada pelo método de
calibragdo de adi¢@o padrao. As amostras foram
extraidas sem a adi¢do do padrdo (amostra teste-
munha) e com adi¢ao do padrdo, (n = 3, concen-
tragdes de 0,5, 1 e 2 pug L-1). As amostras foram
injetadas em triplicata.

Resultados e discussao

A fase movel mais adequada para a sepa-
racdo das catecolaminas foi composta por um sis-
tema de solventes contendo solugdo de acido
metanosulfonico 0,013 mol L-!, com pH ajustado
em 3,0, acetonitrila (96:4 v/v), 0,033g de acido
heptanosulfonico e 0,01g de EDTA. O emprego
do 4cido metanosulfonico na concentrag@o 0,013
mol L-! melhorou significativamente a estabiliza-
¢do da linha de base do detector eletroquimico; O
acido heptanosulfonico & necessario para pro-
mover a retenc@o das catecolaminas na fase esta-
cionaria ISRP-C,4, devido a capacidade de for-
magdo de par idnico. Foram testadas diferentes
concentragdes deste acido. A literatura descreve
alguns trabalhos que utilizaram 1,5 mM [15] e
556 mg L-I[5]. Tendo em vista a necessidade de
uma metodologia que apresentasse um baixo lim-
ite de deteccdo e um bom desempenho cro-
matografico, optou-se por trabalhar com a con-
centragao de 0,033g de acido heptanosulfonico
em 100 mL de fase movel. Desta forma, pode-se
inferir que este composto contribuiu significativa-
mente para a separa¢do das catecolaminas, bem
como para a obtencdao de um bom desempenho
cromatografico, como pode ser visto na Figura 1.

Varios métodos cromatograficos, utilizan-
do vérias técnicas de detec¢@o foram desenvolvi-
dos para determinacdo de catecolaminas em
amostras biologicas [8,16,17,18]. A literatura
relata que o potencial eletroquimico mais utiliza-
do na avaliag¢@o de catecolaminas em diferentes
tecidos é o de +75mV [19]. Neste trabalho, apds
ensaios para a otimizacdo do potencial eletro-
quimico, verificou-se que o mais adequado para
a analise das catecolaminas em tecidos de drgaos
reprodutores de rato foi o de +85mV, como pode
ser observado na Figura 2.

Analisando as equagdes das retas obtidas
(Figura 3), observou-se que o modelo linear para
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Figura 2. Voltamograma obtido para a noradre-
nalina e adrenalina apds estudo de vérios potenci-
ais empregando detector eletroquimico.

a determinacdo das catecolaminas por CLAE
com detector eletroquimico é adequado, ja que os
coeficientes de correlagdo foram 0,999 para a
noradrenalina e 0,998 para a adrenalina, como
pode ser observado na Tabela 1. Estes valores
expressam a relacdo entre e as areas dos picos
cromatograficos nos intervalos utilizados (y) e as
concentracdes das catecolaminas (x). A relacao

Noradrenalina

500000
400000 -
300000 -

200000

UNIDADES DE AREA

100000 -

o

T T 7 7 ;
0 200 400 600 800 1000
ng.mL-1

Figura 3. Curvas analiticas para solugdes-padrao
de noradrenalina e adrenalina
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Tabela 1. Parametros das curvas analiticas para a noradrenalina e adrenalina.

EQUACAO DE REGRESSAO

COEFICIENTE DE

ANALITO LINEAR CORRELACAO
Noradrenalina y =6461,99 +452,52. x 0,999
Adrenalina y =2372,12 +385,33. x 0,998

3 -1 3 B z
X ¢ expresso em ng mL™ ey ¢ expresso em unidade de érea.

de x e y na curva é expressa como 12 (coeficiente
de correlac@o), onde os valores ideais esperados
sio 1 e —1, ou seja, quanto mais proximo da
unidade, maior a probabilidade de existir uma
relac@o linear bem definida [20, 21].

O procedimento de extracdo das cateco-
laminas foi realizado utilizando o 6rgéo inteiro. E
importante enfatizar que a relacdo de 1,0 mL de
acido perclorico 0,4 mol L-! para cada 100 mg de
tecido deve ser considerada importante, uma vez
que toda a amostra permanece imersa na solugé@o
acida [11]. Fez-se necessaria a diluicdo dos
extratos das amostras de cauda do epididimo,
ducto deferente e vesicula seminal em 4gua des-
tilada, na propor¢do de 1:40 v/v para reduzir a
concentracdo do acido perclorico para 0,01 mol
L-1 estabilizando o pH da fase movel em 3,0,
possibilitando a retengdo das catecolaminas na
coluna cromatografica Cig.

Na avaliagdo do tempo de extracao
(Tabela 2), observou-se que o melhor rendimen-
to de extrac@o para a noradrenalina foi de 90 min
para a andlise da cauda do epididimo e 60 min
para a anélise do ducto deferente. A extracao para
a adrenalina nas duas matrizes manteve-se con-
stante a partir de 30 min. Levando-se em consid-

eracdo que o ducto deferente apresentou concen-
tracdes maiores de catecolaminas quando com-
parado a cauda do epididimo, era esperado um
maior tempo para obter um maior rendimento de
extragdo. Entretanto, isto ndo ocorreu uma vez
que ha uma acentuada diferenca entre os tecidos
desses Orgdos.

Para a validagcdo do método foi avaliada a
seletividade e a recuperagdo. Para avaliar a sele-

500 [

300 ]

>
100 \

°
:f= 5,701

T 7.152

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (min)
Figura 4. Cromatogramas obtidos ap0s a inje¢ao de
1000pL do extrato acido da amostra testemunha de
cauda de epididimo (cromatograma A) e apds a
injecao de 1000xL do extrato 4cido da amostra real
de ducto deferente de rato Wistar controle, com
adi¢ao de padréo de 0,5ug L-!, (cromatograma B).

Tabela 2. Avaliagdo do tempo de extracdo da noradrenalina (NA) e adrenalina (ADR) em uma
amostra de cauda do epididimo (CE) e uma amostra de ducto deferente (DD) de rato Wistar.

ti‘t‘;g‘c’ﬁ‘:f Volume NA ADR 1::;‘;‘;5‘1“ Volume NA  ADR
P L) (ng) (ng) >D) mL) (g ()
30 min 1,86 0,78 0,48 30 min 0,70 3,94 5,14
60 min 1,76 1,06 0,37 60 min 0,60 38 527
90 min 1,66 1,50 0,48 90 min 0,50 3,06 4,01
120 min 1,56 1.35 031 120 min 0,40 254 322
150 min 1,46 1,34 0,39 150 min 0,30 191 242

Ecl. Quim., Sdo Paulo, 32(4): 35-42, 2007
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tividade do método proposto foram comparados
os cromatogramas das amostras testemunhas e
das amostras fortificadas. De acordo com os cro-
matogramas apresentados na Figura 4, nenhum
interferente elui no tempo de retengdo das sub-
stancias de interesse. O método proposto para
este estudo conseguiu atingir valores de LQ para
a noradrenalina e adrenalina em amostras de teci-
dos de orgdos reprodutores de ratos, menores
comparados com outros métodos descritos pela

o

literatura para varios tecidos e/ou amostras
bioldgicas, como pode ser observado na Tabela 3.
Com excecdo de alguns autores, que quan-
tificaram dopamina, noradrenalina e adrenalina
em diferentes tecidos, encontrando valores de LD
de 4,20, 0,47 e 1,47 ng mL, respectivamente,
analisando cortex cerebral e plasma de rato
[19,22]. A maioria dos trabalhos relata o pré-
tratamento da amostra, empregando a homo-
geneizacdo e centrifugacdo, antes da analise por

Tabela 3. Limite de quantificagdo para a noradrenalina e adrenalina nas amostras de tecidos
de 6rgaos reprodutores de ratos Wistar e Sprague-Dawley.

ORGAO DO ANIMAL

*(LQ) NA (ug L™

*(LQ) ADR (ug L™

Wistar

Cauda do epididimo 0,027 0,051
Ducto deferente 0,030 *= LQ 0,030 *=LQ
Vesicula seminal 0,014 *<LD 0,050
Sprague-Dawley

Cauda do epididimo 0,010 *<LD 0,010 *<LD
Ducto deferente 0,010 *<LD 0,009 *< LD
Vesicula seminal 0,008 *<LD 0,010 *<LD

*LQ: concentragdo visivel que permite a quantificagdo com precisdo e exatiddo

*<LD: menor que o limite de detecgdo
*=LQ: igual ao limite de quantificagdo

Tabela 4. Avaliagdo da recuperagdo da noradrenalina (NA) e adrenalina (ADR) na cauda do epididimo

(CE) de ratos Wistar.

= Concentracio =
) Concentragio fisiologica de NA Concentragio de
Orgao fisiolégica de g NA e ADR Recuperacio o
S e ADR o CV (%)
(n=9) NA e ADR fortificada detectada (%) (NA)  (ADR)
1 -1
ng m - ng m NA ADR
(ng mg™) (ng mg") (ng mg™) (NA)  (ADR)
CE1 0,030 0,015 0,840 0,830 0,680 0,830 81 100
CE2 0,050 0,034 0,820 0,710 0,920 0,660 112 93 16,50 11,15
CE3 0,070 0,360 0,820 1,110 0,760 0,830 62 74
CE4 0,110 0,040 1,070 1,000 1,020 0,980 95 98
CE5 0,050 0,450 1,400 1,800 1,430 1,580 102 56 3,80 10,70
CE6 0,024 0,018 1,200 1,200 1,120 1,310 101 109
CE7 0,310 0,090 0,900 0,680 0,760 0,730 85 107
CE8 0,020 0,016 1,150 1,140 0,980 1,100 85 96 4,00 6,40

CE9 0,030 0,057 1,310 1,340

1,190 1,450 91 108

N = Numero de érgdos.
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Tabela 5. Avaliagdo da recuperagdo da noradrenalina (NA) e adrenalina (ADR) no ducto deferente (DD) de ratos
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Wistar.
) Concentracio Concentragio Concentracio de
Orgao fisiologica de fisiol6gica de NA NA e ADR Recuperacio CV (%)
(n=9) NA e ADR e ADR fortificada detectada (%) (NA) (0ADR)

(ng mg™) (ng mg") (ngmg") (NA) _ (ADR)

DD | 0,021 0,010 4,170 2,610 3,680 3,130 88 120
DD 2 0,060 0,038 3910 2,450 3,510 2,100 90 86 6,15 19,13
DD 3 0,017 0,059 3,500 2,230 2,800 1,980 80 89
DD 4 0,110 0,040 3,070 1,520 2,180 1,030 71 68
DD 5 0,016 0,027 3,020 1,530 2,700 1,230 89 80 23,00 8,10
DD 6 0,110 0,070 3,040 1,590 1,760 1,200 56 75
DD 7 0,080 0,020 3,410 1,690 3,370 1,940 99 114
DD 8 0,070 0,010 4,380 2,470 3,500 2,220 80 90 13,50 16,00
DD 9 0,011 0,028 3,340 1,980 2,600 1,680 98 85

N = Numero de 6rgdos.

CLAE. A metodologia proposta nao necessita do
pré-tratamento da amostra devido ao emprego da
coluna cromatogréfica ISRP-C g, a qual permite
a injecdo direta da amostra [13].

De acordo com o roteiro de validagao para
amostras biologicas [23,24] os valores de recuper-
acdo devem estar entre 70 e 110 %, porém, con-
forme a complexidade da matriz utilizada e a
repetibilidade dos resultados, eles podem apresen-
tar-se entre 60 e 120%, com precisao de + 20%.
Neste trabalho, os valores de recuperagdo situ-
aram-se entre 56 € 114 %, com CV entre 3,8 € 23%,
como pode ser observado nas Tabelas 4 e 5, para os
nos niveis de fortificacdes de 30, 40 e 50uL dos
padroes para amostras de cauda do epididimo e 30,
40 e 50pL de adrenalina e 60, 70 e 80uL de nora-
drenalina para amostras do ducto deferente. Assim,
os resultados obtidos foram proximos aos encon-
trados em métodos descritos pela literatura espe-
cializada, mostrando-se em concordancia com 0s
valores aceitaveis para a validagdo de nova
metodologia em amostras biologicas.

Conclusoes

Na determinacao da noradrenalina e
adrenalina em tecidos de 6rgaos reprodutores de

Ecl. Quim., Sdo Paulo, 32(4): 35-42, 2007

ratos, foi observado o efeito de matriz. Deste
modo, a avaliacdo da recuperag@o das catecolam-
inas foi ajustada utilizando o método de cali-
bragdo de adi¢do padrdo, o qual foi empregado
com sucesso para a avaliagdo das amostras reais.

Os resultados obtidos através do estudo de
recuperacao estdo de acordo com valores
aceitaveis para a validacdo de uma nova meto-
dologia analitica em amostras biologicas, assegu-
rando a eficiéncia e a confiabilidade do método.

O método analitico apresentou simplicidade
no tratamento das amostras e rapidez de anilise,
devido ao emprego do acido perclérico 0,4 mol L-1
no procedimento de extracdo das catecolaminas
presentes em amostras de tecidos e o emprego da
coluna cromatografica ISRP-C;q que permite a
injec@o direta do extrato 4cido da amostra.
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D.AF. Silva, M.L.Menezes, W.G. Kempinas. A new method for simultaneous determination of
catecholamines in reproductive organs from rats by high performance liquid chromatography with
electrochemical detection.

Abstract: The aim of this research was to propose a new sensitive and fast method to the simultane-
ous determination of catecholamines (noradrenaline and adrenaline) in samples of reproductive organs
from male rats by High Performance Liquid Chromatography with Electrochemical Detection. The
method involved direct injection of acid extract on to a serum albumin dimethylocadecyl-silane (HSA-
C,g) and the utilization of 0.013mol L-! methanosulfonic acid (pH = 3.0): acetonitrile (96:4v/v), 0.033g
heptanosulfonic acid and 0.01g EDTA as mobile phase. The detection was obtained using an electro-
chemical detector L-ECD-6A-Shimadzu with a potential of the 85mV. percloric acid 0.4 mol L-! was
used in the procedure of catecholamine extraction. The extraction of the analyte resulted in recovery
values between 56% and 114%, and coefficient of variation between 3.8% and 23%. The quantifica-
tion limit of the method was between 0.008 and 0.030ng mg-! for noradrenaline, and 0.009 and 0.051ng
mg-! for adrenaline. In conclusion, the analytical method was validated and applied to the real samples
of rats, allowing the determination of low concentrations of the catecholamines studied. The method
has various advantages: fast, high precision and good selectivity and do not require sample treatment.

Keywords: catecholamines; reproductive organs; column ISRP- C,;. HPLC-ECD.
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