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Se sabe hoy que la principal vía me-
tabólica de la histamina en la rata es su
destrucción por la histaminasa (diami-
nooxidasa : DAO) (13-12). La reacción
química catalizada por la DAO se expli
ca, según Zeller (iS), por la siguiente
reacción :

DAO
NH2 (CH2)„NH2 + I-LO + O.>----- >

NH..—(CHJ,,.,-CHO + NH, + HaOu
La posible identidad entre la histami

nasa y la DAO ha sido muy debatida;
Goryachenkova (4), en el año 1958, ex
presa sus dudas a este respecto, y en
1962, Kapeller-Adler y Mac Farlane
(7) logran obtener un preparado de his
taminasa con actividad específica sobre
la histamina y sin actividad sobre otras
diaminas. No es nuestro propósito ahon
dar en esta cuestión y nos limitaremos
a exponer nuestros resultados trabajando
con extractos no purificados.

Material y métodos
1. Preparación de los extractos con

ACTIVIDAD niSTAMINAS!CA

Analizando los diferentes métodos de 

preparación de la histaminasa se observa
que algunos autores proponen en alguna
fase del proceso una diálisis del extracto
como medio de aumentar su actividad
específica (1, 9, 17, 19). Arvidsson (i)
parte de riñones de cerdo recién sacrifi
cado, limpios de tejido conectivo y pri
vados de la parte medular. El resto se
trocea y tritura con ayuda de medios me
cánicos. La papilla resultante se pesa y
macera con un volumen igual de solu
ción fisiológica durante 10 minutos a
62o C. Se filtra por papel durante 12 ho
ras a 4° C y al filtrado se le adiciona un
40 % de acetona, en volumen. El pre
cipitado obtenido se disuelve en la me
nor cantidad posible de solución de CINa
al 2,5 %, descartándose por decanta
ción el residuo insoluble. La solución se
trata con sulfato amónico hasta una con
centración del 50 %. Se deja en reposo
durante 30 minutos y se descarta el pre
cipitado. Se aumenta la concentración del
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sulfato amónico hasta el 75 % y se deja
en reposo durante 2 horas. El precipi
tado obtenido se disuelve en la menor
cantidad posible de agua y se dializa du
rante 48 horas a 40 C contra una solu
ción de CINa al 2,5 %, que se cambia
cada 12 horas. El líquido resultante es
la solución concentrada de histaminasa,
que según Arvidson se conserva durante
un mes y para cuyo ensayo se diluye
el 1/1000.

Por el contrario, en el método de Ka-
peller-Adler (6), propuesto en 1949,
se prescinde de la diálisis. Se parte igual
mente de ríñones de cerdo, que se lim
pian y reducen a papilla igual que en el
método anterior. Esta papilla se trata
con 4 volúmenes (P/V) de acetona en
friada a 40 C. Se filtra con ayuda del
vacío y se deja secar el polvo extendién
dolo en capa fina. El polvo seco se pesa
y se extrae con solución fisiológica a
62 o C durante 10 minutos, a razón de
10 mi por gramo de polvo. A continua
ción se filtra por papel y se obtiene así
el extracto histaminásico bruto. Si es
preciso, se continúa la purificación por
medio de 2 precipitaciones sucesivas con
sulfato amónico al 50 % y disolución de
este segundo precipitado en un volumen
de agua un 30 % menor que el volu
men de partida. Se puede purificar aún
más adsorbiendo el enzima en fosfato
cálcico gelatinoso, eluyéndolo con una
solución tampón de fosfatos de pH. 7,2
que contiene sulfato amónico al 30 %.
Eos líquidos resultantes se tratan con
más sulfato amónico, esta vez al 60 %, 

y el precipitado se disuelve en la menor
cantidad posible de agua. Este extracto
es unas 26 veces más activo que el ex
tracto bruto de que se había partido.

Puestos a prueba ambos métodos en
contramos que los extractos obtenidos
por técnicas en que interviene la diálisis
carecían de actividad, mientras que los
obtenidos por la otra técnica se mostra
ban activos.

Se estudió seguidamente cuál era la
concentración óptima de sulfato amóni
co y durante cuánto tiempo tenía que
actuar éste, llegándose a la conclusión
de que los mejores resultados se obtenían
al emplearlos a una concentración del
50 % durante 24 horas, con lo que se
lograban incrementos de actividad de
un 73 % respecto de la actividad del ex
tracto bruto de que habíamos partido.

Estudiamos también la infuencia de
la diálisis contra agua destilada y con
tra solución de CINa al 1 %, sobre los
extractos crudos (A) o purificados por
precipitación con sulfato amónico con
forme la técnica antes descrita (B), ob
teniéndose los resultados que figuran en
la Tabla I.

En esta tabla se observa claramente la
influencia negativa de la diálisis sobre
la actividad enzimática de los extractos
purificados y su inoperancia cuando se
trata de extractos crudos. Las pequeñas
variaciones registradas en este último
caso son inferiores al error propio del
método manométrico, que se cifra en un
8,3 %•

En el intestino de rata la riqueza enzi-

Influencia de la diálisis sobre los extractos enzimálicos ricos en histaminasa.
TABLA I

Ext. N.° deter
minaciones

Actividad inicial
uM/mg

Actividad
postdiálisis H.O

uM/mg

Actividad
postdiálisis CINa

uM/mg
Variación

%

A 4 72,2 — 71,5 —1,01
A 4 72,2 73,7 — + 2,02
B 3 94,9 — 39,4 —58,4
B 3 94,9 35,0 — —63,0
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inática es unas 100 veces menor que en
el riñón de cerdo y por consiguiente la
técnica descrita no nos sirve. El proce
dimiento que desarrollamos, con buen
resultado, es como sigue : se somete la
rata a un ayuno de 24 horas antes de su
sacrificio, e inmediatamente se extrae la
totalidad del intestino delgado, limpián
dolo mecánicamente. Se corta longitudi
nalmente y se trocea en pedazos de apro
ximadamente 1 cin de longitud. Se lava
3 veces con 200 mi de acetona enfriada
a 40 C y se extienden los pedazos de in
testino sobre papel de filtro para que se
sequen. La reducción de peso que sufre
el intestino es aproximadamente de un
66 %. Se toma un peso conocido y se
tritura durante 5 minutos en un morte
ro de paredes y pistilo esmerilados, con
sílice pura que se añade en cantidad su
ficiente para formar una pasta. Se añade
entonces solución de CINa al 1 % a ra
zón de 25 mi por cada 4 g de intestino
tratado con acetona. Se deslie la pasta
en el mortero y se pasa a un homogenei-
zador, en donde se tiene 5 minutos. A
continuación se vierte el homogenado y
la sílice en un erlenmeyer, que se calien
ta a baño maría a 62 o C durante 10 mi
nutos. Transcurrido este tiempo se agita
y vierte en tubos de centrífuga, que se
someten a enérgica centrifugación du
rante 10 minutos, recogiéndose entonces
los líquidos sobrenadantes por decanta
ción. Finalmente se filtran estos líquidos
para retener las partículas de grasa que
sobrenadan, y el filtrado es ya el extrac
to enzimático listo para su ensayo. Si se
trabaja con hígado de rata la cantidad
de líquido extractivo ha de ser un 50 %
menor.

2. Método de valoración

El método de valoración que hemos
seguido está basado en la medida del con
sumo de oxígeno que se produce al ac
tuar el enzima sobre el substrato. Este
método ha sido ampliamente usado (3,

5, 6, 8, 14, 15, 16, 18, 19). Aunque con
pequeñas variaciones, la técnica general
es la siguiente : en un matraz de War-
burg se incuba el enzima en un medio
tamponado a pH. 7,2-7,8, utilizando el
diclorhidrato de histamina como subs
trato y en atmósfera de oxígeno. En el
sistema cerrado hay un recipiente aislado
que contiene KOH para fijar el CO2 que
se pudiese formar. La temperatura de
incubación oscila de 37 a 38o C según
los autores.

Nosotros seguimos básicamente esta
técnica, introduciendo en ella el uso del
diclorhidrato de cadaverina como subs
trato, pues según Blashko (3), al actuar
la histaminasa sobre la cadaverina, el gas
to de oxígeno es superior al que se regis
tra al actuar sobre la histamina. Compro
bamos experimentalmente este aserto,
encontrando un aumento en el consumo
de oxígeno de un 92 %, lo cual hace que
la sensibilidad de nuestro método quede
prácticamente doblada.

Las condiciones de trabajo en War-
burg, según nuestra técnica, son las si
guientes: en el matraz se colocan 3 mi de
solución tampón de fosfatos 67 mM, de
/>H 7,4, de acuerdo con el tipo de tampón
preconizado por Lindell (ti), y i mi del
extracto enzimático a ensayar. En el po
cilio central se colocan 0,2 mi de KOH
al 20 % y un papel de filtro de 1 cm de
lado doblado en cuatro dobleces a fin
de aumentar la superficie de contacto de
la KOH. En la tubuladura lateral se co
locan 0,5 mi de solución 50 mM de di
clorhidrato de cadaverina. La atmósfera
del sistema es de oxígeno y la tempera
tura de incubación de 37o C + 0,05o C.
La amplitud de la agitación es de 7,5 cm
y su frecuencia de roo por minuto. En
aquellos casos en que se trabaja con ex
tractos muy pobres se colocan 2 mi del
extracto enzimático y 2 mi de solución
tampón a fin de mantener invariado el
volumen total de 4,7 mi. y luego se refiere
el gasto de oxígeno al coi-respondiente a
sólo 1 mi del extracto enzimático,
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Simultáneamente con esta determina
ción en el Warburg se determinan las
proteínas del extracto por el método de
Kjeldahl, precipitándolas con ácido tri-
cloroacético a la concentración final del
20 % y empleando como factor de con
versión el de 6,25.

3. Unidad

En la bibliografía referente a lá hista
minasa hay descritas muchas unidades
empíricas que no están referidas a la can
tidad de histamina destruida. Pgra no
caer en este defecto, al hacer los trabajos
conducentes a definir nuestra unidad
(unidad JXI) preparamos nuestras expe
riencias empleando simultánea y separa
damente como substratos el diclorhidra
to de cadaverina 50 mM y el fosfato de
histamina 50 mM (expresado en- base).
En estas experiencias medimos los con
sumos de oxígeno que se registraban al
actuar el enzima sobre los substratos y
además valoramos biológicamente la his
tamina que no había resultado destruida
por la acción enzimática.

Resultado final de estas determinacio
nes fue el poder definir la unidad M
como la actividad de 1 mi del extrac
to enzimático que, incubado con la ca
daverina en las condiciones establecidas
(Vt = 4,7 mi; 3 mi de solución tampón
67 mM de pH 7,4; 1 mi de extracto
enzimático; 0,2 mi de KOH al 20 %;
0,5 mi de diclorhidrato de cadaverina
50 mM; temperatura 37o C y atmósfera
de oxígeno), consume 1 /zl de oxígeno
por hora.

Este consumo, durante la primera ho
ra de incubación, equivale a la destruc
ción de 6,28 /zg de histamina base por
hora. Con objeto de hacer comparables
las diferentes determinaciones se expre
san los resultados en unidades M/mg de
proteína total presente en el extracto en
zimático.

De acuerdo con esta definición resulta
que al actuar la histaminasa sobre la his

tamina se produce un gasto de 1 /zl de
oxígeno por cada 12,04 /zg de histamina
base destruidos o, lo que es igual, un
gasto de 0,083 /zl de oxígeno por cada
/zg de histamina base destruida. Al
actuar la histaminasa sobre la cadave
rina los consumos son aproximadamen
te dobles, correspondiendo un gasto de
O>r59 /d de oxígeno por cada /zg de his
tamina base que se habría destruido. En
esto se funda precisamente nuestra va
riante de emplear la cadaverina en lugar
de la histamina como substrato, y del
gasto medido al actuar la histaminasa
sobre esta diamina deducir la cantidad
de histamina base que habría sido des
truida si ésta hubiera actuado como
substrato. La relación de conversión es :
1 /zl de oxígeno gastado al cabo de la
primera hora frente a cadaverina equi
vale a la destrucción de 6,28 /zg de his
tamina base.

4. Análisis de la reacción a través
del tiempo

Se sabe desde los trabajos de Best y
Mac Henrv en 1930 (2), que al actuar
la histaminasa sobre el substrato se pro
duce un gasto de oxígeno, pero la forma
como transcurre este gasto ha desperta
do escaso interés a lo largo de los años.
Tan sólo hemos encontrado un trabajo
de Lindell (10), correspondiente a 1957,
en que afirma que el consumo es lineal
a lo largo de los 20 primeros minutos de
la reacción. Dado que cuanto mayor es
el tiempo de incubación menor debe ser
el error cometido en la determinación,
interesa saber si hay paralelismo entre
el consumo de oxígeno y la destrucción
de histamina a lo largo del tiempo. Con
este objeto hicimos experiencias midien
do el consumo de oxígeno y valorando
la histamina remanente después de la ac
tuación del enzima en una forma seriada
al cabo de 1, 2 y 3 horas de incubación.
Una vez transcurridos estos tiempos se
procedió a acidificar la mezcla reaecio-
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liante con 0,5 mi de C1H concentrado y
se llevó a baño niaría a ebullición duran
te 5 minutos. Posteriormente, estos lí
quidos se diluyeron convenientemente y
se valoró la histamina remanente em
pleando el íleo de cobaya. El cálculo del
resultado se hizo por el método de las
(2 + 2) dosis y tres grupos de permuta
ciones. El resultado fue que al cabo de
1 hora se había destruido el 10 % de la
histamina presente, a las 2 horas el
24,8 % y a las 3 horas no se encontró
mayor destrucción, lo cual hace dudar
de que la reacción transcurra durante
tiempo indefinido.

Determinamos entonces el consumo de
oxígeno con 12 extractos diferentes, ob-

TABLA II
Consumo de O3 verificado por 12 extractos
diferentes durante períodos sucesivos de 10

minutos.

Tiempos Gasto en ¡ó O,

0 —10 min. 180,68
10 — 20 ” 217,62
20 — 30 ” 223,08
30 — 40 ” 219,32
40 — 50 ” 217,46
50 — 60 ” 210,00

Fig. 1. Representación gráfica de los consu
mos de O, medidos de 10 en 10 minutos.

TABLA III

Consumo activo de O3 verificado por 12 extrac
tos distintos a lo largo de la primera hora de

actuación del enzima.

Tiempo Gasto en ¡d O,

10 min. 180,68
20 ” 398,30
30 ” 621,38
40 ” 840,70
50 ” 1058,16
60 ” 1268,16

FlG. 2. Gráfica representativa del consumo
aditivo de Oa a lo largo de la primera hora

de reacción enzimática.

tenidos por distintos procedimientos, a
lo largo de 1 hora, haciendo las lecturas
cada 10 minutos y sumando los consu
mos de todos los extractos durante cada
período de 10 '.minutos. El resultado se
expresa en la Tabla II y se representa
en la fig. 1.

De la observación de la tabla II y de 
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la fig. i se desprende claramente que :
i.” la reacción tiene un período de laten-
cía durante los 10 primeros minutos, en
que el gasto de oxígeno es sensiblemente
menor al que se registra en los demás
intervalos de 10 minutos, y 2." a partir
del minuto 10 la reacción transcurre en
línea recta.

Si sumamos acumulativamente los da
tos de la tabla II de forma que obtenga
mos el consumo total del conjunto de
extractos a lo largo del tiempo, obten
dremos los datos que reseñamos en la
tabla III), que a su vez se representan
gráficamente en la fig. 2, permitiéndo
nos visualizar la forma rectilínea en que
transcurre la reacción a partir del minu
to 10 hasta el fin de la primera hora.

En conclusión : las experiencias ante
riores prueban que el consumo de oxíge
no en la reacción histamina-histaminasa
transcurre en forma lineal a partir de
los 10 minutos siguientes a la mezcla del
enzima con el substrato y se mantiene
así hasta el fin de la primera hora. Du
rante este período existe paralelismo en
tre el consumo de oxígeno y la destruc
ción de histamina. Es dudoso que este
paralelismo se mantenga posteriormente.

Resumen
Se discuten las diferentes técnicas de ob

tención de histaminasa a partir de riñón de
cerdo, analizando los inconvenientes que pre
senta la diálisis de los extractos enzimáticos.
Se pasa revista a las dificultades encontradas
al querer obtener extractos enzimáticos a par
tir de órganos de la rata y se explica detalla
damente la técnica a seguir a fin de conse
guirlos. Se propone un método de valoración
fundado en técnicas manomélricas, empleando
como substrato la cadaverina y justificando el
porqué de esta elección. Se define la deno
minada unidad M para medir la riqueza enzi-
mática de un extracto y se relaciona de forma
sencilla y clara dicha unidad con la cantidad
de histamina destruida. Finalmente se analiza
la forma en que transcurre el gasto de oxígeno
a través del tiempo, poniendo de relieve la
existencia de un período de latencia al veri

ficar la mezcla del enzima con el substrato, al
que sigue una fase en que el gasto de oxígeno
es lineal y paralelo a la destrucción del substra
to. Es dudoso que este paralelismo se man
tenga posteriormente.

Summary
Manometric determination of

histaminase

A critical review is made on the diffe-
rent ways to obtain histaminase active
extraets from the pig’s kidney. Special
attention is given to the use of dialysis
in those techniques. Histaminase active
extraets are obtained from intestino and
liver of the rat, and the troubles solved
to succeed as well as the proccdure used
are analized. A method to mesure hista
minase activity based in manometric
techniques using cadaverine dihydro-
chloride as substrato is developed. The
preference for cadaverine is justified and
a new unit, the M unit, is stablished and
easily related to the amount of histamine
destroyed. The rate of oxygen uptake
during the enzime-substract reaction is
analized; a period of lateney in. the con-
sumption of oxygen is demostrated at the
mixture of the enzyme with the subs
trae!. After that period a linear correla-
tion is found between oxygen uptake and
histamine destruction during the first
hour. It is doubtfull that this correlation
remains constant for a longer period.
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