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1. � INTRODUCCIÓN 
Y ANTECEDENTES

La histamina es una amina biógena que, además de 
las importantes actividades fisiológicas que tiene en el 
organismo, se puede encontrar en muchos alimentos 
cotidianos. Particularmente, se puede encontrar en can-
tidades elevadas en ciertas variedades de pescado, y 
en productos fermentados como vinos, quesos y deriva-
dos cárnicos crudos-curados (BIOHAZ, 2011; Vidal-Ca-
rou y col, 2007). En personas sanas y en condiciones 
normales existen dos rutas importantes para metaboli-
zar la histamina, donde participan las enzimas Histami-
na-N-Metiltransferasa (HMT) y Diamino Oxidasa (DAO) 
(Jarisch, 2004). La HMT se expresa en casi todos los 
tejidos, mientras que la DAO se expresa sólo en algunos 
tejidos, concretamente el intestino, el hígado, el riñón y 
la placenta (Klocker y col, 2005). Se piensa que los teji-
dos que contienen DAO son determinantes en el control 
sistémico de la biodisponibilidad de la histamina. En el 
epitelio intestinal la DAO es responsable de metabolizar 
la histamina procedente de los alimentos, regulando su 
paso hacia la sangre portal. La actividad DAO del híga-
do regula su paso hacia la circulación sistémica y tam-
bién es importante la actividad del riñón, degradando la 
histamina reabsorbida en el túbulo proximal.

Cuando existe una desproporción entre la histamina in-
gerida y la capacidad de metabolización de la misma, se 
produce su acumulación en plasma y la aparición de los 
efectos adversos. Esto es lo que sucede en el caso de 
la intolerancia a la histamina o histaminosis alimentaria, 
debido a una baja actividad de la DAO intestinal (Maintz 
y Novak, 2007). El origen de esta deficiencia enzimática 
puede ser:

•	Genético: se han identificado polimorfismos genéticos 
con diferente actividad enzimática.

•	Patológico: la deficiencia de DAO parece ser más pre-
valente en población con enfermedades inflamatorias 
intestinales (colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn…)

•	Farmacológico: por bloqueo o inhibición de la DAO por 
parte de varios fármacos. Este riesgo parece relativa-
mente importante, ya que algunos de estos medica-
mentos son de uso común (acetilcisteina, ácido clavu-
lanico, metoclopramida, verapamilo, isoniazida, etc.) y 
algunos de ellos incluso se pueden adquirir sin receta 
médica. Se ha estimado que aproximadamente el 20% 
de la población europea podría consumir alguno de 
estos fármacos inhibidores de la DAO (Sattler y col., 
1988; Maintz y Novak 2007).

A pesar de que la intolerancia a la histamina tiene una 
entidad clínica relativamente reconocida, no existen aún 
evidencias contrastadas ni un claro consenso sobre la 
dosis máxima de histamina tolerable para evitar los sig-
nos de esta afección (BIOHAZ, 2011). A diferencia de 

las reconocidas intoxicaciones histamínicas que apare-
cen tras el consumo de productos con cantidades muy 
elevadas de histamina, en el caso de los intolerantes a 
la histamina la ingesta de cantidades bajas pueden ser 
suficientes para provocar la sintomatología. Se han cita-
do como desencadenantes, valores que van desde 50 
mg de histamina, cuando esta amina es vehiculada en 
el vino (125 ml), hasta 60‑75 mg, cuando la histamina se 
administra con agua (Rauscher-Gabernig y col., 2009). 
Otros componentes de los alimentos, como otras aminas 
biógenas o el alcohol y su metabolito acetaldehído, pa-
rece que aumentan o potencian la susceptibilidad indivi-
dual a esta amina y, en consecuencia, aumenta el riesgo 
de sufrir reacciones adversas.

La gran variedad de síntomas derivados de la intoleran-
cia a la histamina, asociados a patologías crónicas de 
gran prevalencia en la población, exigen que la investi-
gación en este campo no se detenga y que se avance 
en el conocimiento de su origen y en los posibles tra-
tamientos. Los síntomas más frecuentes derivados del 
déficit de DAO son:

•	Migraña y otras cefaleas vasculares.

•	Trastornos gastrointestinales, especialmente aquellos 
asociados al Síndrome del Intestino Irritable (SII), como 
estreñimiento, diarrea, saciedad, flatulencia o sensa-
ción de hinchazón.

•	Trastornos dermatológicos como piel seca, atopia o 
psoriasis.

•	Dolores en tejidos blandos con frecuencia diagnostica-
dos como fibromialgia.

•	Fatiga crónica.

•	En la infancia y adolescencia se ha relacionado el dé-
ficit de DAO con el trastorno de atención e hiperacti-
vidad (TDAH).

La hipótesis de que la intolerancia a la histamina pueda 
estar relacionada con cefalea o migraña está cobrando 
fuerza en los últimos años (Izquierdo y col., 2012). La 
relación entre dieta y migraña es antigua y controvertida 
e inicialmente se fundamentó en la asociación, mediante 
encuestas, entre el consumo de ciertos alimentos y la 
aparición del dolor migrañoso. Entre los alimentos impli-
cados destacan el chocolate, el queso, los cítricos, de-
rivados cárnicos crudos-curados, vinos y cervezas y, en 
menor proporción, alimentos fritos o muy grasos, café, 
té y bebidas de cola (Maintz y Novak., 2007). Algunos 
de los alimentos implicados son potencialmente ricos en 
histamina y otras aminas biógenas (que compartirían al-
gunos de los enzimas de sus rutas de destoxificación) y 
otros se describen frecuentemente como liberadores de 
histamina endógena por un mecanismo aun no comple-
tamente elucidado.
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Tal como señala García-Martín y col. (2008) algunos ar-
gumentos que refuerzan la relación entre histamina y al-
gunas migrañas son:

•	La frecuencia de migraña es más elevada en pacien-
tes con enfermedades alérgicas.

•	La concentración plasmática de histamina es más ele-
vada en pacientes migrañosos, tanto durante los ata-
ques de dolor como en periodos sin migraña.

•	La histidina (aminoácido precursor de la histamina) 
presenta contenidos más altos en plasma y en líquido 
cerebroespinal en pacientes con migraña que en indi-
viduos no migrañosos.

•	La administración intravenosa de histamina en dosis 
altas (0,5 mg/kg) en pacientes migrañosos provoca 
inmediatamente dolor de cabeza y posteriormente un 
ataque de migraña.

Según el estudio realizado por Vidal-Carou y col. (2010), 
que tenía como objetivo determinar la proporción de en-
fermos diagnosticados de migraña que presentaban dé-
ficit de DAO en comparación con la población general 
no migrañosa, el 96% de las personas que padecen mi-
graña tienen un nivel de DAO reducido o muy reducido. 
Este déficit de DAO provoca un aumento de los niveles 
plasmáticos de histamina que aumenta el riesgo de apa-
rición de la migraña. El estudio también apuntó que otros 
cuadros clínicos como dolores osteopáticos, piel atópica 
o síndromes de colon irritable podrían estar relacionados 
con el bajo nivel de la enzima DAO, ya que el 41,3% de 
los pacientes con migraña experimentaban también más 
3 o 4 de estos síntomas.

Recientemente, un estudio clínico doble ciego, randomi-
zado y controlado con placebo (Izquierdo y col., 2013) 
estudió la eficacia de la evaluación de la suplementación 
con DAO en el tratamiento preventivo de la migraña. En 
este estudio se confirma que hay una alta prevalencia 
del déficit de DAO en la población con migraña y que 
la suplementación con enzima DAO ha supuesto una re-
ducción significativa en la duración de las crisis y una 
tendencia a la disminución del número de episodios.

Actualmente para identificar a los individuos intolerantes 
a la histamina se está utilizando la determinación plas-
mática de la actividad DAO mediante una prueba ana-
lítica que desde hace más de un año ofrecen muchos 
laboratorios de análisis clínicos y otros centros médicos 
de España. Esta prueba mide la cantidad de histamina 
que puede ser degradada por la DAO de la muestra 
de plasma. Se considera que la actividad DAO de un 
individuo es reducida cuando es inferior a 80 HDU/ml 
(Histamine Degrading Units).

Una alternativa aún no desarrollada para identificar a los 
individuos con déficit de DAO podría ser la determina-
ción de la histamina y sus metabolitos en orina, que ofre-
cería ventajas por ser menos invasiva. La hipótesis de 
trabajo es que los individuos con insuficiente actividad 

DAO tienen un perfil de distribución de la histamina y sus 
metabolitos en la orina significativamente diferente al de 
los individuos normales.

El abordaje analítico para la determinación simultánea 
de histamina y sus metabolitos es complejo. Existen kits 
comerciales que permiten la determinación de histamina 
mediante técnicas de ELISA, y para la determinación de 
sus metabolitos (metil histamina y ácido metil imidazol 
acético) existen técnicas por radio inmuno ensayo (Oguri 
y Yoneya, 2002). Sin embargo, estas técnicas de base 
inmunológica no permiten la determinación simultánea 
de la histamina y sus metabolitos, además de, en el 
caso del RIA, comportar complicaciones ligadas al uso 
de material radioactivo. Como alternativa, los métodos 
cromatográficos basados en la cromatografía líquida de 
alta eficacia (HPLC) con diferentes sistemas de detec-
ción parecen ser los más adecuados para la separación 
y cuantificación simultánea de todos estos compuestos 
(Toyo’oka, 2008). A pesar de que la detección UV-vi-
sible ha sido utilizada ampliamente para el análisis de 
la histamina y sus metabolitos en muestras biológicas, 
debido a su escasa sensibilidad y especificidad, los sis-
temas de detección por fluorescencia o espectrometría 
de masas parecen ser los más adecuados para este 
fin (Kawanishi y col., 2006, Zwang y col., 2011). Debi-
do a la baja fluorescencia natural de los analitos, en la 
mayoría de los casos se requiere el uso de un reactivo 
de derivatización que reaccione tanto con las aminas 
primarias como con las secundarias. Este podría ser el 
caso de reactivos como la fluorescamina o el DBD-F (4 
-(N,N-dimetilaminosulfonil benzoxadiazol 2,1,3 fluoro-7). 
Actualmente no existe en la literatura ningún método de 
derivatización para algunos metabolitos de la histamina 
(imidazol acetaldehído y N-metilimidazol acetaldehído) 
(Toyo’oka, 2008; Wang y col., 2013). Consecuentemente, 
el desarrollo de un método de derivatización se hace ne-
cesario y justificado para la investigación metabolómica 
de la histamina en sistemas biológicos.

Además de en humanos, la actividad DAO o histaminasa 
también ha sido descrita en microorganismos que han 
mostrado capacidad para reducir la histamina in vitro 
(Zamam y col. 2011). Por ejemplo, existen estudios que 
han evaluado la actividad para degradar histamina en 
medios de cultivo de bacterias aisladas de productos 
fermentados como quesos, embutidos, pasta de pesca-
do y vinos (Leuschner y col., 1998, Dapkevicius y col., 
2000, Gardini y col., 2002, García-Ruiz y col., 2011).

La capacidad de degradar la histamina por parte de 
bacterias probióticas podría ser una nueva aplicación 
para este tipo de microorganismos, que podrían cubrir o 
paliar el déficit de DAO a nivel intestinal en individuos in-
tolerantes a la histamina. Este efecto podría dar respues-
ta a las necesidades de un colectivo de la población que 
por motivos crónicos (genéticos) o puntuales (enferme-
dades digestivas o tratamientos farmacológicos) tienen 
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sintomatologías derivadas de una intolerancia a la hista-
mina, principalmente migraña.

En resumen, este proyecto pretende profundizar en el 
conocimiento y caracterización de la relación histamina / 
DAO, en el diagnóstico y caracterización de la intoleran-
cia a la histamina y también en el estudio de algunas 
alternativas para intentar reducir la incidencia y/o gra-
vedad de esta intolerancia mediante el uso de bacterias 
probióticas con actividad DAO, que puedan aportar una 
fuente dietética de DAO para individuos intolerantes a la 
histamina.

2.  OBJETIVOS

El objetivo global del proyecto es aportar evidencia cien-
tífica a la relación entre actividad DAO reducida y la apa-
rición de síntomas asociados a la intolerancia a la his-
tamina, y particularmente la migraña, así como estudiar 
algunas alternativas para intentar reducir la incidencia 
y/o gravedad de los problemas derivados de la presen-
cia de histamina en alimentos.

Para alcanzar este objetivo global, se plantea el abordaje 
de los siguientes objetivos específicos:

1.	 Estudiar la relación existente entre actividad DAO y 
la concentración de histamina, tanto en el intestino 
como en plasma.

2.	 Estudiar el perfil de eliminación en orina de histamina 
y sus metabolitos y su posible aplicación como bio-
marcador de la intolerancia a la histamina por déficit 
de DAO.

3.	 Estudiar la aplicabilidad de algunas bacterias probió-
ticas con capacidad DAO para reducir las reacciones 
asociadas a la intolerancia a la histamina.

3. � MATERIALES Y METODOLOGÍA

3.1. � ESTUDIO DE LA RELACIÓN ENTRE LA 
CANTIDAD DE HISTAMINA PRESENTE EN 
LA LUZ INTESTINAL, LA CONCENTRACIÓN 
PLASMÁTICA DE HISTAMINA Y LA ACTIVIDAD 
DAO INTESTINAL Y PLASMÁTICA.

3.1.1.  Protocolo 1

Se han utilizado ratones macho de la cepa C57BL/6, de 
5‑6 semanas de edad. Los animales se mantuvieron en 
el Servicio de experimentación animal de la Facultad de 
Farmacia, en condiciones estándar de iluminación, tem-
peratura y humedad y con libre acceso al pienso. El di-
seño experimental se resume en la figura 1.

Los animales se separaron en dos grupos:

•	Grupo control (CTL) (n=8)

•	Grupo HIS-A (n=8): administración de 10 mg/kg de 
histamina

La histamina se administró en una única dosis por vía 
oral, en solución acuosa. A los animales del grupo 
control se les administró el vehículo. Los animales se 
sacrificaron 24h después del tratamiento, previamente 
anestesiados con ketamina/xilacina. Posteriormente se 
procedió a la extracción de las muestras.

La sangre se obtuvo por punción cardíaca, de la que se 
separó el suero mediante centrifugación.

Figura 1.  Esquema del diseño experimental 1
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Se realizó una laparatomía y se extrageron fragmentos 
de unos 5 cm de yeyuno y de colon. Se procedió al 
raspado de la mucosa, conservada inmediatamente en 
nitrógeno líquido a -80ºC. También se obtuvo un frag-
mento de hígado, que se congeló siguiendo la misma 
pauta que para las muestras intestinales. Para preservar 
la actividad enzimática y evitar la degradación de proteí-
nas, se añadió fenil-metasulfonil fluoruro (PMSF) 1 mM, a 
todas las muestras.

Las muestras de mucosa intestinal y de hígado se homo-
genizaron de forma mecánica con un Polytron. La solu-
ción de homogeneización es un tampón Bis-Tris HCl 20 
mM pH 7,0 con PMSF 1mM (Klocker y col., 2005). Los 
homogenados se sometieron a centrifugación y se recu-
peró el sobrenadante.

La actividad DAO se determinó mediante un ensayo ra-
diométrico, en el que el substrato es la putrescina mar-
cada con tritio (3H) (REA: Radioextraction assay, Sciotec 
Diagnostic Technologies).

3.1.2.  Protocolo 2

A partir de los resultados obtenidos mediante el protoco-
lo 1 se estableció una nueva pauta de trabajo. Se esta-
blecieron nuevas dosis de administración de histamina y 
añadieron dos grupos de animales, para tratarlos con un 
inhibidor de la actividad DAO.

El segundo grupo de experimentos se llevó a cabo con 
ratones macho Balb/C, de 10 semanas de edad. Los 
animales se mantuvieron en el Servicio de experimenta-
ción animal de la Facultad de Farmacia, en condiciones 
estándar de iluminación, temperatura y humedad y con 

libre acceso al pienso hasta el día del experimento. El 
diseño experimental se resume en la figura 2.

Los animales se separaron en cinco grupos:

•	Grupo control (CTL) (n=5)

•	Grupo HIS-B (n=5): administración de 0,1 mg/kg de 
histamina

•	Grupo HIS-B+AG (n=5): administración de 0,1 mg/kg 
de histamina y de 100 mg/kg de aminoguanidina

•	Grupo HIS-A (n=5): administración de 10 mg/kg de 
histamina

•	Grupo HIS-A+AG (n=5): administración de 10 mg/kg 
de histamina y de 100 mg/kg de aminoguanidina

La pauta de administración fue la siguiente:

–	t = 0 – Los animales se someten a ayuno

–	t = 3,5 h – Administración de aminoguanidina por vía 
oral (grupos +AG) o vehículo

–	t = 4h – Administración de histamina por vía oral (gru-
pos HIS-B e HIS-A) o vehículo

–	t = 6h – Sacrificio y obtención de muestras

La histamina y la aminoguanidina se administraron de 
forma separada en una única dosis por vía oral en cada 
caso. Los productos se prepararon en forma de solu-
ción acuosa. A los animales de los grupos sin AG se les 
administró el vehículo, de forma que todos los animales 
fueron administrados siguiendo la misma pauta temporal.

Figura 2.  Esquema del diseño experimental 2
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Los animales se sacrificaron entre las 12:30 y las 13:30 
horas, para evitar la influencia de ritmos circadianos. Las 
muestras extraídas son las siguientes:

–	Sangre, para la obtención del suero

–	Lavado intestinal

–	Mucosa de yeyuno

–	Mucosa de colon

El procesado de la sangre y de la mucosa intestinal se 
llevó a cabo siguiendo el mismo procedimiento que en 
el protocolo 1. En el caso de las muestras de muco-
sa, se separaron alícuotas para la determinación de la 
concentración de proteínas, para la normalización de los 
resultados. La determinación de proteínas se ha llevado 
a cabo según el método de Bradford (1976).

Para obtener las muestras de lavado intestinal se extrajo 
el intestino delgado y se lavó con 1,5 mL de solución PBS. 
El líquido se recogió en un tubo y se centrifugó a 2000 
rpm a 4ºC durante 10 min. El sobrenadante se separó en 
alícuotas y se conservó a -80ºC para el análisis posterior.

La determinación de la actividad DAO se realizó siguien-
do el mismo protocolo anteriormente citado.

Los resultados se han analizado mediante un ANOVA de 
una vía, seguido del test post-hoc DMS, con el progra-
ma estadístico SPSS-20.0 (SPSS Inc.). Las diferencias se 
consideran significativas a partir p<0,05. Los protocolos 
utilizados en este estudio fueron aprobados por el Comi-
té ético de la Universidad de Barcelona, de acuerdo con 
el Reglamento del Departament d’Agricultura, Ramade-
ria, Pesca i Alimentació de la Generalitat de Catalunya.

3.2. � ESTUDIO DEL PERFIL DE ELIMINACIÓN DE 
LA HISTAMINA Y SUS METABOLITOS PARA 
LA CARACTERIZACIÓN DE LOS INDIVIDUOS 
INTOLERANTES A LA HISTAMINA

3.2.1. � Desarrollo de un método analítico para 
la determinación de la histamina y sus 
metabolitos en orina

El método se desarrolló usando un sistema Waters Ac-
quity (Milford, MA, USA.), que consistía en una bomba 
binaria y un inyector automático junto con una bomba de 
post-columna (Waters 510) y un detector de fluorescen-
cia. La bomba post-columna se conectó a un volumen 
muerto de mezcla instalado entre la salida de la columna 
y el detector. La separación cromatográfica se realizó 
utilizando una columna de fase reversa Acquity UPLC 
BEH C18 1.7 micras (2.1 mm × 50 mm) de diámetro de 
partícula 4 micras (Water corp., Mildford, Ma, USA) que 
se colocó en un horno para mantenerlo a una tempera-
tura constante (40ºC). La adquisición de datos se llevó a 
cabo con el sistema de Empower versión 2.

Los reactivos y productos químicos utilizados para el de-
sarrollo del método fueron los siguientes: agua ultra pura 

se obtuvo a partir sistema Milli-Q (Millipore) . Acetonitrilo 
de grado HPLC y metanol (SDS, Peppin , Francia), ace-
tato de sodio anhidro, Brij 35, 2 - mercaptoetanol, OPA, 
y ácido acético a partir de Merck (Darmstadt, Alemania); 
Otanosulfonato sódico de ROMIL Químicos (Cambridge, 
Reino Unido) y el ácido bórico, hidróxido de potasio, áci-
do clorhídrico al 35 % (HCl) y ácido perclórico al 70 % 
a partir de Panreac (Montplet y Esteban, Barcelona, Es-
paña). El reactivo derivatizante 4-(N,N-Dimethylsylfamo-
yl)-7-piperazino-benzofurazan (DBD-PZ) y el trifenilfosfi-
na (TPP) y el 2,2-dipiridil disulfido (DPDS) se obtuvieron 
en Sigma (St. Louis, MO , EE.UU).

Los patrones de histamina (HA) Metil histamina (MHA), 
Ácido imidazolacético (AIA) y Ácido metil-imidazol acé-
tico (AMIA) se obtuvieron en Sigma (St. Louis, MO , 
EE.UU.). Se prepararon soluciones madre de HA y MHA 
en HCL 0.1M y de AIA y de AMIA en acetonitrilo. A partir 
de estas soluciones se prepararon soluciones de traba-
jo a las concentraciones requeridas en cada momento. 
Las soluciones estándar se pasan a través de un filtro 
de 0,22 micras, protegidas de la luz y almacenadas en 
condiciones de refrigeración.

Debido a que el objetivo fue desarrollar un método croma-
tográfico, las condiciones cromatográficas, los constituyen-
tes de las fases móviles, así como de las condiciones de 
derivatization se describen en el apartado de resultados.

3.2.2. � Elaboración de un cuestionario para la 
selección previa de voluntarios potencialmente 
intolerantes a la histamina

El cuestionario se elaboró utilizando la aplicación de edi-
ción de cuestionarios de Google, lo que permitirá poder 
enviar on line este cuestionario y recoger de manera au-
tomática las respuestas de los voluntarios. El cuestionario 
se elaboró basándose en el de la «Asociación Española 
de Déficit de DAO» (http://biofuncionalismo.com/test-mi-
grana-y-alimentacion). Los resultados de esta prueba 
permitirán preseleccionar individuos intolerantes a la his-
tamina, para a continuación poder confirmar una baja 
actividad DAO mediante la prueba DAO-ELISA D-HIT ®. 
Asimismo, se debe seleccionar la población sana, como 
grupo control.

3.3. � DETERMINACIÓN IN VITRO DE LA ACTIVIDAD 
AMINO OXIDASA DE CEPAS PROBIÓTICAS

Las cepas bacterianas estudiadas fueron: Lactobaci-
lus fermentum ATCC9338; Staphylococcus epidermidis 
ATCC12228; Streptococcus thermophilus (aislado de una 
marca comercial de leche fermentada); Lactobacillus 
delbrueckii subsp. Bulgaricus (aislado de una marca co-
mercial de leche fermentada); Lactobacillus casei inmu-
nitas (aislado de una marca comercial de leche fermen-
tada); Staphylococcus xylosus ATCC29971; Lactobacillus 
sakei LU 1010, LU 1011, LU 1015, LU 1016. Además se 



12  |  ESTUDIO DE LA RELACIÓN ENTRE MIGRAÑA E INTOLERANCIA A LA HISTAMINA DE LA DIETA. POTENCIAL DE ALGUNOS PROBIÓTICOS...

estudiaron diferentes complementos probióticos comer-
ciales codificados como A, B, C y D: marca A

La actividad DAO en bacterias se evaluó según una 
modificación del método descrito por Leuschner y col., 
(1998). Este procedimiento se basa en exponer a las 
bacterias a un medio fosfatado simple (sin nutrientes, ni 
fuentes de carbono ni nitrógeno) con la adición de una 
cantidad conocida de histamina como única fuente de 
energía. Estas condiciones permiten estudiar específica-
mente la capacidad de degradación de esta amina por 
parte de los microorganismos.

Se inoculan 100µl de la cepa bacteriana a evaluar en 
15 ml de medio nutritivo MRS Broth y se incuban a 
37ºC en condiciones aeróbicas y de agitación constan-
te (150  rpm) durante una noche (cultivo overnight). Se 
centrifuga el cultivo a 9000 rpm durante 10 minutos para 
recuperar las células. Se realiza, al menos 2 veces, un 
lavado de éstas con una solución de buffer fosfato 0,05M 
y pH 7 para eliminar completamente el medio de cultivo. 
Finalmente se añade 15 ml de Buffer Fosfato 0,05M y pH 
7, suplementado con 0,05g/l de histamina y se incuba a 
37ºC, durante 24‑48 h en aerobiosis y agitación constan-
te (150 rpm). En paralelo, y en las mismas condiciones, 
se realiza el control negativo que consiste en la solución 
de fosfato 0.05M y pH 7 y suplementado con 0.05 g/l de 
histamina, sin adición de bacterias. Así mismo el control 
positivo consiste en añadir enzima DAO porcina, (diami-
ne oxidase porcine Kidney Sigma) a la solución fosfata-
da y suplementada con histamina. Tras 24‑48 horas de 
incubación se procede a la extracción de las muestras 
con ácido perclórico 0.6M y se pasa por filtros de 0.22 
micras para el posterior análisis por UPLC-FL.

La determinación de histamina se realizó mediante cro-
matografía líquida de ultra alta eficacia (UHPLC) según 
el método descrito por Latorre-Moratalla y col., (2009). 
Este método se basa en la formación de pares iónicos 
entre las aminas biógenas, en este caso histamina, y 
el ácido octanosulfonato presente en la fase móvil. El 
sistema cromatográfico UPLCTM consiste en una bomba 
binaria, inyector automático y detector de fluorescencia 
(Waters Corp., Milford, MA, EE.UU.). La fase estacionaria 
es una columna de fase reversa Acquity UPLC BEH C18 
1.7 micras (2.1 mm × 50 mm) de diámetro de partícula 
4 micras (Water corp., Mildford, Ma, USA). Ésta se man-
tiene dentro de un sistema de control de temperatura a 
37 º C durante todo el análisis. La detección de la his-
tamina se realiza por fluorimetria (ex ʎ: 340 nm y ʎ em: 
445 nm), previa derivatización on line post-columna de 
la histamina con o-ftalaldehído (OPA, Merck, Darmstadt, 
Alemania).

La actividad DAO se expresa como % de reducción del 
contenido de histamina por parte de las bacterias en 
comparación con el mismo medio sin crecimiento de 
bacterias. A modo de ejemplo en la figura 3 se muestran 
los cromatogramas obtenidos en el análisis de la reduc-
ción de histamina de la cepa de L. sakei 10.10.

3.4. � DETERMINACIÓN DEL DNA GENÓMICO Y 
PLASMÁTICO EN CEPAS CON ACTIVIDAD DAO 
IN VITRO.

La presencia de plásmidos en las cepas L. sakei 1010, 
1011, 1015, 1016 ( las cuatro con capacidad para redu-
cir histamina in vitro ) se determinó siguiendo el proce-
dimiento descrito por O’Sullivan y Klaenhammer (1993) 

Figura 3.  Cromatogramas obtenidos por UHPLC-FL que muestran la degradación de la histamina por 
parte de la cepa de L. sakei Lu10.10 por duplicado (cromatogramas negro y azul) en relación a los 50 
mg/l de histamina presentes al inicio en el medio de ensayo (cromatograma rojo) después de 48 horas de 
incubación a 37ºC y 150 rpm.



ESTUDIO DE LA RELACIÓN ENTRE MIGRAÑA E INTOLERANCIA A LA HISTAMINA DE LA DIETA. POTENCIAL DE ALGUNOS PROBIÓTICOS...  |  13

para bacterias del género Lactobacillus y Lactococcus. 
Se aisló ADN plasmídico y genómico de las diferentes 
cepas positivas de las que disponíamos y de una cepa 
negativa (sin capacidad para degradar histamina) para 
compararlas. Para obtener cultivos puros, se inoculó una 
colonia de cada una de las cepas de L. sakei en 5 ml 
de MRS líquido y se incubaron a 37 º C 16- 18h en agi-
tación constante (200rpm). Para obtener las fracciones 
correspondientes al ADN genómico y al ADN plasmídico 
se utilizaron kits comerciales.

El kit de obtención de ADN genómico bacteriano (Ge-
nElute ™ Bacterial Genomic DNA Kit (NA2100, Sigma- 
Aldrich) permitió aislar ADN genómico puro a partir de 
bacterias gram positivas después de un tratamiento pre-
vio con lisozima para romper las paredes bacterianas de 
éstas. Después de la lisis de las bacterias mediante una 
solución de sales caotrópicas, que aseguraba la desna-
turalización completa de las macromoléculas, se purificó 
el ADN mediante una columna de sílice. La adición de 
etanol al lisado celular hizo que el ADN quedara unido a 
la columna de sílice y así, después de diferentes lavados 
para eliminar los contaminantes que pudieran quedar 
mezclados con el ADN, éste fue eluido de la columna 
con una solución de TE - EDTA . En este caso a partir de 
los 5 ml de cultivo obtenido para cada cepa se utilizaron 
2 para la obtención del ADN genómico.

El kit de obtención de ADN plasmídico (PureYield™ plás-
midos Miniprep System (A1220, Promega), se basa en 
el mismo sistema de la columna de sílice anteriormente 
descrito para la obtención de ADN genómico con las 
correspondientes modificaciones que permitan aislar un 
ADN más pequeño que el genómico y de estructura cir-
cular. En este caso a partir de los 5 ml de cultivo obteni-
do para cada cepa se utilizaron 2 para la obtención del 
ADN plasmídico.

Las muestras se enviaron al servicio de Genómica del 
Instituto de Biotecnología y de Biomedicina (UAB) para 
secuenciar los diferentes ADNs obtenidos (genómico y 
plasmídico) de cada una de las cepas estudiadas y para 
realizar un análisis comparativo para encontrar regiones 
diferentes entre las cepas positivas (capaces de degra-
dar histamina) y las negativas (incapaces de degradar 
histamina) y que pudieran corresponder a la secuencia 
de una proteína con actividad diamino oxidasa .

4.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1. � ESTUDIO DE LA RELACIÓN ENTRE LA 
CANTIDAD DE HISTAMINA PRESENTE EN 
LA LUZ INTESTINAL, LA CONCENTRACIÓN 
PLASMÁTICA DE HISTAMINA Y LA ACTIVIDAD 
DAO INTESTINAL Y PLASMÁTICA.

Experimento 1

En el tracto gastrointestinal hay dos fuentes principales de 
histamina: la histamina endógena liberada por los masto-
citos de la pared intestinal y la histamina exógena absor-
bida por el epitelio. Dos son las enzimas responsables de 
la inactivación biológica de la histamina en el intestino: la 
Diamino Oxidasa (DAO) y la Histamina-N-Metiltransfera-
sa (HNMT). En mamíferos, la DAO es la más importante 
(Ahrens y col., 2002). Es por ello que en una primera fase 
del estudio determinamos la actividad DAO intestinal, así 
como la actividad de este enzima en hígado y suero.

Los experimentos se realizaron en ratones sin ningún 
tipo de tratamiento y en ratones a los que se administró 
una dosis exógena de histamina. Los resultados se pre-
sentan en la figura 4.

La actividad DAO en yeyuno y colon es elevada, con 
valores superiores en el yeyuno. En hígado y en suero no 
se detecta actividad DAO. Este perfil encaja con el que 
expone Klocker y col. (2005) en un estudio realizado en 
cerdos, donde la actividad DAO es máxima en el riñón y 
presenta niveles relativamente elevados en las distintas 
zonas del intestino delgado y grueso. En ratones, Tian y 
col. (2013) también obtienen valores muy bajos de activi-
dad DAO en suero, si bien en determinados estados pa-
tológicos la actividad DAO aumenta significativamente. 
La administración de histamina no modifica la expresión 
de DAO en ninguno de los tejidos estudiados, hecho que 
sugiere que no hay una inducción por sustrato.

Experimento 2

A partir de los resultados del experimento 1 diseñamos 
un nuevo experimento para poner a prueba un inhibidor 
de la actividad DAO. La aminoguanidina (AG) es amplia-
mente utilizada en experimentación como inhibidor de 
este enzima. La AG por una parte previene la glicosila-
ción de proteínas; por otra inhibe la actividad de enzimas 
con grupos carbonilo como cofactores. Es esta segunda 
actividad la responsable de que la AG inhiba enzimas 
tales como la ON sintasa (iNOS) o la DAO (Kazachkov y 
col., 2007).

La pauta de administración de histamina y de AG se di-
señó teniendo en cuenta los resultados que aparecen 
en la literatura en cuanto a dosis, tiempo de tránsito in-
testinal y cinética de absorción de la histamina. Hemos 
administrado AG a una dosis de 100 mg/kg, tal como 
indican otros autores en estudios realizados con mucosa 
intestinal (Barocelli y col., 2006; Fujisaki y col., 1993). En 
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el caso de la histamina hay pocos estudios sobre la ab-
sorción intestinal de esta amina. En un estudio realizado 
en perros mediante una técnica in vivo (Duncan y Waton, 
1968) se demostró que la histamina administrada por vía 
oral alcanza el pico máximo de concentración plasmática 
al cabo de 30‑60 min. Estudios recientes realizados en 
ratón en los que se mide el tiempo de tránsito intestinal, 
indican que 30 minutos después de la administración de 
un marcador, éste ha alcanzado la mitad del tracto in-
testinal (Istrate y col., 2014), mientras que a los 45 minu-
tos el marcador ha recorrido el 75% del camino hasta la 
unión íleocecal (Barocelli y col., 2006). A partir de estas 

evidencias se estableció el tiempo de administración de 
la histamina (30 min después de la administración del 
inhibidor) y el momento del sacrificio (2 horas después).

Los resultados obtenidos en este experimento reprodu-
cen los obtenidos anteriormente. Nuevamente, la activi-
dad DAO del colon es menor que en el yeyuno (p<0.001), 
y no se ve influenciada por la administración de histami-
na. La administración de AG previa a la administración 
de histamina produce la inhibición completa de la activi-
dad DAO, tanto en la mucosa del yeyuno como en la del 
colon (figura 5).
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Figura 5.  Actividad DAO en la mucosa de yeyuno y colon. Efecto de la administración de histamina (HIS-A: 10 mg/kg; HIS-B: 0,1 
mg/kg) y del tratamiento con aminoguanidina (AG; 100 mg/kg). Los resultados se expresan en UI normalizados por mg de proteína, 
y se presentan como media ± error estándar (N=2‑5). Una UI equivale a 1 µmol de sustrato convertido por minuto.
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Figura 4.  Actividad DAO en la mucosa de yeyuno y colon, en hígado y en suero. Efecto de la 
administración de histamina (HIS-A: 10 mg/kg). Los resultados se presentan como media ± error estándar 
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Queda por determinar la concentración de histamina en 
suero y la posible correlación de estos valores con la ac-
tividad DAO intestinal. La hipótesis de trabajo es que en 
animales tratados con aminoguanidina la concentración 
sérica de histamina será mayor que en animales no trata-
dos. El hecho de tener a punto este modelo experimental 
permitirá diseñar nuevos experimentos para estudiar la 
interacción entre la histamina presente en los alimentos, 
la actividad DAO intestinal y sus consecuencias en dis-
tintos sistemas orgánicos.

4.2. � ESTUDIO DEL PERFIL DE ELIMINACIÓN DE 
LA HISTAMINA Y SUS METABOLITOS PARA 
LA CARACTERIZACIÓN DE LOS INDIVIDUOS 
INTOLERANTES A LA HISTAMINA.

4.2.1. � Desarrollo de un método analítico para 
la determinación de la histamina y sus 
metabolitos en orina

En primer lugar se ha efectuado un estudio bibliográficos 
de los diferentes métodos analíticos, descritos hasta el 
momento, para la determinación de histamina y sus prin-
cipales metabolitos en orina y en otros fluidos biológicos 
(tabla 1).

La mayoría de los métodos de HPLC descritos en la bi-
bliografía sólo determinan histamina y MHA y en el caso 
de Hui y Talor (1984) y Zhang y col. (2011) también de-
terminan AMIA. El sistema de detección más utilizado es 
la fluorimetría (FL) y la espectrometría de masas (MS), 
debido a su elevada sensibilidad, necesaria para detec-
tar estos compuestos en muestras como sangre u orina 
(Oguri y Yoneya, 2002). El único método que permite la 
detección de la histamina y sus metabolitos (MHA, AIA 
y AMIA) se basa en la utilización de UHPLC acoplado a 
un sistema de detección de MS (Kawanishi y col., 2006).

En base a esta revisión bibliográfica, no existe hasta 
el momento ningún método que permita determinar de 
manera simultánea la histamina y sus metabolitos, MHA, 
AIA, AMIA, mediante el uso de UHPLC-FL, que es el ob-
jetivo de este trabajo.

Para la detección fluorimetrica de la histamina y sus 
metabolitos es preciso derivatizar estos compuestos, 
debido a los bajos coeficientes de absorción que tiene 
estos compuestos. Debido a las diferentes estructuras 
químicas de la histamina y sus metabolitos, no es posi-
ble derivatizar todas estas sustancias utilizando el mismo 
compuesto fluorogénico. La histamina, la MHA, y el AIA 
poseen grupos amino (primarios y/o secundarios) y por 
lo tanto pueden ser derivatizados por un elevado núme-
ro de compuestos con propiedades fluorescentes, sien-
do el OPA (orto-ftaldehído), la fluorescamina o el DBD-F 
4-(N,N-dimetilaminosulfonil benzoxadiazol 2,1,3 fluoro-7) 
los más utilizados (Wang y col., 2013). Sin embargo el 
AMIA, el principal metabolito de la histamina en orina, no 
posee ningún grupo amino derivatizable en su estructu-
ra por lo que es necesario una derivatización del grupo 
carboxilo por compuestos fluorogénicos diferentes a los 
utilizados para el resto de metabolitos. Así, para poder 
determinar la histamina y sus tres principales metabolitos 
en orina por UPLC-FL, se desarrolló un método diferente 
para la derivatización de la histamina y la MHA, y para la 
del AIA y el AMIA. En el caso de la derivatización de la 
histamina y la MHA es un método on line post-columna 
utilizando como derivatizante el OPA (tabla 2). Este com-
puesto reacciona rápidamente con las aminas primarias 
en presencia de un agente reductor como es el caso del 
2-mercaptoetanol. Esta rápida reacción permite una de-
rivatización post-columna, con la ventaja de que se evita 
manipular la muestra y se acorta el tiempo de análisis.

Tabla 1.  Métodos de HPLC aplicados en la determinación de histamina (HA) y sus metabolitos en muestras biológicas.

Analitos Muestra Columna Detección Referencia

HA / MHA Plasma, orina C18 Elec (pre-colum, OPA) Tsuruta y col., 1981

HA / MHA Orina C18 FL (pre-colum, OPA) Granerus y Wass, 1984

HA / MHA/ AMIA Orina C18, par iónico Colorimetria (212 nm) Hui y Talot, 1984

HA / MHA Sangre Catión exchange Electroquímica Mine y col., 1986

HA / MHA Plasma, orina Catión exchange Electroquímica Houdi y col., 1987

HA / MHA C18 C18 FL (pre-colum, OPA) Kasziba y col., 1988

HA / MHA Plasma, sangre Catión exchange FL (post-colum, OPA) Itoh y col., 1991

HA / MHA Plasma, Orina C18, par iónico FL (post-colum, OPA) Itoh y col., 1992

HA / MHA Órganos C18 FL (pre-colum, Fluorescamina) Von Haaster y col., 1993

HA / MHA Plasma, orina C18 FL (on-colum, OPA) Saito y col., 1992- 1994

HA / MHA Cerebro ODS FL (pre-colum, OPA) Kitanaka y col., 2004

HA / MHA/ Colon C18 FL (On colum, OPA Vietinghoff y col., 2006

HA / MHA / AIA / AMIA Pelo UPLC C18 MS (DBD-F y DBD-PZ) Kawanishi y col., 2006

HA / MHA / AMIA Fluido cerebroespinal UPLC C18 MS/MS Zhang y col., 2011

HA / MHA Fluido cerebroespinal UPLC C18 MS/MS (4-BBS) Croyal y col., 2011

4-BBS: 4-bromobenzenesulfonyl chloride; DBD-F: 4-(N, N-dimetilaminosulfonil benzoxadiazol 2,1,3 fluoro-7; DBD-PZ: 4-(N,N-Dimethylsylfamoyl)-7-piperazino-
benzofurazan; ODS: octadesylsilyl
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El método para AIA y AMIA se basa en la derivatización 
precolumna del grupo carboxilo con DBD-PZ (figura 6). 
Éste métodos se desarrolló a partir de la metodología 
descrita por Kawanishi y col. (2006) para determinar es-
tos compuestos en pelo de rata. La reacción del AIA y 
del AMIA con esta sustancia necesita tiempo y tempera-
tura por lo que el proceso de derivatización no pudo ser 
automatizado en el mismo proceso cromatográfico.

En cuanto a la separación e identificación de estos com-
puestos, la figura 7 muestra la perfecta separación de la 
histamina y la MHA por UPLC-FL. Las condiciones croma-
tográficas, la composición de las fases móviles, así como 
el gradiente de elución que permite esta separación se 
detallan en las tablas 3 y 4. Éstos compuestos eluyen en 
tiempos de retención lo suficientemente diferentes como 
para poder ser identificados de manera inequívoca.

Tabla 2.  Derivatización post-columna de la histamina y la MHA con OPA.

Reactivo de derivatización

31 g/l ácido bórico
26,2 g/l hidróxido de potasio
0,2 g/l orto-ftaldehído (OPA) en 5ml de metanol
3 ml/l de 2-mercaptoetanol
3ml/l éter de polioxietilenlaurílico

Bomba post columna Waters 510

Flujo del reactivo 0.4 ml/min

20 l de AIA / AMIA (50 M)
disuelto en CH3CN

+

100 l DBD-PZ (25mM)
disuelto en CH3CN

+
90 l de TPP (25mM) &
DPDS (25mM) disuelto en
CH3CN

50ºC, 2h, 
protegido 
de la luz

Centrifugación 
3000 rpm 5 min

Filtrado 
0.2 m UPLC-FL

Figura 6.  Proceso de derivatización pre-columna del AIA y del AMIA con DBD-PZ 
(4‑(N,N‑Dimethylsylfamoyl)-7-piperazinobenzofurazan)

Figura 7.  Cromatograma obtenido tras la inyección de un patrón de 25 mg/l de histamina y MHA
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El AIA y el AMIA también se han podido separar (figu-
ra 8), utilizando las mismas condiciones cromatográficas 
que para la HA y la MHA (tablas 3 y 4) a excepción de la 
longitudes de onda que en este caso fueron de λex 408 
nm y λem 585 nm. No obstante, los tiempos de retención 
de los dos compuestos son muy similares, lo que puede 
dificultar su correcta identificación. Así pues se han de 
continuar haciendo pruebas y modificando las condicio-
nes cromatográficas para poder separar mejor ambos 
compuestos.

NOTA: Actualmente nos encontrábamos trabajando en 
la mejora de la separación del AIA y AMIA y su elución 
simultánea junto la HA y MHA.

Además se necesita realizar más pruebas en el trata-
miento de la muestra para poder aumentar la sensibi-
lidad del método y poder identificar estos analitos en 
muestras biológicas como la orina.

Hasta que se disponga del método validado no se pue-
de abordar la siguiente tarea sobre el estudio del perfil 
de eliminación de histamina y sus metabolitos en ori-
na para la caracterización de personas intolerantes a la 
histamina.

Tabla 3.  Composición de las fases móviles y condiciones cromatográficas del método desarrollado para la 
identificación y separación de la HA y MHA

Eluyente A 
Solución acuosa con acetato sódico 0,1M y octanosulfonato sódico 10 mM; 
pH 4.8

Eluyente B Eluyente A: Acetonitrilo (6,6:3,4); pH 4.5

Fase estacionaria Columna Acquity UPLC BEH C18 1.7 μm (2.1x50mm). 42ºC

Inyección muestra: 1 µl 

Flujo de fase móvil 0.8 ml/min

Detección fluorimétrica Excitación: 340nm; Emisión: 445 nm

Figura 8.  Cromatograma obtenido tras la inyección de un patrón de 6 mg/l de AIA y AMIA

Tabla 4.  Programa del gradiente de elución para el análisis cromatográfico de la HA y la MHA

Tiempo (min) 0:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00 6:40 7:00

Fase A (%) 80 80 60 50 40 20 80 80

Fase B (%) 20 20 40 50 60 80 20 20
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4.2.2. � Elaboración de un cuestionario para la 
selección previa de voluntarios potencialmente 
intolerantes a la histamina

El cuestionario figura 9 se elaboró basándose en el de 
la “Asociación Española de Déficit de DAO” (http://bio-
funcionalismo.com/test-migrana-y-alimentacion). Ade-
más de los datos personales, el cuestionario incluye 
una serie de preguntas relacionadas con los principales 
trastornos de salud o sintomatologías relacionados con 
la intolerancia a la histamina, así como sobre informa-
ción sobre la pauta de medicación del encuestado, con 
el fin de saber si consume algún fármaco con capaci-
dad para inhibir la DAO. Los resultados de esta prue-
ba permitirán preseleccionar individuos intolerantes a 
la histamina. Así, aquellos encuestados que respondan 
sufrir uno o mas síntomas, siempre y cuando accedan a 
participar en el estudio, se les realizará una prueba con-
firmatoria del nivel de enzima DAO mediante la prueba 
bioquímica DAO-ELISA D-HIT ®. Asimismo, este cues-
tionario permitirá seleccionar la población sana, como 
grupo control.

El cuestionario se realizará, on-line o en persona entre 
los alumnos del “Campus de l’Alimentació de Torribera”.

4.3. � DETERMINACIÓN IN VITRO DE LA ACTIVIDAD 
AMINO OXIDASA DE CEPAS PROBIÓTICAS.

En primer lugar, con el objetivo de comprobar la efica-
cia de la metodología utilizada para determinar la ca-
pacidad de metabolizar la histamina por parte de los 
microorganismos se analizaron 4 cepas de Lactobaci-
llus sakei (Lu10.10, Lu10.11, Lu10.15, Lu10.16), de las 
que previamente se había descrito ya esta capacidad 
(Dakapavicius y col., 2000). Las cepas fueron amable-
mente cedidas por la Dra. Wolkers-Rooijackers de la 
Wageningen Agricultural University (Holanda). Todas las 
cepas de L. sakei mostraron actividad DAO. La tabla 4 
muestra los porcentajes de reducción de histamina obte-
nidos para las 4 cepas de L. Sakei, que oscilaron entre 
el 8 y el 50%. Estos resultados indican la validez de la 
metodología para evaluar la actividad DAO in vitro en 
microorganismos.

Se evaluó la capacidad de reducir la histamina en ce-
pas de diferentes especies bacterianas. Algunas de las 
ellas son especies utilizadas frecuentemente como culti-
vos iniciadores y que han sido previamente descritas en 
la bibliografía por mostrar cierta actividad DAO o bien 
cepas procedentes de productos comercializados como 

Figura 9.  Cuestionario para la preselección de individuos intolerantes a la histamina
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probióticos. En la tabla 5 se muestran los resultados de 
la actividad histaminasa (actividad DAO) de las diferen-
tes cepas ensayadas. De todas las muestras ensaya-
das, únicamente el probiótico de la marca A, formado 
por Streptococcus thermophilus DSM24731, Bifidobac-
teria breve DSM24732, B. longum DSM24736, B. Infan-
tis DSM24737, Lactobacillus acidophilus DSM24735, L. 
plantarum DSM 24730, L. paracasei DSM24733, L. del-
brueckii subsp. bulgaricus DSM24734, mostró capacidad 
para reducir el contenido de histamina in vitro (15%), 
atribuible exclusivamente a las cepas de Lactobacillus.

En la literatura existen algunos estudios sobre la activi-
dad histaminasa en bacterias, normalmente lácticas, con 
el objetivo principal de utilizarse como cultivos iniciado-
res capaces de reducir los contenidos de histamina en 
algunos tipos de alimentos fermentados, como quesos, 
(Herrero-Fresno y col., 2012), embutidos fermentados 
(Leuschner y col., 1998), pasta de pescado (Dapkevi-
cius y col., 2000, Mah y col., 2009 Zamman y col., 2010) 

o vino (Capozzi y col., 2012, Cueva y col., 2012). Como 
se puede apreciar en la tabla 6 existe una amplia va-
riabilidad en el porcentaje de la actividad histaminasa 
descrita en diferentes especies de microorganismos e 
incluso entre cepas de la misma especie. La falta capa-
cidad para metabolizar la histamina del medio de cultivo 
encontrada en algunas cepas en este estudio contrastan 
con los encontrados en otros trabajos en los que estu-
diaban las mismas especies de microorganismos como 
en el caso de L. casei (García-Ruiz y col., 2011; Herre-
ro-Fresno y col., 2012), de S. xylosus (Mah y col., 2009) 
o de L. plantarum (Capozzi y col., 2012). Este hecho 
parece confirmar que esta actividad enzimática es cepa 
dependiente.

Por otro lado, se observó una pérdida de la actividad 
DAO en las cepas de L.  sakei después de crecer re-
petidamente en un medio de cultivo nutritivo. En base a 
estos resultados, se planteó la hipótesis de que el gen 
que codifica el enzima DAO no se encuentre en el ADN 

Tabla 5.  Actividad DAO de las diferentes cepas de bacterias ensayadas

Productos probióticos y/o especies bacterianas
Capacidad DAO

(% reducción de histamina) *

Marca A
Streptococcus thermophilus DSM24731, Bifidobacteria breve DSM24732, 
B.longum DSM24736, B. Infantis DSM24737, Lactobacillus acidophilus 
DSM24735, L. plantarum DSM 24730, L. paracasei DSM24733, L. delbrueckii 
subsp. Bulgaricus DSM24734

POSITIVO
(15 % ± 3.1)

Marca B
Bifidobacterium lactis BL-04, Lactobacillus acidophilus NCFM(R)

NEGATIVO

Marca C
Sacharomices boulardii

NEGATIVO

Marca D
Lactobaciluus gasseri, Bifidobacterium bifidum, B. longum

NEGATIVO

Lactobacilus fermentum ATCC9338 NEGATIVO

Streptococcus thermophilus (fermentos lácteos comerciales) NEGATIVO

Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus (fermentos lácteos comerciales) NEGATIVO

Lactobacillus casei inmunitas (fermentos lácteos comerciales) NEGATIVO

Staphylococcus epidermidis ATCC12228 NEGATIVO

Staphylococcus xylosus ATCC29971 NEGATIVO

Lactobacillus sakei LU 1010
POSITIVO

( 50% ± 9.1)

Lactobacillus sakei LU 1011
POSITIVO

(23 % ± 12.7)

Lactobacillus sakei LU 1015
POSITIVO

(40% ± 10.7)

Lactobacillus sakei LU 1016
POSITIVO
(8 % ± 1.1)

* Degradación de histamina medido por UHPLC_FL en relación a los 50 mg/l de histamina presentes en el medio de ensayo 
después de 48 horas de incubación a 37ºC y 150 rpm.
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cromosómico si no que probablemente se encuentre lo-
calizado en un plásmido. Además, esta hipótesis expli-
caría el hecho de que la actividad amino oxidasa sea 
cepa dependiente.

Con este objetivo, se estudió la presencia de plásmidos 
en las cepas de L. Sakei Lu10.10 y Lu10.16, que pudie-
sen contener dicho gen. Por el momento, además del 
ADN genómico de cada una de las cepas, también se ha 
obtenido ADN plasmático, lo que indica la presencia de 
plásmidos en estas cepas. En estos momentos se está 
secuenciando en el Servivio de Genómica del Instituto 
de Biotecnologia y de Biomedicina (UAB) las secuencias 
de ADN genómico y plasmático de estas cepas y de 
otra cepa de L. sakei (sin actividad DAO in vitro) para 
hacer un análisis comparativo con el fin de encontrar re-
giones diferentes entre las cepas positivas (capaces de 
degradar histamina) y la negativa (incapaz de degradar 
histamina) y que puedan corresponder a la secuencia de 
una proteína con actividad amino oxidasa.

5.  CONCLUSIONES

El objetivo global de este trabajo fue aportar evidencia 
científica a la relación entre actividad DAO y los síntomas 
asociados a la intolerancia a la histamina. Los avances 
alcanzados han supuesto la puesta en marcha de una 
nueva línea de investigación en nuestro equipo de tra-
bajo en la se prevé el desarrollo de una nueva Tesis 
doctoral.

Estudio de la relación existente entre actividad DAO 
y la concentración de histamina, tanto en el intestino 
como en plasma.

a)	 Se ha comprobado que la administración de hista-
mina no modifica la DAO en ninguno de los tejidos 
estudiados por lo que se puede concluir que ésta no 
es una enzima inducible por la presencia de sustrato.

b)	 Se ha comprobado la validez del modelo de experi-
mentación en animales desarrollado para el estudio 
de las interacciones entre la histamina dietética y me-
dicamentos. Ello permitirá en el futuro el estudio de 
este tipo de interacciones alimento‑medicamento.

No se ha podido estudiar el efecto de la administración 
exógena de histamina sobre las concentraciones plas-
máticas de la misma. El pequeño volumen de las mues-
tras de sangre obtenido no permite el uso de las téc-
nicas instrumentales habituales en nuestro laboratorio. 
Tampoco son adecuados los kits comerciales para la de-
terminación inmunológica de la histamina ya que están 
diseñados para determinar histamina en cantidades su-
periores a las concentraciones plasmáticas. Actualmente 
se está trabajando en mejorar la sensibilidad del método 
analítico para adaptarlo a las necesidades del estudio.

Tabla 6.  Estudios que describen actividad DAO de bacterias aisladas de alimentos

Especies Bacterias 
% degradación 
de Histamina 

Referencia

Rhodococcus sp. 100 Leuschner y col., 1998

Micrococus sp. 55,83 Leuschner y col., 1998

Brevibacterium linens. 90,00 Leuschner y col., 1998

Lactobacillus sakei 50 – 54 Dapkevicius y col. 2000

Atenaria sp, Epicoccum nigrum, Penicillium 
citrirum, Pnome sp, Ulocladium Chartarum, 
Penicillium roqueforti

100 Cueva y col., 2012

Staphylococcus xylosus 40 Mah y col., 2009

Bacillus amyloliquefaciens 60 Zaman y col., 2010

Staphylococcus carnosus 29 Zaman y col., 2010

Lactobacilus casei IFI-CA 52 54 García-Ruiz y col. 2011

Lactobacillus sakei 50 Naila y col., 2012

Lactobacillus casei 14‑56 Herrero-Fresno y col., 2012

Lactobacillus Plantarum 2‑9 Capozzi y col., 2012
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ESTUDIO DEL PERFIL DE ELIMINACIÓN EN 
ORINA DE HISTAMINA Y SUS METABOLITOS Y SU 
POSIBLE APLICACIÓN COMO BIOMARCADOR DE 
LA INTOLERANCIA A LA HISTAMINA POR DÉFICIT 
DE DAO

a)	 Se ha puesto a punto un procedimiento analítico para 
la determinación de histamina y de sus metabolitos 
en orina que, aunque no ha podido ser validado en 
su totalidad, debido a problemas en la instrumenta-
ción, permitirá la determinación simultanea y fiable de 
estos compuestos en orina de individuos sanos y en 
intolerantes a la histamina.

b)	 Se ha desarrollado un cuestionario para el cribado 
de voluntarios sanos y de intolerantes a la histamina.

En este apartado es en el que se han encontrado ma-
yores dificultades. El tiempo requerido para la puesta 
a punto del método analítico ha sido muy superior al 
estimado. Ahora estamos en disposición de empezar 
los ensayos con orinas de voluntarios. Cara al futuro y 
dado los problemas que ha planteado la determinación 
de los metabolitos de histamina con detección fluorimé-
trica y espectrofotométrica se ha empezado a trabajar 
en colaboración con los servicios científico técnicos de 
la universidad de Barcelona en la puesta a punto de un 
método por cromatografía liquida de alta eficacia y de-
tección por espectrometría de masas.

ESTUDIO DE LA APLICABILIDAD DE ALGUNAS 
BACTERIAS PROBIÓTICAS CON CAPACIDAD DAO 
PARA REDUCIR LAS REACCIONES ASOCIADAS A 
LA INTOLERANCIA A LA HISTAMINA INICIALMENTE 
POR ELLO NO HA SIDO POSIBLE

a)	 Se ha comprobado la eficacia de la metodología em-
pleada para determinación de actividad DAO en ce-
pas probióticas.

b)	 Entre las diversas cepas aisladas de alimentos y 
probióticos comerciales estudiados destacan por su 
elevada capacidad DAO los microorganismos de la 
especie Lactobacillus sakei, aunque ésta parece ser 
cepa dependiente.

c)	 La actividad DAO de las cepas de L. sakei se pierde 
tras su siembra repetida en medio de cultivo. Ello y 
el que la actividad DAO sea cepa dependiente indica 
que probablemente esta actividad pueda estar codi-
ficada en un plásmido.

Aunque inicialmente estaba contemplado comprobar la 
actividad DAO en un elevado número de probióticos co-
merciales y cepas aisladas de alimentos, solo se ha lle-
vado a cabo en 14 muestras. Antes de ampliar más este 
screening es necesario comprobar la hipótesis de que 
la actividad DAO esté ligada a un plásmido. Éste se ha 
convertido es un nuevo objetivo no incluido en el proyec-
to inicial. Si se confirma que la actividad DAO está ligada 
a un plásmido se abren nuevas perspectivas, ya que una 

actividad enzimática de este tipo resultaría mucho más 
fácil de transferir de unos organismos a otros. Para com-
probar la hipótesis se han aislado los ADN plasmáticos y 
genómicos de las cepas de L. sakei que mostraron más 
actividad y de una cepa de L. sakei exenta de la misma. 
Actualmente estamos pendientes de los resultados de su 
secuenciación.

La valoración personal del trabajo, a pesar de las di-
ficultades expuestas, resulta positiva. Es un proyecto 
pluridisciplinar que ha permitido establecer sinergias en-
tre los distintos miembros del equipo de investigación, 
hecho que enriquece y anima a continuar. Los logros 
alcanzados en este año de trabajo son el pilar para el 
desarrollo de nuevas investigaciones en esta línea.
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