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RESUMEN

Este trabajo describe los antecedentes y procesos para las condiciones mas ideales del
montaje de una técnica cromatografica y de deteccidon del neurotransmisor histamina; de
tal forma se evalu6 diferentes componentes de la fase mévil y diferente concentracion de
derivatizante O-ftalaldehido (OPA) para la deteccién de histamina usando cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) y deteccién por fluorescencia (FL). Una vez establecido
el método mas adecuado, se estandarizé a través de la repeticibn de curvas de
calibracion para la identificacion de las concentraciones minimas detectables de
histamina en la HPLC y luego se valido el método usando muestras cerebrales obtenidas
a través de microdialisis de la corteza prefrontal de ratas (CPF) sometidas a un modelo
de dieta azucarada. Se demostro que el fosfato de sodio, el metanol y el OPA a una
concentracion de 2.5 mM son eficientes para la deteccién de histamina a concentraciones
cerebrales. Ademas, se obtuvieron datos preliminares de que las ratas con dieta
azucarada tienden a tener mas histamina basal que las ratas de dieta normal en la CPF.
Estos resultados aportan una técnica para la cuantificacion de histamina y su estudio en
estructuras del cerebro de ratas, el cual sera de gran utilidad para la investigacion de la
neuroguimica de los procesos de conductas apetitivas, con rasgos adictivos, asi como

procesos cognitivos del aprendizaje y memoria.



SUMMARY

This work describes the background and implementation processes for assembling the
ideal chromatographic conditions technique for histamine separations and this
neurotransmitter detection. To this aim, we tried different mobile phase components and
concentrations of O-phthalaldehyde (OPA) derivatizer to evaluate histamine content by
high-performance liquid chromatography (HPLC) and fluorescence detection. Once the
most suitable method was established, it was standardised through the repetition of
calibration curves for the identification of the minimum detectable concentrations of
histamine in the HPLC and then the method was validated using brain samples obtained
through microdialysis of the prefrontal cortex of rats (PFC) subjected to a sugar diet model.
Sodium phosphate, methanol, and OPA at a concentration of 2.5 mM were shown to be
efficient for histamine detection at brain concentrations. In addition, we obtained
preliminary data analysis showing that the PFC of rats on a sugar diet tend to have more
basal histamine than rats on a control diet. These results allow us to propose a
guantification technique for analyzing histamine and its study in rat brain structures. It will
be beneficial for neurochemistry research of metabolic processes during appetitive
behavior with addictive traits, as well as cognitive such as appetitive and aversive learning

and memory.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cromatografia

La cromatografia es un método de separacion fisica de sustancias (Freifelder, 1981). Una
muestra se disuelve en un fluido denominado fase movil, que la transporta a traveés de un
sistema en el cual se fija un material denominado fase estacionaria. Dado que las
diferentes sustancias de la muestra suelen tener diferentes afinidades por la fase
estacionaria, cada sustancia se va reteniendo en menor o mayor medida en funcién de
dicha afinidad. De esta manera, los componentes (también llamados solutos o analitos)
se desplazan a diferentes velocidades en el fluido mévil, lo que provoca su separacion
(Figura 1). Actualmente existen equipos llamados cromatdgrafos que son de alta

tecnologia para realizar cromatografia (Colin F. Poole, 2003; Roca Salom et al., 2003).

Cabe decir que la cromatografia puede ser preparatoria o analitica. El objetivo de la
cromatografia preparatoria es separar los componentes de una mezcla, mientras que la
cromatografia analitica sirve para cuantificar los componentes en una mezcla. Los dos

tipos no se excluyen mutuamente (Colin F. Poole, 2003).

Sistema de Q 1
soporte (papel)

Fase
estacionaria

(celulosa del
papel)
Mezcla de tintas

diferentes ®

Fase movil

(agua)™ \_ 4

Separacion
de tintas

o,

Flujo por capilaridad

—

_J

Figura 1. Funcionamiento elemental de la cromatografia. Una mezcla de tintas de

colores diferentes puede ser separada a través de la cromatografia en papel utilizando
la capilaridad del agua como un mecanismo de flujo que desplace las moléculas de

cada color de tinta a lo largo del papel.




1.1.1. Historia

Los primeros experimentos de la cromatografia se pueden rastrear desde finales del siglo
XIX. Existen diferencias en los primeros autores que realizaron los experimentos de
cromatografia. Entre los mas antiguos precursores se encuentra Carl Runge que a
mediados del siglo XIX realiz6 técnicas de separacién parecidas a la cromatografia
usando papel. Otro mas reconocido es David Day, que a finales del mismo siglo realizo
separaciones de petroleo usando un sistema parecido a la columna actual. También se
reporta a Mijail. S. Tswett en el afio de 1906; quien probé la separacion de pigmentos
vegetales utilizando una columna de carbonato de calcio y usando solventes como un

medio de transporte (Colin F. Poole, 2003).

Propiamente la invencién de las técnicas cromatograficas como las conocemos
actualmente sucedié a mediados del siglo XX. Archer John Porter Martin (Archer J. P. M.)
y John Synge, fueron galardonados con el Premio Nobel en 1952 por sus aportaciones
sobre la cromatografia de particion. Ademas, Archer J. P. M. también colaboré con
Anthony T. James para el perfeccionamiento de la cromatografia de gas (Freifelder, 1981;
Colin F. Poole, 2003).

Posteriormente en la década de 1960 se perfeccionaron las técnicas para la
cromatografia liquida a cargo de Csaba Horvath y Josef Huber cada quién por su lado.
Ellos perfeccionaron reduciendo exitosamente el tamafio de poro en las columnas,
mejoraron la velocidad y la presion del flujo. A finales de dicha década, empezaron a salir
comercialmente los primeros equipos para cromatografia liqguida (Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion; HPLC) a cargo de las compafias Walters Associates y DuPont
(Majors, 2015; Snyder & Kirkland, 1974).

1.1.2. Tipos de cromatografia

Los métodos en cromatografia se pueden clasificar segun 3 criterios principales: por la
naturaleza de sus fases, por el mecanismo de la separacion de sustancias y por el
sistema en el que se aloja la fase estacionaria. Los métodos no son excluyentes, si no

gue pueden combinarse. A continuacion, se describen las tres clasificaciones.



1.1.2.1. Por la naturaleza de su fase

Esta clasificacion se diferencia por el estado de la materia de cada fase movil (Figura 2)

(C.F. Poole, 2000). Se destacan los siguientes:

Cromatografia de gas: en la cual, la fase movil es un fluido gaseoso, mientras
gue la fase estacionaria puede ser igualmente gaseosa o liquida.

Cromatografia de liquidos: en la cual, la fase movil es liquida mientras que la
fase estacionaria puede ser igualmente liquida, solida o una agrupacién de
micelas.

Cromatografia de fluidos supercriticos: en la cual, la fase maovil es un fluido
supercritico, es decir se difunde como un gas, pero disuelve sustancias como un
liquido. En este tipo de cromatografia, la fase estacionaria puede ser un liquido o

un soélido.

1.1.2.2. Por el mecanismo de separacion de las sustancias

Existen al menos 4 mecanismos fisicoquimicos que permiten separar sustancias en
cromatografia (Coskun, 2016; Freifelder, 1981; Colin F. Poole, 2003):

Cromatografia de adsorcion: Los solutos de la fase movil se retienen en las
superficies de la fase estacionaria segun su capacidad de adsorcion.
Cromatografia de particién o reparto: Los solutos de la fase moévil se retienen en
la fase estacionaria segun las caracteristicas de solubilidad.

Cromatografia de intercambio i6nico: separa las sustancias con base en la carga
eléctrica de las moléculas componentes.

Cromatografia de exclusion/por tamafio molecular: separa las moléculas con
base en el tamafio de las moléculas componentes de una mezcla.
Cromatografia por afinidad: separa las moléculas a partir de afinidades
moleculares especificas entre la fase mavil y la fase estacionaria. Por ejemplo,
antigenos y anticuerpos, enzimas y sustratos o receptores y ligandos, por lo que
es utilizada principalmente para separar macromoléculas biol6gicas.
Cromatografia de fase ligada: en la cual se separan los solutos combinando la

separacion por adsorcion y por particion.



1.1.2.3. Por el sistema en el que se aloja la fase estacionaria

Hay dos principales tipos de soporte en cromatografia (Coskun, 2016; Majors, 2015):

e Cromatografia plana:

o Cromatografia en papel: Se utiliza papel simple como sistema de soporte
donde sucede la separacion. La fase mévil sélo puede ser liquida y el
movimiento de la mezcla a separar se produce por fuerzas de la
capilaridad o de la gravedad.

o Cromatografia en capa fina: Se utilizan placas planas sélidas con
materiales pulverizados en su interior que sirven como fase estacionaria.
Las placas planas sélidas pueden ser de vidrio y el material interno puede
ser gel de silice, alimina o celulosa.

e Cromatografia en columna:
Se utiliza un tubo estrecho que se rellena con la fase estacionaria. Este tubo

constituye la columna por donde fluira la fase movil.

Cromatografia

Fluidos e
Fase mov”
I ] ]

F‘.f'se_ Solido | | Liquido Solido | | Liquido Solido | | Liquido | | Micelas
estacionaria
Adsorcién | Adsorcion Adsorcion | Adsorcion —I Adsorcion |
EXCIUS'OT por | Particién Particién —I EXCIUSIOT por
tamaio tamano

Intercambio
ionico

Afinidad

Fase ligada

Figura 2. Clasificacion de la cromatografia segun la naturaleza de su fase mdvil. La
fase movil de la cromatografia puede ser de gas, fluidos supercriticos y liquida. Cada
fase movil puede combinarse con diversas fases estacionarias o con diferentes

mecanismos de separacion de solutos (Modificado de Poole, C. F., 2000).




1.1.3. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resoluciéon es un tipo de cromatografia en columna que
utiliza un liquido como fase movil (Snyder & Kirkland, 1974). Es una técnica
frecuentemente utilizada en bioquimica y quimica analitica. Se abrevia HPLC por las
siglas en inglés de High-performance liquid chromatography. La HPLC separa los
componentes de una mezcla segun las interacciones fisicoquimicas entre la fase moévil y
la fase estacionaria dentro de la columna cromatografica (Yuri V. Kazakevich, 2007). La
HPLC combina tres principios para la separacién de sustancias: la polaridad, la carga

eléctrica y el tamafio molecular (Roca Salom et al., 2003).

Tradicionalmente se empleaban columnas con fase estacionaria de caracter polar,
mientras que la fase movil era de caracter apolar. Esta técnica se llama HPLC de fase
normal. Sin embargo, posteriormente se invirtid la caracteristica, pues para las columnas
se usaron materiales apolares mientras que la fase movil se volvié de caracter polar. Esta
técnica se llamdé HPLC de fase reversa y es la mas utilizada hoy en dia por su alta
replicabilidad y aplicabilidad (Wellings, 2005).

En general, la HPLC se basa en los principios de la cromatografia general, pero a un nivel
mas sofisticado, ya que ademas se automatiza el proceso y se integra un detector de la
sefal que se conecta a una computadora para su analisis. Cabe resaltar que, a principios
del afio 2000, salieron al mercado los primeros equipos de Cromatografia de Liquidos de
Ultra Alta Resolucion (UHPLC). Esta modalidad de la HPLC tiene una mayor sensibilidad
y reduccidn de ruido, lo cual mejora la deteccion y cuantificacion de moléculas (Gika et
al., 2015).

1.1.3.1. Mddulos funcionales basicos de la HPLC
La HPLC consiste en una serie de mangueras por donde fluye la fase movil, sin embargo,
conforme avanza pasa por diferentes mddulos con funciones especificas, los cuales son

descritos a continuacion (Figura 3).



Muestra n
Columna Detector

Adquisicion
de datos

Inyector

Bomba

Desechos

Fase movil

Figura 3. Esquema general de los componentes de la HPLC. La HPLC inicia con la
toma de liquido de un reservorio de fase movil, el cudl por lo general contiene dos
componentes: un amortiguador para mantener el pH de una muestra y evitar que se
degraden lo solutos; y un solvente que se combina con el amortiguador para producir
la separacion de los solutos de una muestra. Luego el equipo cuenta con un flujo
generado por una bomba regulada que mantiene un flujo continuo. Posteriormente,
existe un sitio de inyeccidén de una muestra de interés para su separacion a partir del
cual se mezclara la muestra con la fase movil. A continuacion, el flujo llevara la muestra
a través de una columna doénde sucedera la separacion de sustancias para que
posteriormente un detector pueda enviar los datos a una computadora para su

codificacion (Modificada de Sensirion corporation official website).

1.1.3.1.1. Bomba

La bomba es un instrumento que ejerce presion sobre los liquidos de la HPLC para formar
un flujo de la fase mévil de la HPLC. Este componente es muy importante porque brinda
la fuerza para la movilidad de las particulas. Los equipos mas actuales pueden contar
con mas de una bomba, lo cual permite combinar un liquido diferente por cada bomba
(Verma & Santoyo, 2007).



1.1.3.1.2. Inyector
Este modulo se encarga de inyectar las soluciones que contienen las muestras de interés
para analizar por HPLC. Se encuentra antes de la columna y los equipos mas

actualizados tienen un inyector completamente automatizado (Verma & Santoyo, 2007)

1.1.3.1.3. Columna

La columna es una pieza larga y delgada en forma de tubo con el interior poroso para
gue el flujo liquido vaya separando las sustancias conforme avanza en su interior. Existen
columnas de diferentes tipos clasificadas por longitud, por tamafio de poro o por material
componente en su interior. La mayoria de las columnas para fase reversa se compone
de octadecilsilano (C18) unido quimicamente a una silice porosa o microparticulas de
ceramica, lo cual le proporciona un caracter apolar a la fase estacionaria (Majors, 2015;
Verma & Santoyo, 2007)

1.1.3.1.4. Detector

Una vez que el flujo ha pasado por la columna, las sustancias de la muestra se han
separado, por lo cual pasan en tiempos distintos por un detector que registra la sefnal
emitida por las sustancias separadas. La cantidad de la sefial es distinta en la medida en
gue sea la concentracion de la sustancia. La deteccion se realiza a partir de
caracteristicas fisicoquimicas de las sustancias por ejemplo por la absorbancia de luz
ultravioleta (UV) o de luz infrarroja; también segun el grado de emisién de FL, por reaccion

electroquimica generada por la sustancia, etc. (Tabla 1) (Brinkman, 1987).

En particular, el detector de FL es de destacar por su alta sensibilidad cuando se trata de
concentraciones minimas de una sustancia en la HPLC. Este detector funciona a partir
de la sefal de luz que recibe de una sustancia (emisidn) que es previamente excitada

con luz de otra longitud de onda (excitacion) (Swartz, 2010).

Cabe decir que una sustancia puede emitir FL de manera natural bajo ciertas frecuencias
de longitud de onda, pero también existen aquellas sustancias que no emiten FL. Para lo
anterior, se realiza un proceso de derivatizacion en el cual se busca acoplar una molécula
no fluorescente con una que si lo es, de tal manera que el detector registre su sefial y por

ende la presencia de la molécula de interés (Locatelli et al., 2012).



Tabla 1. Comparacion de distintos detectores para HPLC sobre sus rangos de

deteccion.

Método de deteccion Limites de deteccion Notas sobre el método

Absorcion UV 1 pg-1 ng Relativamente sensible
No selectivo

FL 10 fg-10 pg Sensible
Deteccion natural o con
derivatizacion
Selectivo

Indice de refracciéon | 10 ng- 1 ug Relativamente sensible
No selectivo

Electroquimico 100 fg-1 ng Sensible
Deteccion universal
Selectivo

Transformada de 100 ng-1 ug Relativamente sensible

Fourier con infrarrojo

Espectrometria de 100 ag-1 ng Sensible

masas Selectivo

Nota: El detector de absorcion UV, el de FL y el de espectrometria de masas son los
qgue mayor sensibilidad tienen para la deteccion de sustancias (Modificada de Locatelli
et al., 2012).

1.1.3.2. Cromatograma

El cromatograma es el gréafico resultante del registro de la sefial recibida por el detector
de la HPLC. Los cromatogramas constan de un eje X que representa el tiempo
transcurrido y de un eje Y que representa la intensidad de la sefial detectada de las
sustancias contenidas en el flujo (Figura 4) (Colin F. Poole, 2003).



—p
Pico
) t 1 I : Tiempo de retencién
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. Area de pico
} \ 1 I Altura de pico
IV T 5
Linea base
.

Tiempo

Inyeccién de la muestra en la columna - Inicio del andlisis

Figura 4. Componentes del cromatograma. Un pico es una sefial correspondiente a
un soluto de interés detectada por el equipo de la HPLC. El tiempo de retencion es el
lapso desde que se inyecté una muestra hasta el pico de un soluto de interés alcanza
su maxima altura. El tempo muerto es el lapso desde que se inyectd la muestra hasta
que aparecen los primeros solutos detectables. El area del pico es el &rea bajo la
curva del pico de un soluto. La altura del pico indica la intensidad méaxima que alcanzé
un soluto en la sefial del detector. La linea base corresponde a la sefial estable del
flujo de la base mdvil (Modificada de What Is HPLC (High Performance Liquid
Chromatography): SHIMADZU (Shimadzu Corporation), n.d.).

Cuando se separan las sustancias en la HPLC, lo solutos pasan por el detector en
diferentes momentos del flujo, los cuéles se registraran en el cromatograma en forma de
picos. En una separaciéon y deteccion adecuada, la sefial es proporcional a la
concentracion del analito correspondiente separado, obteniéndose a partir del area bajo
la curva de un pico en el cromatograma (Colin F. Poole, 2003; Snyder & Kirkland, 1974,
Yuri V. Kazakevich, 2007).



1.2.

La histamina es una sustancia de gran relevancia en el ambito clinico por sus

Histamina

implicaciones en la mediacién de respuestas inmunes (Maintz & Novak, 2007), en la
conducta (Arrigoni & Fuller, 2021) e incluso en la industria alimentaria como un marcador

de toxicidad en los alimentos (Moitessier et al., 2020).

1.2.1. Propiedades moleculares

La histamina es una de las mas importantes

HN
Q|

Molecularmente es una amina N

aminas  biogénicas por sus  acciones

moduladoras, al menos en los organismos

mamiferos.

compuesta de un anillo de imidazol y de una

NH,
|

cadena de etilamina, por ello, a la histamina I Anillo de Cadena de etilamina 1
imidazol
también se le llama 2-[4-imidazol]-etilamina
Figura 5. Estructura molecular

(Figura 5). Cabe destacar que es una molécula

polar con férmula quimica CsHgNs y su peso
molecular es 111.15 g/mol, por lo que podemos

considerar que es de bajo peso molecular como

genérica de la histamina. El anillo
de imidazol contiene dos nitrdgenos

mientras que la cadena de etilamina

contiene un grupo amino.

todas las aminas biogénicas (Histamine |
C5H9N3 - PubChem, n.d.; Perdan-Pirkmajer et
al., 2010).

Dependiendo de las condiciones del entorno, la histamina puede tomar diversas formas
moleculares: especies acidas y basicas, tautoméricas e isoméricas (Kodchakorn et al.,
2019).

1.2.2. Sintesis y metabolismo

La histamina se produce en diversos tejidos animales; en particular, en el tejido nervioso
su produccion se concentra en el nacleo tuberomamilar del hipotalamo en el cerebro. A
partir de ahi, se proyectan vias neuronales para la liberacion de histamina a otras areas
del sistema nervioso (Figura 6) (Arrigoni & Fuller, 2021).
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Hipofisis
Nucleo tuberomamilar
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Al area ventral tegmental y
sustancia negra
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Corteza cerebral

N
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! Médula
olfatorio
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Figura 6. Sistema histaminérgico en el cerebro. Las areas de proyeccion son similares
entre humanos (A) y ratas (B) (Modificado de Haas et al., 2008 y Nieto-Alamilla et al.,
2016).

Las aminas biogénicas se caracterizan por ser sintetizadas a partir de la descarboxilacion
enzimatica de aminodcidos; tal es el caso de la histamina, que se sintetiza a partir de la

histidina, gracias a la histidina descarboxilasa (HDC). Una vez que la histamina ejerce su
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accion, se puede metabolizar por desaminacién oxidativa extracelular del grupo amino
por la diamino oxidasa (DAQO) o por metilacion intracelular del anillo de imidazol por la
histamina-N-metiltransferasa (HNMT) (Maintz & Novak, 2007). En el cerebro de los
mamiferos, la HNMT es la responsable del catabolismo de la histamina en las neuronas
y células gliales, pues la expresion de DAO en el cerebro es poca o nula (Figura 7)
(Yoshikawa et al., 2019).

Histidina

L-histidina
descarboxilasa (HDC)

@ Histamina-N-

Diaminooxidasa ﬂ ﬂ metiltransferasa
(DAO) (HNMT)
Imidazol

acetaldehido N-methilhistamina

MAO-B o
Aldehl'doﬂ Aldehido
deshidrogenasa deshidrogenasa

N-metilimidazol

Acetato de imidazol L.
acetico

Figura 7. Metabolismo de la histamina (modificada de Maintz & Novak, 2007).

1.2.3. Receptores y funciones en el sistema nervioso
Existen 4 receptores para la histamina distribuidos en el cuerpo humano: H1, H2, H3 y
H4 (Figura 8). Los 4 receptores son metabotropicos y se encuentran tanto en el cerebro

como en la periferia, aunque el H3 casi exclusivamente en el cerebro y el H4 casi
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exclusivamente en la periferia. Al ser receptores metabotrépicos, estan acoplados a

proteinas G, las cuales varian segun el tipo de receptor.

El receptor H1 esta acoplado a la via intracelular de la proteina Gg. Esta via incrementa
la fosforilacién de proteinas a través de la actividad de la proteina quinasa C y activa la
liberacion de Ca?* intracelular a través de la actividad del inositol trifosfato (Levick, 2021).
En el cerebro, los receptores H1 se expresan en gran medida en la corteza, los grupos
celulares colinérgicos del tegmento mesopontino, el locus ceruleo, los nucleos del rafe,
el hipotdlamo y el sistema limbico, incluidos los ndcleos septales, la amigdala y el
hipocampo. Generalmente tienen respuestas neuronales excitatorias y son el blanco de

muchos antihistaminicos (Arrigoni & Fuller, 2021).

El receptor H2 también tiene respuestas neuronales excitatorias, a través de las proteinas
Gs. Esta via incrementa la fosforilacion de proteinas a través de la actividad de la proteina
guinasa A (Levick, 2021). Se han detectado alta densidad de receptores H2 en los
ganglios basales, hipocampo, amigdala y corteza. Especificamente los H2 de la corteza
estan involucrados en la promocion de funciones cognitivas y potenciacion a largo plazo
(Nomura et al., 2019), mientras que en otras regiones cerebrales afectan la percepciéon
del dolor (Hasanein, 2011).

El receptor H3 esta acoplado al complejo Gi/o. Esta via inhibe los canales de K*, los
canales de Ca?" y el transportador de Na*/H* a través de los metabolitos del acido
araquidonico (AA), también disminuye la fosforilacién de proteinas debido a que inhibe el
adenilato ciclasa (Levick, 2021). Se encuentra casi exclusivamente en el cerebro y a
diferencia de los anteriores, tiene una respuesta inhibitoria por sus efectos sobre canales
iGnicos que cambian el voltaje de la membrana. Es muy abundante su presencia en las
capas profundas de la corteza cerebral, hipocampo, estriado, tAlamo, hipotdlamo y tronco
encefalico. En la neurona, los H3 se encuentran distribuidos a lo largo de toda su
extensién en cuerpos celulares, dendritas y axones (Arrigoni & Fuller, 2021). En las
neuronas del nucleo tuberomamilar, los H3 funcionan como autoreceptores que
proporcionan una retroalimentacion negativa para restringir la sintesis y liberacion de
histamina. También funcionan como heteroreceptores presinapticos en otras areas del

cerebro. Estos heteroreceptores presinapticos H3 inhiben la liberacién de varios
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neurotransmisores, incluidos glutamato, acetilcolina, serotonina, noradrenalina y

dopamina (Haas et al., 2008).

El receptor H4 es el mas recientemente descubierto y también se acopla al complejo Gi/o
como H3. Se expresa predominantemente en las células hematopoyéticas y se sugiere
gue juega un papel en la inflamacion y las alergias. Si bien han habido experimentos que
mostraron la presencia de H4 en capas profundas de la corteza, en el talamo y el
hipocampo tanto de humano como de raton (Connelly et al., 2009), no existe un consenso

general de dicha afirmacidn, limitando su estudio a la periferia del sistema nervioso.

. Histamina

Canales iénicos
(N*/H,

K
Cah

)
H3 '

Gi/O N PLAZ ‘ AA Gi/O
PKC Ca%t PKA =) Via primaria
l =) Via secundaria
) Via inhibitoria
CREB

Figura 8. Cascadas clasicas de sefializacion de los receptores de histamina: H1, H2,
H3y H4. PLC, fosfolipasa C; DAG, diacilglicérido; PKC, proteina cinasa C; IP3, inositol
trifosfato; Ca*?, ion de calcio; AC, adenilato ciclasa; cCAMP, adenosin monofosfato
ciclico; PKA, proteina cinasa A; CREB, proteina elemento de respuesta al AMPc;
PLA,, fosfolipasa A2; AA, acido araquiddnico. (Modificada de Levick, 2021).
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2.  ANTECEDENTES

2.1

Deteccién de histamina por HPLC

El estudio de la histamina a través de la HPLC tiene sus origenes en los afios 50°s con

los analisis cromatograficos de mezclas de aminoacidos utilizando una derivatizacion con

OPA. Como ejemplo, un estudio de 1971 reportd la cuantificacion de histamina en

conjunto con histidina, serina, tirosina, etc., utiizando una mezcla de OPA con
mercaptoetanol (ME) (Roth, 1971).

Cabe recordar que ciertas sustancias de interés necesitan procesarse para ser

detectadas por HPLC, es decir derivatizarse: la histamina es un ejemplo. Este proceso

consiste en combinar la
histamina con otra molécula
que si pueda ser detectada.
El OPA es un agente que
produce FL y que permite
derivatizar la histamina ya
enlaza

que se

guimicamente con el OPA.

También se han reportado
otros métodos de deteccion
de histamina con HPLC,
utiizando  un  detector
electroquimico en conjunto
con OPA y ME, al igual que
estudios

en los

tradicionales con detector

de FL. Estos andlisis
reflejaron que se podian
alcanzar resultados
similares de deteccion

mAU
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It | |
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Figura 9. Cromatograma de la deteccion de histamina
contenida en muestras de histaglobina. Se observa
gue la histamina es efectivamente detectada con
detector de UV en el minuto 8.8. mAU: milli-absorbance
unit (Modificada de Tanio et al., 2020).
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comparados a los del detector de FL (Jensen & Marley, 1995).

Cabe resaltar que el uso de OPA se continta utilizando como derivatizante en la
actualidad e incluso explorando su uso con nuevos detectores, por ejemplo en detector
de UV para el analisis de histamina validada con muestras farmacéuticas de
histaglobina® (Figura 9) (Tanio et al., 2020).

Sin embargo, a pesar de los diferentes detectores en los que se han validado métodos
para histamina (Tabla 2), se destaca la deteccion por FL ya que la sefial se recibe en un
sistema cerrado de luz para evitar interferencias del exterior; a diferencia de la deteccion
electroquimica que es susceptible a alteraciones electroquimicas del ambiente y del
aparato mismo de la HPLC (Swartz, 2010). Ademas, respecto al detector de UV, el de FL
tiene una mayor sensibilidad (Swartz, 2010).

Tabla 2. Comparacion de distintos detectores para HPLC sobre sus rangos de
deteccion.
Columna de Condiciones de Fase movil y Muestra Limite de Fuente
separacion derivatizacién y aditivos deteccio
deteccion n
Columna FLD (PSE precolumna) 75% ACN en Cerebro 0,015 pM (Takashi
microperforad | 3 M PSE/3 M KoCOsy agua de rata mL? Yoshitake,
a (gel de ACN Yamaguchi,
silice C18) 100 C durante 90 min et al., 2003)
Columna ESI-MS/MS 0,2% é&cido LCRde - (zhang et al.,
HILIC Core- férmico/20 mM rata 2011)
Shell para formiato de
HPLC (UPLC) amonio en
agua/100%
ACN
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Columna de Condiciones de Fase movil y Muestra Limite de Fuente
separacién derivatizacién y aditivos deteccio

deteccion n
Columna de | FLD (OPA post- 0.25 M LCR - (Kiviranta et
intercambio columna) KH2PO4/0.5M  humano al., 1995)
catiénico OPA al 1% en metanol, KH2POa4
(TSK gel SP- | 45-C, pH 12,5
25W)
Columna de  FLD (OPA 5% metanolen LCR 0.09 pM (Kanbayashi
separacion de | poscolumna). 25 M 0.16 M humano mL? et al, 2009;
fase NaOH/0.05% OPA/ KH2PO4/ Zeitzer et al.,
Inversa (SC- | 2 M H3POg4, 42 -C 0.8 mM SOS 2012)
50DS)
Columna de  FLD (OPA post- 0.125 M LCR 0.09 pM (Nishino et al.,
intercambio columna) 1% OPA/2 M KH2PO4 humano mL? 2009)
catiénico (gel | NaOH/
TSK SP-2SW) | 10% H2SO4, 45 -C, pH

12
Columna de | FLD (OPA post- 0.25 M LCR de - (Soya et al.,
intercambio columna) KH2PO4 rata 2007)
cationico (gel | 45-C, pH 12.5
TSK SP-2SW)
Columna ESI-MS/MS 0,1% de acido LCR 0.0125 (Croyal et al.,
Acquity UPLC | (precolumna 4-BBS) férmico en humano pMmL?Y 2010;
BEH C18 25 M 4-BBS en ACN/agua/0,1 Dauvilliers et

ACN/0.1 M TEA % al., 2012)

45 -C durante 10 min acido formico

en CAN

Columna ESI-MS/MS ACN/200 mM Cerebro <0.75 pM (Bourgogne et
Atlantis HILIC | (precolumna propiénico Acuoso derata  mL? al., 2012)

anhidrido) 50 M de
propiénico

anhidrido en ACN, 4 -C
durante 2 h.

formiato de

amonio
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Columna de Condiciones de Fase movil y Muestra Limite de Fuente
separacién derivatizacién y aditivos deteccio

deteccion n
Separacién FLD (OPA post- 0.16 M Cerebro 0.045 pM (ltoh et al.,
por pares | columna) KH2PO4/0.1 derata  mL? 1992)
iGnicos en | 1% OPA/2.5 M NaOH/ mM
fase inversa | 4 M H3POg4, 50 -C SOS
columna
(50DS-H)
Fase inversa | FLD (post-column OPA) Metanol/0.16 Cerebro 1.44 pM (Miyamoto et
CAPCELL 0.05% OPA/2% 2-ME/ M KH2PO4/ deratay mL? al., 2004)
PAK MG | 0.5 M NaOH, 42 -C 200 mg L™ ratén
Columna Cis SOS
Paso estrecho | FLD (OPA post- 0.05 M Plasma 0.25 pM (Kuruma &
de fase | columna) amortiguador mL? Sakano,
invertida 1% OPA/THF, 25 -C de acetato/ 1999)
columna 0.01 M
(Mightysil RP- SOS/ACN
18)
Columna C18 | FLD (OPA pre- 50 mM Sangre 18 pM (Previatietal.,
Ultrasphere columna) amortiguador humana mL? 2002)

10 mg mL™ OPA en de acetato/

metanol/1 M Metanol/ACN/

NaOH (4 min)/ 8 mM

3 M HCI (20 min), 25 -C  decanosulfona

to de sodio

Columna de | FLD (OPA post- 0.25 M Sangre 0.5 pM (Yamatodani
intercambio columna) KH2PO4/0.5M humana mL* et al., 1985)
catiénico 1% OPA en metanol, 45 KH2POa4 y
(TSK gel SP- | °C, pH 12.5 cerebro
2SW) de ratén
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Columna de Condiciones de Fase movil y Muestra Limite de Fuente
separacién derivatizacién y aditivos deteccio
deteccion n
Columna LC | ESI-MS/MS Metanol/0,005 Basofilo 2.7 pM (Koyama et
C18 de fase % TFA humano mL? al., 2009)
inversa linea
(Cosmaosil celular
5C18 PAQ)
Columna ECD (OPA pre- 30% metanol Cerebro 1.25 pM (Maldonado &
analitica de | columna) en 50 mM , piel y mL*? Maeyama,
fase inversa 02 M OPA en KCOz 2013a)
(TSK-gel ODS | metanol/1 M 0.5 mM estdmag
80Ts) Na2SOs/ Na:EDTA 0
0.1 M amortiguador
borato de sodio, 25 -C
Wakosil 1l de | FLD (PSE pre-columna) ACN/agua/0.0  Orina 0.017 pM (Takashi
fase inversa 0.5 M PSE en ACN/0.5 3% TEA humana mL? Yoshitake,
5C18 -100 M K2COs en Ichinose, et
agua, 100 -C por 90 min al., 2003)
Columna FLD (PSE pre-columna) CAN/agua/aci  Orina 0.04 pM (Hogan et al.,
Agilent 2.5 M PSE/1 M K2COs  do acético humana mL? 2012)
Zorbax 60 -C por 30 min
Eclipse
XDB- C18
(UPLC)
Columna ESI-MS/MS (4-BBS ACN en LCR 0.01 pM (Bassetti et
Acquity UPLC | pre-columna) agua/0.1% humano mL? al., 2010)
BEH C18 2.5 M 4-BBS en ACN, &cido férmico

25 -C por
60 min
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Columna de Condiciones de Fase movil y Muestra Limite de Fuente

separacién derivatizacién y aditivos deteccio
deteccion n

Columna de | ECD (OPA pre- NaxHPO4/0.1 Mastocit <2  pM (Jensen &
fase inversa | columna) M NaH2PO4/ 0s mL?t Marley, 1995)
Phase-ll OPA/ME/THF/0.4 M 1.0 mM peritone
oDs de | HsPOs/ Na:EDTA/0.4  ales de
Bioanalytical 1 M NaOH % TEA/ rata
Systems 16%

metanol/14%

ACN
Columna ESI-TOF-MS 20 mM Pelo de < 40 pM (Kawanishi et
Acquity UPLC HCOONHJ4/AC raton mLt al., 2006,
BEH C18 N 2007)
Columna de  FLD (OPA post- 0.25 M Cerebro 7pMg? (Rinne et al.,
intercambio columna) KH2PO4/0.5M  humano 2002)
cationico 1% OPA en metanol, 45 KH2PO4
(TSK gel SP- | C, pH 12.5
2SW)

Notas: 4-BBS, cloruro de 4-bromobencenosulfonilo; CAN, acetonitrilo; LCR, liquido
cefalorraquideo; ECD, deteccién electroquimica; ESI, ionizacién por pulverizacién de
electrones; GC, cromatografia de gases; HILIC, cromatografia de interaccion
hidrofilica; HPLC, cromatografia liquida de alta resolucion; LC, cromatografia liquida;
ME: 2-mercaptoetanol; MS: espectrometria de masas; OPA: o-ftalaldehido; PSE: éster
N-hidroxisuccinimidico del acido 4(1-pireno)butirico; SOS: sulfonato de octano; TEA:
trietilamina; TFA: trifluoroacético;, THF: tetrahidrofurano; TOF: tiempo de
fluorescencia; UPLC: cromatografia liquida de ultra alta resolucion; -: sin datos. (Wang
et al., 2013).

2.2. Longitud de onda de emision y excitacion para la deteccion de
histamina por HPLC-FL

Cabe agregar que no sélo el detector de la HPLC y el derivatizante es relevante para la

deteccidn, sino también la longitud de onda cuando se trata de la HPLC-FL, pues solo en
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las longitudes de onda correctas de excitacion y emision seran detectados los analitos de

interés, en este caso histamina.

Las longitudes de onda son muy consistentes entre los estudios, aproximadamente
excitacion de 345 nmy emision de 445 nm. Por ejemplo, existe la validacién de un método
con muestras de atiun enlatado para la determinacion de histamina con OPA como

derivatizante utilizando de excitacién 345 nm y de emision 445 nm (Peng et al., 2008).

Otro ejemplo es el equipo de Miyamoto que desarroll6 un método para el analisis
simultaneo de los niveles de histamina en cerebro de raton y rata. Las muestras fueron
extraidas por medio de una extraccion en fase solida (SPE) y posterior HPLC con
derivatizacion de las aminas con OPA. La intensidad de la FL se realiz6 con 360 nm de
excitaciéon y 450 nm de emision (Miyamoto et al., 2004). Los resultados fueron efectivos
por lo que concluyeron que el método y la longitud de onda era idénea para la deteccién

de histamina (Figura 10).

Histamina

Histamina ‘ Histamina
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Figura 10. Cromatogramas de histamina con HPLC-FL. A. Muestras estandar con 2
ng de histamina. B. Extracto de cerebro de raton. C. Extracto de cerebro de rata. Se
observa que las concentraciones entre rata y raton son muy similares (Modificado de

Miyamoto et al., 2004).
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2.3. Fase movil parala deteccion de histamina por HPLC-FL

La fase movil para la deteccién de histamina ha sido diversa, pero generalmente hay
coincidencia en el uso de amortiguador para mantener el pH, por ejemplo, el amortiguador
de fosfatos. El amortiguador es muy importante para evitar la degradacion de histamina
0 de cualquier sustancia a analizar por la HPLC (Kounnoun et al., 2020; Lewis et al.,
1992). La derivatizacion de histamina con OPA y N-acetil L-cisteina (NAC) fue validada
en muestras de atun en el cual se utilizé el fosfato de potasio monobasico con resultados
exitosos (Figura 11) (Tsiasioti & Tzanavaras, 2021). También se ha detectado histamina
utilizando fosfato de potasio dibasico como amortiguador, realizando la cuantificacion de

histamina en muestras de atin, aunque utilizando OPA con ME (Kounnoun et al., 2020).

(mV]
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Figura 11. Cromatogramas de histamina y L-histidina con fosfato de potasio
monobasico como amortiguador a partir de muestras de atin segun el tiempo de
almacenamiento de la fuente de extraccion: 0 h, 6 h y 24 h.Es de destacar la
conservacion de la cuantificacion de histamina (Modificada de Tsiasioti & Tzanavaras,
2021).
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En menor medida, se han utilizado amortiguadores a base de acetato, tal que se ha

validado para determinar histamina en sangre de pacientes con cancer de colon (Previati
et al., 2002).

Por otro lado, el eluyente también tiene mucha importancia porque su composicion polar
permite en mayor o menor medida la eficacia de separacion de sustancias de una mezcla

(Barwick, 1997). Recapitulando las tres investigaciones anteriores sobre los

amortiguadores, cada una vario

o 1200 ~.
en la composicion de eluyente 'ﬁ Histaming ;
.| 8 1000 -
polar. En uno no se agregé k: }\l
ningun otro eluyente (Tsiasioti & g 800 - ‘I
Tzanavaras, 2021); en otro se S 600 - |
g ,
utilizé acetonitrilo (Kounnoun et :‘%’ 400 - ' l,
|
al., 2020); mientras que en el g 200 - ’ | I".
ultimo, se utilizé una mezcla de | i O f“*’“*;“’*“‘,"*"j“u, i’
acetonitrilo y metanol para la 01 2 3 45 6 7 8
fase movil (Previati et al., 2002) Tiempo de retencion (min)
(Figura 12). También se ha
reportado el USO de | Figura 12. Cromatograma con la deteccion de
_ histamina utilizando acetonitrilo y metanol en una
tetrahidrofurano, en muestras de | muestra de sangre de un paciente con cancer
plasma sanguineo para analizar (Modificada de Previati et al., 2002).

histamina (Kuruma & Sakano,
1999).

2.4. Derivatizantes para la deteccion de histamina por HPLC-FL
Anteriormente se destacaron las ventajas del detector de FL para el analisis de histamina,
por ello también es pertinente la revision de derivatizantes para la deteccion de histamina
con este tipo de detector. Si bien el OPA es el derivatizante de primera linea, otras
sustancias se han explorado como el cloruro de dansilo (DNS-CI). Otros investigadores
reportaron la deteccion de histamina con el uso de DNS-CI, que también result6 eficaz
para la deteccidon de otros neurotransmisores a partir de una solucién extraida del queso
(Figura 13) (Ramos et al., 2020).

23



800

600 4
: -
<
E -
s ]
()
% 400 4 6
_Q -
[
2
2 ] 9 10
< -

200 4

] 8
% C——
5 10 45 50 55

Tiempo de retencion / min

Figura 13. Cromatograma de aminas biogénicas usando cloruro de dansilo como
derivatizante. 1, metilamina; 2, etilamina; 3, dimetilamina; 4, feniletilamina; 5,
putrescina; 6, cadaverina; 7, histamina; 8, tiramina; 9, espermidina; 10, espermina.
(Modificado de R. M. Ramos et al., 2020).

Otro derivatizante es 2,3-naftalenodicarboxaldehido (NDA), el cual se ha validado con
tejidos nerviosos (Harrison et al., 2015). En dicho método derivatizaron con NDA como
agente marcador fluorescente con el fin de detectar la histamina de ganglios y tejidos

periféricos de la ostra Crassostrea virginic.

Otro derivatizante distinto que se ha reportado es el cloroformiato de 9-fluorenilmetilo
(FMOC), como lo reportan en un método con el cual se detectd diversas aminas

biogénicas entre ellas la histamina (Kirschbaum et al., 1994).

Ademas de los anteriores también se report6 como eficaz el 1,3,5,7-tetrametil-8-(N-
hidroxisuccinimidil éster butirico)-difluoroboradiaza-s-indaceno (TMBB-Su), el cual se

us6 para derivatizar una solucidon extraida de leche y yogurt que contenia diversos
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aminoéacidos. Cabe decir que se requirié un tiempo de derivatizacion de 20 minutos y

ademas el control de temperatura para mantenerse a 20 grados (Gao et al., 2011).

Adicionalmente también se ha reportado el 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
carbamato (AQC). Es de resaltar que el AQC incluso se ha utlizado en muestras
biologicas intracerebrales, por ejemplo en un analisis de neuroquimica cerebral durante
el suefio en el cual investigaron los diferentes niveles de histamina durante la vigilia y

suefio (Leenaars et al., 2019).

Otro derivatizante mas es el éster succinimidilico del acido 4-(1-pireno) butirico (PSE), el
cual también se ha usado en muestras de liquido intracerebral obtenidas por microdialisis
de estructuras como hipotalamo, CPF, hipocampo y estriado; mostrando que los niveles
de histamina aumentan durante el nado forzado (Figura 14) (Takashi Yoshitake,
Yamaguchi, et al., 2003).
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Histamina
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Solucién estandar: Hipotalamo CPF Hipocampo Estriado

15 fM de histamina basal basal basal basal

Respuesta del detector

Figura 14. Cromatograma de histamina con un método que utilizé PSE como
derivatizante para la histamina con diferentes muestras cerebrales extraidas de

diversas areas anatémicas (Modificado de Takashi Yoshitake et al., 2003).
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Este mismo grupo de investigacion reportdé también el uso de Cloruro de 4-(1-pireno)
butanoilo (PBC) para la derivatizacion de histamina con microdialisis de muestras

extraidas de piel de cerdo (T. Yoshitake et al., 2012).

Ahora bien, aunque la revision de derivatizantes muestra una gran diversidad, el OPA ha
demostrado tener amplia replicabilidad y accesibilidad de adquisicién para el andlisis de
histamina, ademas de ser viable en casos de microdidlisis (una técnica muy util para
hacer estudios de neuroquimica). Resulta interesante que el OPA se puede usar sin
ningun aditivo para derivatizar, sin embargo la derivatizacion se mejora usando otros
agregados como ME (Kehr & Yoshitake, 2013) o NAC (Saito et al., 1992). Ambos
funcionan como agentes reductores, lo cual fortalece la reaccion entre OPA y la histamina
(Figura 15) para una mejor sefial de FL (Kounnoun et al., 2020; Larionova et al., 2008).
Cabe decir también, que la combinaciéon de OPA con ME se ha reportado como inestable
(Jensen & Marley, 1995), teniendo una mejor conjugacion el OPA/NAC (Zandy et al.,
2017).

QT e d
N N L

CHO

Histamina OPA

Figura 15. Reaccion entre histamina y OPA. La reaccion por si sola resulta en un
producto inestable, por lo que se agrega ME o NAC para estabilizarlo (Kehr &
Yoshitake, 2013).

El OPA se ha usado en diversas concentraciones para el analisis de cuantificacion de
histamina. Se ha utilizado OPA en una concentracion de 3.8 mM para poder detectar
histamina pero en un detector electroquimico (Jensen & Marley, 1995). Por otro lado,
también se ha reportado el uso de OPA a 5 mM para detectar histamina en muestras
sanguineas de pacientes con cancer de colon (Previati et al., 2002). Incluso hay estudios
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viejos en los que se ha utilizado una concentracion menor de 2 mM de OPA para detector
de fluorescencia de la HPLC (Saito et al., 1992).

2.5. Areas cerebrales con presencia de histamina analizada por HPLC-FL

Para un estudio neuroquimico con HPLC es relevante la revision de areas del cerebro en
donde se ha detectado histamina. Se ha detectado histamina en el cerebro de diversos
organismos mamiferos en areas como el hipocampo (Brus et al., 2012; Josko et al., 2011;
Valle-Dorado et al., 2015) o el cuerpo estriado (V. Lozeva et al., 1998; Takashi Yoshitake,
Yamaguchi, et al., 2003), el hipotalamo (Chen et al., 2016; Hegstrand & Hine, 1986;
Maldonado & Maeyama, 2013b) y la CPF (Brus et al., 2012; Johnson et al., 2012; Violina
Lozeva et al., 2004; Takashi Yoshitake, Yamaguchi, et al., 2003) son las areas que

cuentan con mayor evidencia.

Por un lado, el hipotdlamo se destaca porque en €l se encuentra el nacleo tuberomamilar,
sitio de produccion de la histamina cerebral. Por ejemplo, se han reportado niveles de
histamina de 362 + ng/g de tejido en el hipotalamo a partir de un grupo control de ratas
tras extirpacion de rifién (Tabla 3). Cabe sefialar que estos datos no se obtuvieron con

HPLC sino con un ensayo radioenzimatico (Hegstrand & Hine, 1986).

Tabla 1. Cuantificacion de histamina del hipotalamo de ratas nefrectomizadas y ratas

control.
Grupo n  Histamina en el hipotdlamo Histamina en el cerebro entero
(ng/q de tejido) excluyendo el hipotdlamo (ng/g de
tejido)
Controles 4 362 + 20 32 +7
Nefrectomizadas ‘ 4 464 + 53 50+7

Nota: (Modificado de Hegstrand & Hine, 1986).

También se reportaron resultados de la cuantificacion de histamina por HPLC en
hipotalamo con detector electroquimico para la deteccidén de histamina en ratas control y
ratas con deficiencia de mastocitos, indicando niveles de histamina basal detectables en
el rango de 3.74 £ 0.25 nM/g (Figura 16) (Maldonado & Maeyama, 2013b).

27



70
65 '
60 |
—~ &8 Histamina
<
00 '
'8 50 \
x 45
9 40
c \
35
t - )
o 30 ¥ — \J
O L—"—‘ | _L *“ L*» iy
25 1 | f =
20
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tiempo (s)
Figura 16. Cromatograma con sefial de histamina a partir de muestras extraidas del
hipotalamo de rata (Maldonado & Maeyama, 2013).

Un articulo con méas complejidad metodoldgica, reportd el uso de microdidlisis para
extraer muestras de liquido del hipotdlamo en ratas en libre movimiento y deteccion por
HPLC-electroquimica con niveles de histamina detectables en el rango de 8.2 + 1.3 nM
(Chen et al., 2016).

Por otro lado, respecto a la CPF, un estudio reportd el uso de detector de FL para
determinar histamina, en el cual se utilizé también microdialisis para extraer muestras de
ratas y reportaron 9.05 fM en sus concentraciones basales (Takashi Yoshitake,
Yamaguchi, et al., 2003). En la misma region cerebral, también se analizaron los niveles
de histamina en modelos de ratas con encefalopatia hepatica. Para este estudio se utilizé
HPLC-FL y cabe decir que se extrajo el liquido a partir de tejidos homogeneizados. Sus
resultados reflejaron una concentracion basal de 0.39 nM por gramo de tejido en ratas
control (Violina Lozeva et al., 2004).
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Otro estudio realizoé microdidlisis en la CPF y usé detector de FL; los resultados reflejaron
gue los niveles basales de histamina en el dializado en la CPF promediaron 1,6 nM en

general para el grupo control sin alteraciones experimentales (Johnson et al., 2012)

También se ha usado el detector electroquimico de la HPLC para la cuantificacion de
histamina en la CPF. El estudio del efecto de la exposicion al manganeso permitié
reportar la existencia de histamina cerebral en un modelo de roedor de la enfermedad de
Parkinson; especificamente la concentracion basal que reportaron fue de 0.378 £ nM/g
de tejido (Tabla 4) (Brus et al., 2012).

Tabla 2. Cuantificacion de histamina en ratas con exposicion a manganeso para el

modelaje de enfermedad de Parkinson

Grupo Region cerebral

Corteza frontal Hipocampo Hipotalamo Médula
oblongada
Control salino 0.378 + 0.036 0.331 £ 0.071 1.629 + 0.560 0.210 £+ 0.052

Exposicion al
0.454 + 0.177 0.374 + 0.162 1.461 + 0.507 0.251 £ 0.047

manganeso

Notas: Valores en nM/g. (Brus et al., 2012).

2.6. Histaminay su relacion con el azucar

Entre los estudios existentes, se ha reportado que la histamina cerebral y sus receptores
estan involucrados en la regulacion de la obesidad, la cual esta relacionada con el
metabolismo de los azucares (Takayuki Masaki & Hironobu Yoshimatsu, 2007). Ademas,
se ha demostrado que la administracién periférica de L-histidina (como precursor de
histamina) suprime la ingesta de alimentos a través de su conversion en histamina, lo
cual fue correlacionado con las concentraciones de histamina en el hipotdlamo
(Yoshimatsu et al., 2002).

Por otro lado, también se ha observado una relacion entre la histamina y el aprendizaje.
En ratas con un modelo de aprendizaje asociativo (condicionamiento aversivo al sabor)

donde se uso sacarina como elemento asociativo de un malestar gastrico inducido por
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cloruro de litio, se realiz6 una inhibicion del receptor H1 y una activacion del receptor H3.
Los resultados mostraron que el bloqueo de los receptores H1 en el nucleo basal
magnocelular o la activacion de los receptores H3 en la corteza insular perjudica la
formacion pero no la recuperacion de la memoria gustativa aversiva (Purdn-Sierra et al.,
2010). En este sentido, se podria sospechar de una relacion entre el sistema

histaminérgico en el cerebro con procesos de aprendizaje y memoria.
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los antecedentes muestran que se han descrito varios métodos de la HPLC para la
deteccion de histamina, sin embargo, cada uno tiene sus pros y contras. De manera
inicial, la HPLC tiene una gran ventaja para la cuantificacion de unidades pequefias de
sustancias, y especificamente el detector de FL se destaca entre el resto de los
detectores. Especificamente, cuando se busca realizar un método de la HPLC-FL con
histamina, ésta necesita ser derivatizada para poder ser detectada y el OPA tiene una
amplia evidencia de efectividad. Sin embargo, el uso de OPA requiere de complementos
como ME o NAC. Si bien ya hay varios parametros definidos para una correcta deteccion
de histamina, hay incognitas de relevancia como las variaciones de la fase movil y la
concentracion del derivatizante. El reto no termina en el método, sino que se vuelve
mayusculo cuando hay que validar el método en muestras intracerebrales. De esta
manera, surge la necesidad de un montaje, estandarizacion y validacion de un método
de la HPLC para determinacion de las concentraciones basales de histamina por HPLC-

FL en dializados de ratas en libre movimiento.
4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Cudl es la fase movil adecuada para la detecciéon de histamina en la HPLC-FL con
derivatizante OPA/NAC?

¢,Cual es la concentracion eficiente de OPA para la deteccidén de histamina por HPLC-
FL?

¢,Cual es la concentraciéon minima detectable de histamina por HPLC-FL?
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¢, Se valida el método con muestras de dializados obtenidos por microdidlisis de rata en

libre movimiento de la CPF?

5.

6.

HIPOTESIS

El fosfato de potasio serd una fase movil eficiente para la detecciéon de histamina
como neurotransmisor cerebral.

El metanol serd una fase movil eficiente para la deteccion de histamina como
neurotransmisor cerebral

El OPA a una concentracion de 5 mM brindara una mejor deteccion para la
histamina cerebral.

La concentracion minima de histamina cerebral estara en el rango entre 1-1000
fM.

El método sera valido para la separaciéon y cuantificacion de muestras de

microdialisis cerebral de rata.

OBJETIVO

Encontrar las mejores condiciones para la separaciéon y cuantificacion de histamina por

HPLC y deteccion por FL para el analisis de muestras de dializados de cerebro de rata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar el fosfato de potasio y fosfato de sodio como amortiguador en el analisis
de histamina por HPLC-FL.

Comparar el metanol y el acetonitrilo como solventes polares en el analisis de
histamina por HPLC- FL.

Determinar la concentracion de derivatizante ideal OPA/NAC para la deteccion de
histamina por HPLC-FL.

Identificar la concentracion minima detectable de histamina por HPLC- FL.

5. Cuantificar la concentracion de histamina en una muestra de dializado de rata.
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8. JUSTIFICACION

Las técnicas y herramientas en las neurociencias han evolucionado ampliamente en las
Ultimas décadas. La HPLC es una de las técnicas mas sofisticadas para el estudio de la
comunicacién neuronal. Dada la relevancia de los neurotransmisores en la comunicacion
neuronal, la HPLC puede ser usado para la separacion y cuantificacion de
neurotransmisores como la histamina; la cual ha tenido un protagonismo en procesos
neurobiolégicos como el ciclo suefio-vigilia (Arrigoni & Fuller, 2021) y recientemente
sobre la memoria (Passani et al., 2017), utilizando el consumo de azlcares como modelo

de aprendizaje (Purén-Sierra & Miranda, 2014).

Como ejemplo, se han estudiado los efectos de la histamina sobre la acetilcolina en
procesos de memoria, pues una inyeccion del agonista del receptor H3 R-a-
metilhistamina (RAMH) en la corteza insular (CI) deterioré el condicionamiento aversivo
al sabor (CAS), ala vez que disminuy® la liberacién cortical de Ach en la Cl, de tal manera
gue la histamina provoco que continuara el consumo de azlcar como si no hubiera habido

un malestar gastrico asociado (Purén-Sierra & Miranda, 2014).

Sin embargo, las proyecciones histaminérgicas también se dirigen a otras estructuras
corticales como la como la corteza prefrontal medial (CPFm), la cual se ha demostrado
gue tiene un papel necesario para la evocacion de preferencia al aztcar después de su

consumo prolongado (Caynas-Rojas et al., 2019).

Dado el contexto, surge la relevancia del montaje, estandarizacion y validacion de un
método por HPLC-FL confiable que permita la cuantificacién de la concentracién de
histamina en dializados de la CPF de ratas en libre movimiento.

9. MATERIALES Y METODOS

9.1. Equipo

1. UHPLC, Dionex, Ultimate 3000, Thermo Scientific® con deteccién de FL, la cual fue
de 340 nm para la excitacion y de 450 nm para la emision aplicadas a muestras de 25
pL cada una. El equipo de la HPLC Dionex cuenta con 4 bombas, pero sélo se

utilizaron 2 para un flujo neto de 0.5 mL/min. La columna utilizada fue una Syncronis
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C18, de dimensiones 250 x 4.6 mm con tamafio de particula 5 um, Thermo Scientific®.
Para el analisis de los datos se utilizo el programa Chromeleon 6.8, propiedad de la
misma compafiia que el cromatografo.

2. Purificador de agua Thermo Scientific® Barnstead Easypure Il

3. Balanza analitica marca Sartorius; modelo TE64

4. Potenciometro marca Mettler Toledo® SevenEasy

2. Materiales
. Micropipetas
. Puntas para micropipetas

. Agitador vortex

9.

1

2

3

4. Tubos de ensayo
5. Frascos

6. Vasos de precipitado

7. Matraces

8. Bala magnética

9. Sistema de filtracion al vacio Millipore®
10. Microtubos para centrifugado

11. Tubos para microdialisis

12. Viales ambar 20 mL

13. Aluminio

9.3. Reactivos

1. Dihidrocloruro de histamina Sigma-Aldrich®

2. Acido borico Sigma-Aldrich®

3. Hidréxido de sodio Sigma-Aldrich®

4. O-ftalaldehido (OPA) Sigma-Aldrich®

5. Metanol grado HPLC J.T. Baker®

6. Acetonitrilo grado HPLC J.T. Baker®

7. N-acetil L-cisteina (NAC) Sigma-Aldrich®

8. Fosfato de sodio dibasico, 7-hidrato cristal J.T. Baker®
9

. Fosfato de potasio dibasico, Sigma-Aldrich®
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9.4. Disefo experimental

9.4.1. Montaje

El montaje consisti6 en evaluar 3 condiciones cromatograficas para determinar las
mejores en la deteccién de histamina: comparar amortiguador de fosfatos, comparar
solvente polar y cantidad de derivatizante OPA/NAC. Para las evaluaciones de montaje
se utilizd una solucién stock de histamina (100uM) preparada con dihidrocloruro de
histamina disuelta en acido clorhidrico (HCI) al 0.05 M.

Los pardmetros analizados empezaron considerando las siguientes condiciones iniciales:
Fase movil:

e A: Amortiguador de fosfato. 46 %
o B: Metanol. 54%

OPAa25mM
Flujo isocratico: 0.5 mL/min
Longitud de onda:

e Ex:340 nM
e Em: 450 nM

Tiempo de andlisis: 17 minutos
Inyeccién de muestra: 25 pL

Todas las corridas de muestras tuvieron un proceso de derivatizacion precolumna que la
HPLC realizé de forma automatizada. Una aguja del automuestrador de la HPLC tomaba
25 pL de solucién derivatizante y los colocaba en un tubo que contenia 25 pL de la
muestra con histamina. Se utilizé un tiempo de espera de 2 minutos con agitacion para
luego tomar 25 pL de la mezcla e inyectarlo en el loop de inyeccion de la HPLC para su

posterior separacion y deteccion.
Todas las secuencias por analizar en las evaluaciones de montaje consistieron en:

1. 25 pL del propio derivatizante (para determinar la sefial de ruido de la linea base)
2. 25 pL de histamina 50 pM
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3. 25 L de histamina 20 pM
4. 25 pL de histamina 1 pM

9.4.1.1. Parametros cromatograficos para evaluar

1. Andlisis de amortiguador fosfato: fosfato de potasio y fosfato de sodio.
Se evaluaron andlisis de histamina con fosfato de sodio y fosfato de potasio utilizando
metanol para la fase movil. El fosfato de sodio se preparé a 0.05M, al igual que el
fosfato de potasio. Se utilizé un flujo de 0.7 mL/min con una distribucion 46%
amortiguador / 54% eluyente polar.

2. Analisis de solvente polar: metanol y acetonitrilo.
Se eligié el amortiguador fosfato mas efectivo y se utilizé6 para evaluar el eluyente
polar entre metanol y acetonitrilo. Se manejé un flujo de 0.7 mL/min con una
distribucion 46% amortiguador / 54% eluyente polar.

3. Andlisis de cantidad de OPA/NAC: 2.5 MMy 5 mM
Se eligi6 amortiguador fosfato y el solvente polar mas efectivo para evaluar la mejor
concentracion de OPA/NAC entre 2.5 mM y 5 mM. Se prepararon las dos soluciones
derivatizantes y se analizaron muestras de histamina con cada una de ellas utilizando
fosfato de sodio como amortiguador y metanol como solvente polar. Se manejo un

flujo de 0.7 mL/min con una distribucion 46% amortiguador / 54% eluyente polar.

La solucion de OPA/NAC 5 mM se describe a continuacion:

* Se disolvié 5 mg de OPA en 250 uL de metanol grado HPLC y se vortexe6 hasta
obtener una mezcla homogénea.

* Después se agregaron 4.5 mL de acido borico 0.4 M y pH ajustado a 10.4.

* A continuacion se agregé 6 mg de NAC y se vortexed hasta que se disolvieron
todos los cristales.

* Posteriormente se filtrd la solucidon con una jeringa con filtro 0.22um y se vacié en

un vial ambar cubierto de aluminio.

La solucion de OPA 2.5 mM se describe a continuacion:
* Se disolvidé 2.5 mg de OPA en 250 pL de metanol grado HPLC y se vortexe0 hasta
obtener una mezcla homogénea.

* Después se le agregd 4.5 mL de acido bérico 0.4 M y pH ajustado a 10.4.
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* A continuacion se agregé 3 mg de NAC y se vortexe0 hasta que se disolvieron
todos los cristales.
* Posteriormente se filtr6 la solucién con una jeringa con filtro 0.22pum y se vacio en

un vial &mbar cubierto de aluminio.

9.4.2. Estandarizacion
Para la estandarizacién se analizaron muestras de 1, 20, 50 y 100 pM a partir de un stock
de histamina (100uM), con lo cual se realizaron las curvas de calibracién y con ello una

regresion lineal.

9.4.3. Validacion

Para la validacion del método se usaron los parametros de amortiguador fosfato, eluyente
polar y el derivatizante méas efectivos determinados en el montaje para analizar muestras
de dializados obtenidos por microdialisis de la CPF de ratas en libre movimiento. El
meétodo se probd en dos grupos de ratas adultas de la cepa wistar con consumo de agua
y alimento ad libitum por 21 dias; el primer grupo se refiere al control experimental
teniendo agua simple para beber, mientras que el otro grupo consistié en un modelo de
dieta azucarada administrada a través del agua con azucar al 10%. Al dia 22, se le realizé
microdialisis a ambos grupos para obtener muestras de liquido intracerebral en su estado
basal de la CPF.

9.5. Integracion y analisis estadistico
Para la integracion de los picos obtenidos se utilizo el software Chromeleon 6.8., para el

analisis estadistico Statview 5.0.1 y GraphPrism 8 para la presentacion de las gréficas.
10. RESULTADOS

10.1. El amortiguador de fosfato de sodio en la fase moévil es eficiente para
la deteccion de histamina.
Lo primero que se realizé fue un andlisis para comparar la mejor deteccién de histamina
utilizando dos tipos de fosfatos para la fase movil: fosfato de potasio (Figura 17) y fosfato
de sodio (Figura 19). De igual manera se utilizaron los coeficientes de correlacion [rfospot=
0.64182, (Figura 18); rfssod= 0.96230, (Figura 20) y se demostré que no hay diferencia
significativa entre el uso de dichas concentraciones [Transformacion Z de Fisher; Z = 0;
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p= 0.5]. A pesar de la falta de significancia, se puede identificar que el coeficiente de
correlacion de los analisis con fosfato de sodio tiene mejor correlacion que los analisis
con fosfato de potasio por lo que se determiné utilizar esta condicion para los siguientes

analisis.

— Derivatizante OPA 2.5 mM — 50 pM — 20 pM —1pM

1-HIST

3,000, ounts 340 nm /450 nm|

2,500,000

2,000,000

1,500,000

1,000,000

500,000

min
+500, T T T T J T T T T T
0.0 1.0 20 30 4.0 5.0 6.0 7.0 80 2.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0

No. Nombre de muestra Tiempo de Area Altura Cantidad
muestra retencién counts*min counts pM/uL
1 Derivatizante OPA 25 na. na. na. na.
2 50 pM 8317 604700 4383 1918763.00 38.85829348
3 20 pM 8316 7374502410 2279909 00 47 38884921
4 1 pM 8.311 160415.1487 501108.00 10.308342

Figura 17. Integracion del método para un analisis con amortiguador fosfato de
potasio. Superior: Cromatograma del analisis con muestras de 50, 20, 1 pM de
histamina; Inferior: Resultados del pico de histamina para cada muestra. Area
counts*min: area bajo la curva del pico lo cual significa el calculo del area bajo la curva

del pico y que sirve para calcular la concentracion. Altura counts: altura del pico en

intensidad de sefal. Cantidad pM/pL: cantidad de histamina en pM/25pL.
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Figura 18. Regresion lineal del analisis de muestras con amortiguador fosfato de

potasio. El andlisis de correlacion reflejo un coeficiente de 64.182% [r=0.64].
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— Derivatizante OPA 2.5 mM — 50 pM — 20 pM —1pM

1-HIST
lcounts 340 nm /450 nm)|

4,000,

3,500,000

3,000,000

2,500,000

2,000,000

1,500,000

1,000,000

500,000

-500,000-
0.0

Cantidad
pM/uL

No. Nombre de muestra Tiempo de Area Altura
muestra retencion counts*min counts
1 Derivatizante OPA 2.5 n.a. n.a. n.a. n.a

2
3
4

50 pM
20 pM
1 pM

8.941
8.967
8.916

1987974350
170171.3883
121878.7010

592587.00
520552.00
367714.00

42 82983482
36.66250751
26.25810857

Figura 19. Integracion del método para un analisis con amortiguador fosfato de sodio.
Superior: Cromatograma del andlisis con muestras de 50, 20, 1 pM de histamina;
Inferior: Resultados del pico de histamina para cada muestra. Area counts*min: area
bajo la curva del pico lo cual significa el calculo del area bajo la curva del pico y que
sirve para calcular la concentracion. Altura counts: altura del pico en intensidad de

sefal. Cantidad pM/uL: cantidad de histamina en pM/25pL.
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Figura 20. Regresion lineal del analisis de muestras con amortiguador fosfato de sodio.
El analisis de correlacion reflejo un coeficiente de 96.230 % [r=0.96].

10.2. EI metanol es un eluyente polar eficiente para la deteccion de

histamina

Posteriormente se realizé un analisis para comparar la mejor deteccion de histamina
utilizando dos tipos de eluyentes polares en la HPLC: metanol (Figura 17) y acetonitrilo
(Figura 21). En este analisis se demostrd que la fase movil con acetonitrilo no produce
una deteccion de histamina por lo que no tuvo cabida la realizacion de pruebas
estadisticas, por lo tanto, se reafirmé que el uso de metanol es un eluyente efectivo para

la deteccion de histamina y se utilizé en los posteriores analisis.
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— Derivatizante OPA 2.5 mM — 50 pM — 20 pM —1pM
20,000, fcounts 340 nm /450 nm|
,000,000+ /\
12,000,000 ‘
10,000,000 ‘
\
8,000,000 ‘
\
6,000,000 ‘
|
No. Nombre de muestra Tiempo de Area Altura Cantidad
muestra retencion counts*min counts pM/uL
1 Derivatizante OPA 2.5 n.a. na. na. n.a.
2 50 pM n.a. na. na. n.a.
3 20 pM n.a. n.a. n.a. n.a.
4 1 p n.a. n.a. n.a. n.a.
Figura 21. Integracion del método para un analisis con acetonitrilo. Superior:
Cromatograma del andlisis con muestras de 50, 20, 1 pM de histamina; Inferior:
Resultados del pico de histamina para cada muestra. Area counts*min: area bajo la
curva del pico lo cual significa el calculo del area bajo la curva del pico y que sirve
para calcular la concentracion. Altura counts: altura del pico en intensidad de seial.
Cantidad pM/pL: cantidad de histamina en pM/25pL.

10.3. El derivatizante OPA/NAC a 2.5 mM es una opcion eficiente para la

deteccion de histamina

En los ensayos para comparar la mejor deteccion de histamina utilizando OPA/NAC 2.5
mM (Figura 17) y OPA/NAC 5 mM (Figura 22) los coeficientes de correlacion entre
andlisis de histamina con ambas concentraciones [ropazs= 0.96230, (Figura 18)]; ropas=
0.98243, (Figura 23)] se demostré6 que no hay diferencia significativa entre el uso de

dichas concentraciones [Transformacién Z de Fisher; Z = 0; p= 0.5]. Dada la falta de
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significancia, se eligio el OPA a 2.5 mM para los andlisis posteriores de histamina, pues

permite el ahorro de recursos manteniendo la capacidad de deteccion en la HPLC.

— Derivatizante OPA 5 mM — 50 pM — 20 pM —1pM
No. Nombre de muestra Tiempo de Area Altura Cantidad
muestra retencion counts*min counts pM/uL
1 Derivatizante OPA S na. na. na. na.
2 50 pM 9099333333 349449 289 1121948 44 13461584
3 20 pM 9 152666667 266607 2377 833794 3367186137
4 1 pM 9 206 164943 5657 531800.00 20.83198088

Cantidad pM/pL: cantidad de histamina en pM/25pL.

Figura 22. Integracion del método para un andlisis con OPA 5 mM. Superior:
Cromatograma del analisis con muestras de 50, 20, 1 pM de histamina; Inferior:
Resultados del pico de histamina para cada muestra. Area counts*min: area bajo la
curva del pico lo cual significa el calculo del area bajo la curva del pico y que sirve

para calcular la concentracion. Altura counts: altura del pico en intensidad de sefal.
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Figura 23. Regresion lineal del andlisis de muestras con OPA 5 mM. El andlisis de
correlacion reflejé un coeficiente de 98.243% [r=0.98].

10.4. La deteccion minima de histamina se prob6 en el rango de picomolar

Una vez que los experimentos previos determinaron las mejores condiciones
cromatograficas en términos de amortiguador, eluyente polar y concentracion de
derivatizante (fosfato de sodio, metanol y OPA/NAC a 2.5 mM, respectivamente), se
utilizaron dichos parametros para los analisis de estandarizacion y validacion del método.
Con el fin de determinar la cantidad minima detectable de histamina en la HPLC-FL se
realizaron pruebas con stocks de nM, pM, fM, detectandose histamina en los tres niveles
de cantidades [rnpt= 0.99999, Figura 24]. Sin embargo, lamentablemente por problemas
técnicos del equipo, ya no fue posible realizar una curva de concentracién valida de las
muestras en fM (Figura 25), por lo que se decidi6 realizar un analisis de concentraciones
en el rango de pM con 1, 10, 50 y 100 pM de histamina (Figura 26). La regresion lineal

correspondiente arrojo un coeficiente de correlacion de 0.97654 (Figura 27).
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— Derivatizante OPA 2.5 mM — 10 nM — 10 pM — 10 fM

1-HIST

4,500,000

4,000,000

3,500,000

3,000,000+

2,500,000+

2,000,000

1,500,000

1,000,000

500,000

o

ounts 340 nm /450 nm|

— ”QJ@RE%

500,000

T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0

No. Nombre de muestra Tiempo de Area Altura Cantidad
muestra retencion counts*min counts pM/uL
1 Derivatizante OPA 2.5 n.a. na. n.a. n.a.
2 10 nM 8.577 15484406610 4027341.00 9999 391924
3 10 pM 8.974 956231933 313305.00 617.5075424
4 10 fM 9.010 88099 5513 267381.00 568.9219899

Figura 24. Integracion del método para un analisis de unidades estandares de
histamina. Superior: Cromatograma del analisis con muestras de 10 nM, 10 pM y 10
fM de histamina; Inferior: Resultados del pico de histamina para cada muestra. Area
counts*min: area bajo la curva del pico lo cual significa el calculo del area bajo la curva

del pico y que sirve para calcular la concentracion. Altura counts: altura del pico en

intensidad de sefial. Cantidad pM/pL: cantidad de histamina en pM/25pL.
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Figura 25. Regresion lineal del analisis de unidades estandares de histamina. El
analisis de correlacion reflejé un coeficiente de 99.999 % [r=0.99].
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— Derivatizante OPA 2.5 mM — 100 pM — 50 pM — 10 pM

1-HIST
cunts ’ ] 340 nm /450 nm

1,400,

1,200,000

1,000,000-]

800,000

600,000

400,000

200,000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 20 25 30 35 40 45 5.0 55 6.0 65 70 75 8.0 85 9.0 9.5 10.0

No. Nombre de muestra Tiempo de Area Altura Cantidad
muestra retencion counts™min counts pM/uL
1 Derivatizante 3.5 6.959333333 2399525933 62391 6.122304236
2 100 pM 6.986666667 383794.6603 1130561 97.92382912
3 50 pM 7.024 191176.5167 560247 4877800159
4 10 pM 7.033333333 133916.4193 411588 34.16829341
5 1 pM 7.074 109874 462 334602 28.03407435

Figura 26. Integracion del método para un analisis con estandares en pM de histamina.
Superior: Cromatograma del andlisis con muestras de 100, 50, 10y 1 pM de histamina;
Inferior: Resultados del pico de histamina para cada muestra. Area counts*min: area
bajo la curva del pico lo cual significa el calculo del &rea bajo la curva del pico y que
sirve para calcular la concentracion. Altura counts: altura del pico en intensidad de

sefal. Cantidad pM/uL: cantidad de histamina en pM/25pL.
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Figura 27. Regresion lineal del andlisis con estandares en pM de histamina. El analisis

de correlacion reflejé un coeficiente de 97.654% [r=0.97].

10.5. Validacion del método con la cuantificacion de histamina en ratas con
dieta azucarada y las ratas con dieta normal.

Después de determinar las variables mas idéneas para la deteccion de histamina (fosfato
de sodio, metanol y OPA/NAC a 2.5 mM), se procedi6 a validar el método en dializados
obtenidos por microdialisis en la CPF en ratas en libre movimiento. Los grupos
consistieron en 3 ratas que consumieron una dieta normal con agua simple y 2 ratas con
dieta azucarada a través de agua al 10% de sacarosa. Los resultados reflejaron una
detecciébn de histamina en el rango de pM en todas las muestras analizadas,
independientemente de los grupos [promedio; Agua= 96.537 pM, Azlcar= 211.293 pM,
(Figura 28)]. Debido a que el grupo de ratas con dieta azucarada se realiz6 con un analisis
de 2 ratas no permite realizar pruebas estadisticas dejando estos resultados como

preliminares (Figura 29).
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—Control 1 (agua)

— Control 2 (agua)

Experimental 2 (azucar)
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No. Nombre de muestra Tiempo de Area Altura Cantidad
muestra retencion counts*min counts pM/uL
1 Control 1 (agua) 7.298 855477.1493 1818777 92.05944399
2 Control 2 (agua) 7.225333333 994767.1877 2257877 107.0486971

Promedio:

1 Experimental 1 (azlcar)

Promedio:

7.240

7.08

7.024

788189.149

578488.8173

828123.258

1760633.667

1681850

2219419.000

96.537

147.599344

211.293

Figura 28. Integracién del método para un analisis con muestras de CPF con
microdialisis para ratas. Superior: Cromatograma del analisis con muestras con dieta
azucarada (azules) y dieta normal (verdes). Los cromatogramas de cada rata pueden
variar en comparacion con otra rata ya que cada una tuvo su propia curva de
calibracion con las condiciones de medicion para dicho analisis particular.; Inferior:
Resultados del pico de histamina para cada muestra. Area counts*min: area bajo la
curva del pico lo cual significa el calculo del area bajo la curva del pico y que sirve

para calcular la concentracion. Altura counts: altura del pico en intensidad de sefial.

Cantidad pM/pL: cantidad de histamina en pM/25pL.
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Cuantificacion de histamina en PFC en ratas con dieta azucarada
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Figura 29. Cuantificacion de histamina para ratas con dieta normal y dieta azucarada.

11. DISCUSION

11.1. Montaje

Lo primero que se sometié a evaluacion fue la fase mévil. Por un lado, el amortiguador
gue se considerd inicialmente segun los antecedentes fue el fosfato de potasio que ha
sido ampliamente utilizado como se demostré en los antecedentes, sin embargo, ante la
existencia de distintos tipos de fosfatos en la literatura, fue pertinente una evaluacion
comparando fosfato de potasio y fosfato de sodio. Los antecedentes demostraban que el
fosfato de potasio era un amortiguador efectivo (Kounnoun et al., 2020; Tsiasioti &
Tzanavaras, 2021), y funcion6 bien para el analisis, de tal manera que se logré la
deteccion de la histamina. Sin embargo, el fosfato de sodio dié mejores resultados segun
los coeficientes de correlacion de las curvas de calibracion. Lo anterior tiene consistencia
con estudios en la HPLC con detectores electroquimicos como se demostro
anteriormente, utilizando fosfato monosédico en combinacién con metanol para la fase
movil (Chen et al., 2016). Otro articulo report6 la eficacia del fosfato de sodio para la

deteccion de histamina en la HPLC con detector electroquimico; verificando la eficacia
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del fosfato de sodio como un amortiguador eficiente para la deteccién de histamina en un
detector de FL (Hsieh et al., 2018). En este sentido, se rechazo la hipotesis inicial en la
gue se consideraba que seria el fosfato de potasio el amortiguador ideal, sin embargo no

fue asi.

Otro componente de relevancia en la fase mévil es el eluyente polar. Cabe recordar que
la histamina es una molécula con propiedades polares y que la funcion del eluyente es
arrastrar los solutos en la fase estacionaria, la cual es un medio apolar (Snyder & Kirkland,
1974). Y es importante destacar que cada solvente tiene mayor o menor polaridad que
variaran los resultados (Barwick, 1997). Se ha reportado que el metanol es un solvente
mas polar que el acetonitrilo (Dutkiewicz, 1990; Malavolta et al., 2008), por lo que se
infiere que el metanol tendria un mayor poder de arrastre de solutos en la fase
estacionaria de tal manera que mejoraria la separacion para la deteccion de histamina.
Lo anteriormente dicho podria explicar la buena cuantificacion de histamina utilizando el
metanol como un eluyente polar durante la realizacion de este trabajo, con lo cual se
puede validar la hipétesis inicial. Incluso es de destacar que los datos de Chen et al.
mencionados con anterioridad, usaron el fosfato de sodio como amortiguador y el metanol
como solvente polar para la fase movil, obteniendo buenos resultados (Chen et al., 2016),

misma combinacion que la del presente trabajo.

A partir de la revision de antecedentes se esperaba que el OPA a una concentracion de
5 mM fuera un derivatizante eficaz para la deteccidon de histamina, lo cual fue verificado
con los resultados que reflejaron un alto valor en el coeficiente de correlacion en las
curvas de calibracion; y con ello permitiendo validar la hipétesis inicial. Sin embargo, al
no haber diferencias entre OPA 2.5 mM y 5 mM, se podia ahorrar recursos al analizar
muestras con la HPLC utilizando OPA al 2.5 mM. Dicha concentracion de 2.5 mM de OPA
es cercana a otras reportadas en la literatura cientifica, como el uso de OPA al 2 mM en
un detector de FL (Saito et al., 1992), lo cual sugiere que incluso el OPA a una menor
concentracion a 2.5 mM puede ser efectivo para la deteccion de histamina. Cabe destacar
que en el estudio de Saito et.al., la derivatizacion fue sobre la columna, esto quiere decir
gue la fase maovil contenia el derivatizante generando la reaccion con histamina en el

mismo flujo al ser inyectada. En el presente trabajo, la derivatizacion se realiz6 bajo la
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modalidad precolumna, la cual consiste en derivatizar la histamina con OPA minutos
antes de inyectar la muestra a la fase movil, por lo que la modalidad de derivatizacion es
un factor importante que se correlaciona con la cantidad de OPA que se requiere para la

deteccién de histamina en la HPLC.

Es de destacar también que en un detector electroquimico para la deteccion de histamina
se utiliz6 con una mayor concentracion de OPA, especificamente 3.8 mM (Jensen &
Marley, 1995), lo cual hace sospechar que probablemente la concentraciéon de

derivatizante depende también del tipo de detector utilizado en la HPLC.

11.2. Estandarizacion

Si bien el coeficiente de correlacion en las curvas de calibracion en el rango de pM fue
alto, no se pudo llevar a cabo la comparacion con las muestras de stock en fM debido a
una falla en el automuestreador que impidié analizar la curva. Cabe decir que estas
curvas de calibracion se realizaron con mucha separacion entre las unidades por lo que
el analisis de muestras con intervalos mas cercanos pudiera brindar una mejor idea sobre
la deteccién que brinda el equipo de la HPLC sobre la histamina en las condiciones
realizadas en este trabajo. En este sentido, se rechazé la hipoétesis inicial pues se
esperaba que las concentraciones minimas detectables de histamina fueran en unidades
de fM.

11.3. Validacién

Si bien se pudo aceptar la hipétesis inicial sobre la cuantificacion de histamina en un
modelo de rata, tras comparar los resultados con la literatura cientifica se encontré mucha
variedad en las concentraciones basales de histamina. Por un lado, los resultados del
presente trabajo entraron en oposicion con los datos reportados por Yoshitake et al., pues
dicho equipo reportdé concentraciones basales de 9.059 £ 1.56 fM por 10 pL de solucién
extraida de la CPF (Takashi Yoshitake, Yamaguchi, et al., 2003), mientras que el trabajo
aqui presentado reflejo resultados en el rango de centenas de pM por cada 25 uL. Otro
articulo con datos opuestos a lo reportado en esta tesis reporta un nivel basal de 1.6 nM
en promedio de histamina en microdialisis de CPF de ratas (1,600 pM) (Johnson et al.,
2012). Otro estudio en la cuantificacion de histamina basal de la CPF obtuvo resultados
de 378 = 36 pM/g de tejido homogeneizado (Brus et al., 2012). La diversidad de
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resultados hace pensar en la diversidad de métodos utilizados, pues cada uno de los
estudios mencionados con anterioridad fue realizado con diferente método de
derivatizacion e incluso de detector. Ante ello, existe la sospecha de que la comparacién
de cuantificaciones tiene amplias limitaciones por la diversidad de métodos de

cuantificacion.

Si bien no se realizé estadistica con la cuantificacion de histamina en el modelo de rata
con dieta azucarada, dado que el grupo control (agua) tuvo un promedio de 96.537 pM y
el grupo experimental (azlcar) tuvo un promedio de 211.293 pM, cabe la posibilidad de
gue al aumentar la n se puedan encontrar diferencias entre los grupos. Posiblemente
exista una concentracion a la alta de histamina en la CPF en ratas con dieta azucarada
en comparacién con las ratas que consumieron agua. Aunque dicha sospecha resulta
inesperada porque se reporté que la administracion de soluciones intraorales de sacarosa
y sacarina, disminuy6 la concentracion de histamina en microdialisis pero no fue de la
CPF si no del hipotalamo (Treesukosol et al., 2005). Quizas exista una variabilidad en la
cuantificacion por especificidad del area cerebral y la periodicidad de la administracion
de sacarosa, ya que en el estudio de Tresukol et al. encontraron una concentracion a la
baja pero en un consumo ocasional mientras que la sospecha generada por el presente

trabajo seria por un consumo de azucar a largo plazo.

Con ello en mente y la discusion sobre las sospechas generadas se puede sugerir una
posible relacién entre la histamina y el consumo de sacarosa a largo plazo, sujeta a ser
estudiada posteriormente con el uso del método descrito en el presente trabajo y
contrastando con diferentes periodos de administracion de sacarosa. Lo anterior deja
abiertas muchas posibilidades para la investigacién sobre los procesos neuroquimicos,
de conductas con componentes adictivos, asi como los procesos cognitivos del

aprendizaje y memoria de conductas apetitivas y aversivas.

52



12. CONCLUSIONES

El fosfato de sodio funciona como un amortiguador eficaz para el mantenimiento de la

histamina que permite su deteccion exitosa con la HPLC-FL.

El metanol es un solvente polar eficiente para la separacion de histamina en una mezcla
analizada con HPLC-FL.

El OPA a una concentracion de 2.5 mM es una concentracion eficiente para la deteccion

de histamina.

La concentracién minima detectable de histamina por HPLC-FL en nuestro método solo
pudo ser analizada en el rango de 1-10 pM. Sin embargo, en las pruebas preliminares se

pudo observar que muy probablemente se pueda detectar en rangos de fM.

El método de deteccién de histamina con OPA/NAC por HPLC-FL es validado en ratas.
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