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PREMESSE.

NON ¢ facile che si presenti nell’'uvomo un avvelenamento
acuto da istamina. A noi ¢ capitato di osservarc una sintomatologia
imponente con il quadro caratteristico della manifestazione tos-
sica da istamina in due soggetti che avevano appena subita l’inie-
zione sottocutanea di un preparato di fegato. La sintomatologia
dimostrata dai nostri pazienti deponeva per un effetto di origine
tipicamente istaminica ¢ non per uno shock anafilattico in generale.
Infatti una serie di ricerche biologiche, tutte concordanti, portava
a identificare nel preparato epatico iniettato la presenza di istamina
i quantifa nettamente tossica (concentrazione corrispondente a
10 mg. di bicloridrato di istamina per fiala), tale da giustificare a
pieno i gravi fenomeni di avvelenamento osservati. Una dimostra-
zione chimico—cristallografica della presenza di istamina in forte

(*) Lc osservazioni cliniche spettano al dott. Contt, le ricerche biologiche e chimiche, le

asservazioni critiche ¢ Uorganizzazione gencrale del lavore spettano al dott. Gibertini.




AVIFELENA-
HMENTO ACUIO
ECC.

quantita, dava ulteriore conferma ai risultati dei dosaggi biologici.
Ma quali potevano essere le cause della presenza di quantifa tossica
di istamina nell’estratto epatico adoperato ? 1l problema veniva ad
assumere un interesse di piu vasta portata, dato il largo uso che oggi
si fa di estratti epatici per iniezione, e data la gravita delle conse-
guenze che avrebbe portato con sé il ripetersi di fenomeni analoghi
a quelli occorsi alla nostra osservazione. Ricerche istituite allo scopo
ci hanno permesso di stabilire come in un fegato, che sia lasciato
pufrefare, venga gradatamente aumentando il confenuto in istamina.
Di qui: la illazione probabile che ’estratto epatico, iniettato nei
nostri pazienti, fosse stato preparato con fegato putrefatto.
Esporremo con qualche dettaglio i risultati delle nostre osserva-
zioni e delle nostre ricerche. In un primo tempo, descriveremo i ca-
ratteri del quadro d’avvelenamento osservato nei nostri pazienti e
i rilievi clinici che abbiamo potuto eseguire, pure durante lo svol-
gersi di una sintomatologia assai tumultuosa. Subito dopo diremo
delle ricerche biologiche e chimiche da noi istituite per identificarc
e dosare la istamina nel preparato di fegato in causa. Tali ricerche
verranno riferite anche perché esse rappresentano, ci sembra, uno
schema completo per arrivare a un sicuro dosaggio della istamina.
Da ultimo studieremo le cause probabili per le quali un estratfo
epatico possa tanto arricchirsi di istamina da doversi considerare
come pericoloso. E prospetteremo inoltre le deduzioni pratiche atte
ad evitare la eventualita che, volendo sfrutfare I’azione curatrice
di un preparato iniettabile di fegato, si incorra nel danno di otte-
nere un effetto generale non desiderato, alle volte grave o addirit-
tura letale: sempre, spiacevole.

Io AVVELENAMENTO ISTAMINICO ACUTO IN DUE SOGGETTI TRATTATI PER
VIA IPODERMICA CON UN ESTRATTO EPATICO.

In due pazienti in cura ospedaliera si era da qualche tempo iniziato
un trattamento con del « Campolon » per via ipodermica e non si
era mai notato alcun segno di intolleranza. L’uno di fali pazienti,
G. M., fu Luigi, da Cavezzo Emilia, di 53 anni, era affetto da scle-
rosi laterale amiotrofica e da arfrite deformante, ed era notevol-




mente anemizzato. L’'altra, una bambina, P. 1. di Guido, da Mi-
randola, di anni 10, soffriva invece di idrocefalo e di un lieve
stato di anemia. Ad ogni modo la forma morbosa dell’individuo
adulto sembra che non potesse interferire in alcun modo con il
quadro tossico che si sarebbe dovuto manifestare pin tardi, in sc-
guito alla iniezione di un preparato di fegato di altra Casa. Per
questo non ci diffonderemo a descrivere i caratteri clinici della ma-
lattia e ricorderemo solo che il « Campolon » veniva iniettato per
curare 'anemia e come ricostituente in gencrale.

Anche nella bambina il « Campolon » veniva dato come antiane-
mico e come ricostituente.

Essendo rimasti privi di « Campolon », si pensd di sostituirlo con
un preparato di fegato di un’altra tra le case piu accreditate (*),
e si diede la preferenza alla preparazione piu concentrata, in
fiale da 5 cc.

Subito dopo praticata I'iniezione, insorsero nei due soggetti i segni
di una violenta reazione generale.

Descriveremo prima i fenomeni presentatisi nel soggetto adulto.
Ben presto dopo la fine dell’iniezione il paziente avvertiva un senso
diffuso di calore: obbiettivamente si poteva notare che la cute si
coloriva di roseo fino a raggiungere, nel tempo di circa 3 minuti, un
intensissimo colore rosso su tutto 1’ambito corporeo. Fortemente
inieftata era pure la mucosa congiuntivale, cosi che anche la sclera
appariva di colore rosso. In sede di iniezione si osservava una co-
spicua infiltrazione edematosa. Mano a mano che si stabilivano i
fenomeni congestizi descritti, la respirazione si faceva dispnoica,
il polso diveniva assai piccolo, frequentissimo (145—150 battiti al
minuto). La pressione omerale (determinata ascoltatoriamente)
dimostrava una intensa caduta della massima e sopratutto della mi-
nima con un cospicuc aumento dell’ampiezza oscillatoria. Mentre
comunemente la pressione del nostro pazicnte dava una massima
di 135, e una minima di 75 mm. di Hg, il valore della massima misu-
rato durante la crisi (circa 20 minuti dopo I'iniezione) era di go mm.

*) Ho desiderato che non fosse pubblicato il nome della casa.
Ho tenuto conto anche del fatto che, in seguito alla mia segnalazione, tutte le scatole de]

prodotto incriminato sono state telegraficamente ritirate dai denositi e dalle tarmacie
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di Hg, e la minima era tanto bassa che non si riusciva a determi-
narla. Il paziente si diceva stordifo e si lamentava di un lieve
senso di soffocamento e di una estrema astenia.

Nella bambina, forse anche in causa del preesistente idrocefalo, ¢
in rapporto con il fatto che la quantita di estratfo epatico iniettata,
tenendo conto della minore massa corporea, veniva ad essere pro-
porzionalmente assai piu cospicua, la sintomatologia si presentéd
fin da principio anche pit grave che nell’individuo adulfo. Perfet-
tamente analoghi furono i caratteri del senso immediato di calore e
del rosso vivo comparso su tutto il corpo. Ma nella bambina il polso
ben presto non si senti piu. Si ricorse allora subito a una iniezione
di g. 0,10 di cardiazolo, dopo la quale le condizioni generali si ripre-
sero e vennero, mano a mano, migliorando,

Nell’adulto invece una vigile, continua assistenza e il lentissimo
ma progressive diminuire di intensita del quadro tossico (dopo
un’ora i segni pilt salienti della sinfomatologia cominciavano gia
ad attenuarsi e dopo 4 ore si potevano considerarc del tutto esau-
riti) ci ba dispensato dall’uso di una terapia d'urgenza. Il decorso
dell’avvelenamento si pud quindi, considerare pit schietfo e meno
deformato che nel caso della bambina.

L’estrema dilatazione capillare, la caduta pressoria, soprattutto
a carico della minima, 1'ambascia del respiro ci sembrarono subito
tipici, chiari segni di intossicazione acufa da istamina. Pensammo
spontancamente alla istamina non tanto perché lil quadro d’av-
velenamento ne sia frequente cosi da essere comunemente cono-
sciuto, ma perche quello che sappiamo sulla attivita farmacolo-
gica della istamina ci avrebbe dovuto fare immaginare, anche a
priori, che il decorso di un avvelenamento da istamina dovesse
seguire, nelle sue linee schematiche, il quadro verificatosi nei nostri
ammalati.

Del resto l’intenso arrossamento che si manifestd su tutto il
corpo, subito dopo l'iniezione di fegato, ci apparve come un
quadro esaltato di quel rossore che si nota, sopratutto alla faccia,
quando si iniettino alcuni decimi di milligrammo di istamina per le
prove di funzionalita gastrica.

Un esame attento della letteratura ci ha permesso di ritrovare de-

scritti altri casi di avvelenamento da istamina, futti decorsi con




sintomatologia analoga a quella prescntata dai nostri pazienti.
Ne abbiamo raccolti i dati essenziali della sinfomatologia clinica,
sia perché non csiste alcun lavoro d’insiemec in argomento, sia per
confrontare i sintomi occorsi alla nostra osservazione con quelli
descritti in casi analoghi da altri autori.

1 fenomeni generali della intossicazione acuta da istamina sono
stati osservati e descritti anzitutto da ostetrici, una trentina di
anni fa.

Si pensava allora che la istamina rappresentasse il principio attivo
pit importante della segale cornuta e quindi si cra cercato di so-
stituire alla droga quello che si riteneva essere il principio attivo
puro. Si era notato che, per avere un sicuro effetto dell’istamina
sull’utero, occorreva inieffarne qualche milligrammo, ma gli effetti
generali che si ottenevano erano tali da sconsigliarne 'uso. Un
primo impiego dell’istamina in ostetricia ¢ stato fatto da Koch (16)
il quale ne iniettd o0,5-1 mg., direttamente nella porzio, in casi di
gravi emorragic uterine. Oftenne cosi una intensa contrattura del-
I'utero, della durata di pit ore, ma osservd anche degli altri intensi
spiacevoli fenomeni generali. In un caso, dopo l’iniezione di 1 mg.
di istamina, osscrvd un cnorme aumento di frequenza del polso,
un erifema rosso scarlatto che si estendeva a tutto il corpo, dei vio-
lenti dolori di capo in sede occipitale, dei formicolii alla faccia e
alle mani. Per interpretare una sintomatologia tanto violenta, egli
pensava che il liquido fosse stato iniettato in corrispondenza del
cosl detto ganglio paracervicale uterino e avesse deferminato cosi
la intensa reazione nervosa generale. Molto pitt logico & invece
pensare che il liquido, rapidamente assorbito da una zona riccamente
vascolarizzata, o spinto dircttamente in un vaso, abbia potuto dare
una reazione generale di intensita analoga a quella che si potrebbe
ottenere inicttando la istamina per via endovenosa.

Lo stesso Koch (16) esperimentando piii tardi la istamina per inie-
zione sottocutanea ante partum o in puerperio, in dose di 0,51 mg.,
ebbe ancora ad osservare reazioni generali notevoli (rossore, ta-
chicardia, dolori di capo) ma di infensitd assai minore che quando
praticava le iniezioni di istamina nel tessuto uferino. Decisamente
contrario all’uso ostetrico dell’istamina si dimostrd fin da principio
il Kehrer (14) perché ebbe ad osservare dei fatti tossici generali
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imponenti: infensa cianosi, arresti del respiro, fatti convulsivi,
perdita di coscienza ecc. L’illustre ginecologo di Dresda non ci
dice tuttavia quali dosi di istamina avessc adoperato. Lo Jaeger (13)
per avere un effetto di cccitamento ben sicuro delle contrazioni
uterine, dovette giungere a iniettare dosi di 8 mg. di istamina. Ebbe
spesso dei fenomeni di notevole reazione generale: rossore diffuso,
spesso con carattere di vero eritema; dolori di capo; tachicardia;
formicolii; vomito. Ma il fatto stesso dell’altissimo dosaggio a cul
dovette giungere per ottenere la cccitazione dell’utero, 'incostanza
di fenomeni generali imponenti, la caduta relativamente lieve della
pressione arteriosa massima (20-30 mm. di Hg) pur con le quantita
di istamina piu forti, ci lasciano qualche dubbio sulla effettiva entita
delle dosi impiegate dallo Jaeger. Pit tardi lo stesso Jaeger (13)
ad evitare gli inconvenienti causati dalla istamina propose di limi-
tarne la dose a 0,5 mg. e di associarvi 2 mg. di tiramina. Tale asso-
ciazione non doveva avere fortuna, nonostante che per ottenere 1’cf-
fetto desiderato della eccitazione uterina, si fosse in un tempo
ulteriore aumentata la proporzione della istamina rispetto alla tira-
mina. Sebbene associata con la tiramina, la istamina presentava sem-
pre Uinconvenicnte fondamentale di essere sicuramente attiva solo
per le dosi capaci di fare un quadro fossico generale. Frattanto la
scoperta della pituitrina da un lato e degli alcaloidi attivi della se-
gale cornuta dall’altro contribuirono a fare abbandonare o quasi la
istamina nell’impiego ostetrico. Anche il suggerimento relativamente
recente di Bourne e Burn (5) di associare I'istamina (2 mg.) all’ergo-
tossina non doveva avere alcun seguito. Scorrendo la letteratura
ostetrica, susseguente a quella di cui c¢i siamo occupati, non si
trovano piu descritti casi di intossicazione istaminica.

Invece, un certo interesse per le reazioni generali che pud dare
Vistamina si & venuto manifestando quando, in seguifo alle indica-
zioni di Carnot, Coskowski e Libert (6), la istamina, come sostanza
tipicamente eccitatrice della secrezione gastrica, comincid ad
essere adoperata nella diagnostica funzionale dello stomaco. Gii
gli autori ricordati, dopo I'impiego di istamina, in dosi varianti tra
0,75 e 1,5 mg., per via sottocutanea, notarono: rossore al volto,
Pill 0 meno intenso, e accompagnato da senso di calore; spesso ma-
lessere e cefalea; una tachicardia alle volte notevole; un modico




abbassamento della pressione sanguigna, pit evidente a carico della

minima (*).

Ad evitare gli inconvenienti dell’effetto tossico generale, & stato
rilevato (12) che una intensa azione sccretoria da parte dello sto-
maco si pud avere anche con 'iniezione di un quarto di mg. di ista-
mina, mentre con tale dose sono ridotte al minimo le modificazioni
del polso e della pressione. Oggi si da la preferenza a tali piccole
dosl.

Tuttavia, in seguito alla iniezione soltanto di 0,8 mg. di istamina
fatta a scopo diagnostico, in presenza di una marcata jpocloridria,
& stato descritfo un caso di morte (18). Il malato morl mezz'ora
dopo che era stata fatta l'iniezione per insufficienza cardiaca, nel
corso di un tipico schock istaminico. All’autopsia si trovarono i
segn di un’aortite luetica.

Questo ¢ 'unico caso di morte da istamina che abbiamo trovato
descritto. Data la quantithy relativamente piccola dell’istamina
iniettata & probabile che le lesioni vascolari in atto abbiano contri-
buito all’esito letale.

Dalle esperienze di Schenk (24), che si potrcbbero definire di « tos-
sicologia sperimentale », eseguite, purtroppo, con deprecabile
audacia, sull’uomo, risulta che necll’arteriosclerosi periferica lo
shock circolatorio da istamina pud essere particolarmente notevole.
In un caso, dopo iniettati 4 mg. di istamina la pressione si abbasso
da 197-100 a 80—45 mm. di Hg. Lo Schenk discute se I'istamina
provochi nell’'uomo una contrazione delle coronarie. In un caso
in cui preccdentemente non cra rilevabile né ascoltatoriamente
né elettrocardiograficamente alcuna compromissione coronarica,
si ebbe, dopo iniezione di 8 mg. di istamina, una aritmia cardiaca
estremamente forte, della durata di una diecina di minuti, e carat-
terizzata da gruppi di extrasistoli ventricolari.

Lo Schenk notava sempre una intensa reazionc cardiaca di fronte
alla istamina in notevole quantita: il primo tono acquistava un
suono alfto su futta I’aia cardiaca, mentre il secondo tono non ve-
piva rilevato alla ascoltazionc neppure sulla polmonare.

(*) In senso contrario di tutti gli altri autori [vedi anche Kisch (15)], lo Zara (30)
troverebbe scarsamente influenzata dalla istamina la pressione minima in confronto che

la massima.
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Nei riguardi degli altri caratteri della tossicosi generale osscrvati

da Schenk per effefto della istamina, ricordiamo la solita estrema
dilatazione capillare, e, per le dosi maggiori (6-8 mg.), anche una
intensissima dilatazione dei vasi congiuntivali. Spesso era accu-
sato un violento, alle volte «insopportabile » dolore al capo in
sede occipitale. Frequenti apparivano le alterazioni del respiro con
dispnea inspiratoria. Lo stomaco per le dosi forti di istamina si
dimostrava allo schermo radiologico in istato di contrazione totale
ipertonica.

Una stretta simiglianza esiste dunque tra la sintomatologia presen-
tata dai nostri pazienti e quella descritta dai vari autori in casi di
avvelenamento di istamina. Una simiglianza cosi stretta che avrebbe
potuto da sola autorizzarci a far diagnosi di avvelenamento da ista-
mina e a prevedere con qualche probabilitd anche la dose di ista-
mina iniettata. Avevamo infatti, oltre alla vasodilatazione su tutto
il corpo, un intenso grado di iniezione dei vasi congiuntivali e di
chemosi della congiuntiva: fatfo che insorgerebbe secondo Schenk
soltanto con le dosi molto alte, da 6 a 8 mg. Ricordiamo, inoltre,
nell’individuo adulto, la accelerazione intensa dei battiti cardiaci e
la caduta della minima a valori cosi bassi da non poter esscre de-
terminata; nella bambina, la scomparsa del polso. Tutti sintomi
che stanno per un dosaggio molto elevato di istamina. Tra i segni
classici da avvelenamento istaminico presenti nei nostri ammalati
ricordiamo ancora la dispnea a tipo inspiratorio (*). Mancavano
invece la cefalea, la nausea e il vomito descritti da altri autori, come
reperto frequente ma non costante. Un sintomo invece che dagh
altri autori non & stato rilevato e che nel caso del nostro paziente
adulto veniva lamentato con molta insistenza, era il senso di aste-
nia. Una astenia cosi notevole che il malato si sentiva incapace di
qualsiasi movimente.

(*) Vogliamo accennare, a titolo quasi di curiosita, all’osservazione fatta da Kisch (15)
il quale in tre pazienti con alterazioni respiratorie a tipo Cheine Stockes, vide ripristi-

narsi un tipo di respiro normale dopo iniezione 1/2 mg. di istamina.




20 T)ETERMINAZIONE PER VIA BIOLOGICA E PER VIA cHIMICA DELLA AFVELINA-
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ISTAMINA PRESENTE NELL ESTRATTO EPATICO INIETTATO. ECC.

Se, come abbiamo detto, l'osservazione dei fenomeni clinici causafi
dall’estratto da noi posto in uso, poteva farci presumere la presenza
in esso di istamina ¢ di istamina in quantita notevole, bisognava
tuttavia dare al nostro sospetto la prova di una documentazione
sicura. La abbiamo oftenuta attraverso una seric di ricerche: tutte
a risultato concordante. Le descriveremo separatamente:

a) Dosaggio quantilalive oull’ inteslino atropinizzato di cavia.

Il liquido delle fiale in esame appare perfettamente limpido, di co-
lore bruno chiaro, odora intensamente di fenolo (¥). Un saggio
preliminare dimostrd che I'estratto epatico in esame, anche diluito
migliaia di volte, rimaneva attivo sull’intestino atropinizzato di
cavia. Si poteva quindi, data la diluizione a cui si sarcbbe dovuto
sottoporre, saggiarc il liguido in esame direttamente nella sua atti-
vita sull’ intestino isolato, senza procedere prima a quella idro-
lisi acida e a quella estrazione alcoolica a caldo che, nei metodi di
Barsoum e Gaddum (2) e di Code (7), hanno lo scopo di eliminare
molte sostanze capaci di interferire con J’istamina, nel dosaggio
biologico di questa. Nel nostro caso, eliminata la possibile interfe-
renza delle sostanze coliniche perche si agiva su intestino atropi-
nizzato, si poteva considerare come del ftutto improbabile che
I’estratto di fegato contenesse particolari sostanze (come acido
adenosin-fosforico, callicreina, alcuni aminoacidi, proteosi, sali inor-
ganici ecc.) in tali quantita che, alle diluizioni grandissime a cui si
sarcbbe dovuto adoperare 1'estratto, fossero capaci di stimolare
I'intestino o modificarne la reattivita alla istamina. E noto infatti
che le sostanze ricordate potrebbero agire sull’intestino nell’uno ¢
nell’altro senso, soltanto a concentrazioni notevoli.

(*) Un’analisi chimica quantitativa per il fenolo, eseguita con il metodo della broma-
sio-e e determinazione successiva del bromo legatosi all’anello benzenico, per differenza,
mediante esame iodometrico dello jodio spostato dal bromo in cccessa (25) ha dimo-

strato nel liquido in esame la presenza &i fenolo in quantita dell’1,1 %.
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Ci sembra quindi di aderire a un sano criterio sperimentale affer-
mando che un trattamento preventivo secondo Code del liquido
da sottoporre al nostro esame, senza portare ad alcun vantaggio
elfettivo, ci avrebbe soltanto condotto al rischio di perdere nei pro-
cessi di estrazione qualche, sia pur piccola, quantita della istamina
presente.

Riportiamo nel grafico n. 1 il risultato di un dosaggio biologico
eseguito direttamente con 1'estratto epatico opportunamente di-

luito. Per quanto riguarda la tecnica del dosaggio biologico ricor-

GRAFICO N, 1.

In a: 1 ce. di cloridrato di acetileolina 1 /10.000.000: si {a in modo cioé¢ che nei 10 ce. di
Ringer in cui & immerso 1'intestino si vengano a trovare 0,1 gamma di cloridrato di acetil-
colina,

In b: 1 ce. di una soluzione contenente 0,2 gamma di bicloridrato di istamina (*) (si ag-
giunge cioe 1 ¢c di una saluzione di istamina 1/5.000.000). Tutte le altre dizioni hanno
valore analogo.

In ¢: 1 gamma di istamina,

In d: 1 ce. dell’estratio di fegato diluito a 1/100 con Ringer

In ¢: 10 ma di istamina,

In f: 5 gamma di istamina. Dopo /, si lascia un po’ a riposo l'intestino.

Le contrazioni « ed f non si prestano per un dosaggo quantitative dell'istamina nell'e-
stratto di fegato perché si tratta di contrazioni massimali.

In g: 1 ce. dell’estratto di legato diluito 1/1000.

In #: 2 gamma di istamina.

In i: 1 ce, dell'estratto di fegato diluito 13"::001':.

" bocpi g .
ammellendo cioéd che 1 cc. dell’estratlo

ed h slano identi

Ammellendo che le reazioni g
di fegato diluilo 1[40, abbia la stedsa allivita che 2 gamma i istamina, o verrebbe a
calcolare per U'eslratto di fegalo non diluito un contenuto di 2 mg. di talamina per ce.

L ultima parte del qrafico conferma lo dalewso dosaggio.

{*) In tutto il corso del lavoro quando si parla di istamina si intende sempre parlare di

bicloridrato di istamina.



deremo di avere utilizzato la atfrezzatura di Zamboni (29) per saggi
su organi isolati. L’intestino di cavia venne mantenuto a 35 in un
bagno di Ringer contenente solfato di atropina in proporzione di
1/50.000.000. L attivita sull’intestino delle diverse soluzioni venne
saggiata sostituendo un cc. di queste a uno dei 10 ce. del liquido
di Ringer in cui era immerso l’intestino.

Come appare dal grafico n. 1 e come ¢ stato confermato da numerose
altre prove, 'estratto di fegato da noi utilizzato possedeva per ogni
cc. una aftivita corrispondente a quella di 2 mg. di istamina. Per
ogni fiala cio& da 5 cc. si poteva ammettere una attivitd istaminica
pari a quella di 10 mg. di bicloridrato di istamina. -

b) Azione del fermenlo islaminasico sull’esirallo di fegato in esame.

Per documentare maggiormente l'identitd della sostanza afttiva,
dosata .come istamina, ne abbiamo voluto studiare il comportamento
di fronte al fermento istaminasico. Le prove sono state fatte nclla
maniera seguente. Un cc. dell’estratto epatico & stato diluito fino
a 100 cc. con Ringer. Tale soluzione ¢ stata divisa in due parti
uguali entro due bevute. Le due bevute furono messe in termostato
a 389 e ivi lasciate per 24 ore facendo gorgogliare lentamente in cia-
scuna di esse dell’ossigeno. Al liquido di una bevuta é stato aggiunto
il contenuto di due fiale di « Torantil » (*). L'altro liquido & stato
lasciato di controllo per osservare se, anche in essenza del fermento
istaminasico, ne potesse venire a variare il confenuto in istamina.
Un altro controllo venne allestito diluendo in 50 cc. di Ringer
1 ce. di una soluzione fatta sciogliendo in acqua {(contencnte fenolo
al 0,55 %) del bicloridrato di istamina in proporzione dell’1%,.
Anche tali 50 cc. furono lasciati in termostafo a 389 per 24 ore in
presenza di un lento gorgoglio di C,, dopo aver aggiunte 2 umita di
Torantil. La quantita di istamina veniva quindi a trovarsi in questa
prova di controllo alla stessa concentrazione di quella calcolata
per la prova con estratto di fegato, identica era pure la concentra-
zione della istaminasi, ¢ identico abbiamo curato che fosse il con-

{*y Una fiala di « Torantil » contiene una unita istaminasica, cio¢ una quantita d&i

fermento capace di scendere a 38°, in 24", un mg. di istamina,
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tenuto in fenolo nella evenfuality che tale sostanza potesse agire
sul fermento.

Il risultato di questa esperienza (quale risulta dal grafico n. 2)
¢ stato quanto mai dimostrativo. La intensita della scisione operata
dal fermento nella prova fatta con estratto epatico e risultata

presso a poco pari a quella che nella prova fatta con istamina

GRAFICO M. 2.

Le singole dizioni hanno un significato analogo a quelle del grafico n. 1. Sebbene il tratto

di intestino fosse assai poco sensibile, si & potuto utilizzare ugualmente per il dosa

dato che la sua reattivita, se pur scarsa, si mantenne sufficientemente costante.
In a: 35 gamma di istamina.

In 4: 20 gamma di istamina.

In¢: 1 ce. dell’estrafto epatico 1: 100 lasciats in termostato senza fermento,
In d: 10 gamma di istamina,

Ine: 1 ce. del liguido saggiato in « ¢ » e diluito a meta in Ringer,

In f: 1 ce. dell’estratto epatico 1 : 100 lasciato in termostato con « Torantil .
In g: 2 gamma di istamina.

Inb: 1 ce. della soluz. di istam. 1/60.000 in Ringer lasciata in termostato con « Torantil «
In i: 2,5 gamma di istamina.

In I: 2 ce. del ligquido fatto agire in f,

In m: 2 ce del liquido fatto agire in 4.

In n: 5 gamma di istamina.

Se i ammette che ¢ sia uguale a b e che cioé ('estratto epatico diluito 1: 100 lasciale in

termostate venza fermento podseqga un contenmlo (alaminico corrispondente a 20 gamma per cc,,
b pud ealealare per Ueatratte non difuite una concenfrazione di 2 mg., di (stamina per ce.:
quindc il contenate idlaminico originale non sarvebbe andato perduto nella prova fatta in assenza
W dataminaai,

Se i ammette che |, m, d, stano Presse a poco uguali fra di loro, of pud caliolare che il
contenulo in islamina dei lguidi posti a contatto con il Jermento, o sia ridotto da 35 a 5
gamma: un valore ciod corrispondente circa alla guarta parte del valore iniziale,

Il fatto che la conlrazione m sia un poca inferiore riapetto alle contrazioni d ed | denote-
rebbe una qualche maggiore attivila della idtaminasi nelle prove fatle sull’ istamina pura :
ma s bratta di differenza appena apprezzabile ¢ che non infirma certo il significalo della

esperienza,




pura (*). In assenza del fermento, la concentrazione istaminica &

rimasta pressoché immodificata.

¢) Dove letale per la cavia dell’evlrallo di legato.

Se come risulta dalle esperiecnze precedenti, estratio di fegato
da nol utilizzato possedeva un contenuto corrispondente a 2 mg. di
bicloridrato di istamina per cc., esso doveva dare in determinate
piccole quantita, uno schock mortale a tipo istaminico se iniettato
per via endovenosa nella cavia.

La dose minima letale determinata nella cavia ha corrisposto in
maniera precisa alla dose prevista.

Una lunga serie di espericnze eseguite nel nostro laboratorio (27)
aveva dimostrato che 0,6 mg. di bicloridrato di istamina inicttati per
via endovenosa rappresentano la dose minima letale calcolata per
kg. di cavia. L’iniezione va fal{ta abbastanza rapidamente entro
la vena di una zampa. Non ha molta importanza il volume del k-
quido in cui la istamina ¢ disciolta. Nel nostro caso se 1 cc. di estratto
epatico possedeva Vattivitd di 2 mg. di istamina, doveva bastare
un quarto di cc. di esso per kg. di cavia per provocarne la morte.
Come abbiamo detto e come risulta dalla tabella che riproduciamo,
la previsione si ¢ avverata esattamente: un quarto di cc. dell’estratto
era la dose minima lctale prevista; e un quarto di cc. di esso si di-
mosfro essere la dose effellivamente efficace.

(*) Si potrebbe osservare che la scissione istaminica deferminata dal fermento ¢ stata
inferiore a quello che si avrebbe dovuto prevedere in base alla presunta attivitd istami-
nasica del « Torantil ». Pud darsi che s sia traftato di un inibizione causata dal fenolo

presente in concentrazione di 1 : gobo. Ma pitt probabile ¢ ammettere una attivita efiet-

tiva per il « Torantil » inferiore di circa 4 volie a quella asserita,
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TABELLA

ECcC. o = e e = = e ==
= . iluizi - i
o 5oL Diluizione @ L
.= s W ) . Ll
= S22 o dell’estrattodi fegato. &'z !
Numero | & [ - B ) - g o
o OS] [ =g Comportamento
delle =@ Sz el : con i T 5g
) -3 @ op.5 . . | s 2&¢8 .
. = .5 E£T3 con i soluzione | £ .5 7 F dell’animale
esperienze o -] . di istidina! — £z
P g ) E,, b G Ringer idi istidina| —:; -t 3
| & i §=< g Dall'y of, | 22 ST
| & e} i e :
‘ H A
1 620 1 1/2 — 1,24 muore in 3m’ 38'7
2 680 0,5 12 — 0,68 » inbm’
3 720 0,b 1/2 — 0,72 » inzm’ 30" (1)
4 } 640 0,25 1/4 - i 0,64 » in1 ora
. : L
5 . 410 0,25 1/4 — ; 0,40 | » in=20
| i
‘ :
6 355 0,22 E 1/10 0,78 ishock grave — non
! : ‘ morte
|
. |
7 340 o,22 - 1/10 0,74 ‘shock grave — non
morte
8 . 555 0,23 (¥) — 1/10 1,27 shock grave — non
morte
(*) Questa esperienza ¢ ssrvita per rilevare il {racciato del respiro (v. graf. n. 3).

Si tratta di una soluzione contenente 2 mg. di istamina per cc.

La concordanza del risultato con la previsione ci documentava ancora

una volta che la morte provocata nella cavia dall’iniezione del-
I’estratto cra dovuta alla istamina in esso presente. Del resto a elimi-
nare il sospetto che in generale gli estratti di fegato come tali

contengano delle sostanze tossiche per la cavia, ricorderemo che un
controllo fatto con un estratto epatico di notevole concentrazione
(Hepracton) ci ha dimostrato che un volume totale di questo 16 volte
maggiore di quello che per il nostro estratto era gia sufficiente a dare

18
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la morte nella cavia, provocava invece soltanto uno stato pas-
seggero di sofferenza dell’animale (arruffamento del pelo, scarsa
reazione agli stimoli ecc.). La morte della cavia trattata con
I'estratto di fegato da noi esaminato segui sempre a un netto quadro
di shock istaminico. Nella figura n. 3
¢ riprodotto un tracciato di respiro,
che ci dimostra il tipico arresto respi-
ratorio da spasmo bronchiale verifi-
catosi immediatamente dopo la inie-
zione endovenosa di 0,56 cc. per kg.

dell’estratto epzl‘cic{) n csp{.‘rienza.

d) Idenlificazione per via chimico—cri-
stallografica del conlenulo in ista-
mina dell’estrallo epalico.

Anche il risultato della determina-

zione della dose minima letale nella

Grarico 8, 3.

cavia poteva aver valore di un do-

saggio biologico quantitativo della
sostanza ad aftivitid istaminica, con-
tenuta nell’estratto epatico che ci
aveva dato il descritto quadro di
avvelenamenfo nell'uomo. Ma, non
otante che le prove biologiche cosi

concordanti potessero autorizzarci

Cavia di gr. 720 (n. 3 della tabella).
Tracciato respiratorio. La trachea ¢
messa in comunicazione con un tam-
b['ll"i[](] ll] A.\.l:'l!.'."\. i-]'l(’ :\:('r:i\ € *u un
cilindro rotante le variazioni della
pressione infratracheale, Alla freccia
si iniettano per via endovenosa cc.
0,72 dell'estratto epatico in esame

diluito a meti con Ringer.

a considerare la sostanza attiva in

causa come vera e propria istamina, abbiamo voluto avere una
conferma della sua identiti anche per via chimica.

Abbiamo precipitato la istamina supposta presente nel nostro
estratto epatico con il sale di Reinecke (*).

") Abbiamo usaloe come pl'vt'f[nil.‘mlf? dell’istamina il sale di Reinecke anziche l'acido
picrico comunemente usato perché il reineckato di istamina ¢ melto meno solubile del
picrato. Mentre il dipicrato & solubile in proporzione circa dell’r 9, (1) il reineckato
di iSl’al1Til}&k Sel.'“lld(! nostre Cspl'.‘rjl_".i‘lz(‘ naorn (I.' S[)!!ll)ilt’ Ilt"[lllLJrL' [lL‘“:’l l'Un{'L.’n!rElZi(\llL’ di
1 :10,000. La preparazione del sale di Reinecke che sarebbe un tetrarodanato - diammino

cromi—-ammonico, <alla formula Nl|4 [CF(SC N)‘i (NH3)a] si ottiene aggiungendo a del

rodanato di ammonio fuso a caldo del bricromato di ammonio in rapporto di peso 4 : 1.
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Abbiamo preparato una soluzione di cloridrato di istamina calcolata

alla stessa concentrazione di quella presente, secondo le prove
biologiche nell’estratto epatico. Abbiamo aggiunto alla soluzione
di istamina ¢ all’estratto epatico del sale di Reinecke in eccesso
(soluzione satura a freddo). Abbiamo lasciato raccogliersi i due
precipitati, li abbiamo separati per filtrazione a vuoto attraverso
filtri di porcellana porosa, li abbiamo lavati con acqua sul filtro,
li abbiamo portati a secchezza in essiccatore a vuoto su CaCl,.
Nel caso dell’estratto epatico il Reineckato secco’pesava g. 0,476, nel
caso della istamina g. 0,332. Abbiamo voluto allora esaminare dal
punto di vista morfologico i caratteri dei duc precipitati per potere
giudicare in merito a una loro eventuale identita. Di confronto ab-
biamo esaminato anche i caratteri del semplice sale di Reinecke.
All’esame microscopico, mentre non sono risultate affatto analogie
fra il sale di Reinecke e i rcineckati avuti dall’estratto di fegato e
dalla soluzione di istamina, fra questi duc ultimi apparvero analogie
assai strette. Ambedue infatti i preparati del reineckato di istamina
e di quello da estratto cpatico risultavano in massima parte dovuti
a piccoli cristalli o a laminette prive di contorno geometrico defi-
nito, di colore rosa pallidissimo, debolmente birifrangenti.

Nel reineckato ottenuto dall’estratto di fegato, oltre a una piccola
parte di sostanza estremamente minuta e percid diflicilmente defi-
nibile (*) erano contenuti dal 50 al 70 %, circa di cristalli aventi i
medesimi caratteri di quelli del Reineckato di istamina. In parti-
colare: uguale il debolissimo pleocroismo, la birifrangenza, e gli
indici di rifrazione. Questi ultimi (determinati al microscopio col
metodo della linea di Becke) risultarono nei due casi per la luce
rossa di: n=1,6916 e 1,7360 > 10" => 1,6916 (**).

Avevamo cosi la prova sicura della presenza di vera e propria ista-
mina nell’estratto iniettato di fegato. Anche dal punto di vista quan-
titativo il risultato dell’esame chimico—cristallografico poteva con-
siderarsi in buona concordanza con i valori calcolati in base ai
saggi biologici. E vero che nel caso della soluzione di istamina pura

(*) E interessante ricordare a questo proposito che anche il principio antianemivo del
fegato precipita con il sale di Reinecke (28).
(**) Ringraziamo Uillustre prof. P. Gallitelli che ci ha assistito nel corso di queste

deferminazioni con il suo prezioso consiglio.




il Reineckato raccolto pesava soltanto circa il 709 di quello
avuto dell’estratto di fegato, ma nel caso dcl precipitato ottenuto,
aggiungendo il sale di Reinecke all’estratto di fegato, si poteva assc-
rire con sicurezza che si trattasse di veri cristalli di Reineckato
di istamina soltanto, come abbiamo detto, per una porzione valutata
approssimativamente intorno al bo—70 9% dei cristalli presenti
nella massa totale del precipitato.

Nei limiti quindi delle possibilita del metodo impiegato si pud dire
che i risultati dell’esame chimico stessero in armonia con quelli
dell’esame biologico anche da un punto di vista quantitativo.

30 SULLE POSSIBILI CAUSE DELLA COMPARSA DI QUANTITA TOSSICHE DI
ISTAMINA NEGLI ESTRATTI EPATICI.

Dosata dunque, per via biologica e per via chimica, la istamina
presente nell’estratto di fegato che aveva dato nei nostri pazienti
lo spiacevole quadro di avvelenamento, conveniva indagare per
quali cause un estratto di fegato si fosse tanto arricchito di istamina.
1l fegato contiene anche di norma istamina, ma in proporzioni
scarse. Nel fegato di cavallo e di bue sarebbero contenuti 1,58 mg.
di istamina per kg. (3); nel fegato di cavia 1 mg. (4). Invece gli
cstratti di fegato sono malfo ricchi sia di istidina libera, sia di pro-
teine contencnfi istidina. E probabile che un fermento decarbossi-
lante agendo su tale substrato ricco di istidina abbia portato alla
concentrazione altissima di istamina presente nel nostro estratto.
Ma tale fermento decarbossilante si sara trovato preformato nel
fegato o non si sard piuttosto accompagnato allo sviluppo di una
flora di germi « istaminofili » sviluppatasi sul fegato stesso? F il
fermento decarbossilante avra agito principalmente sul fessuto
epatico, prima della preparazione dell’estratto, o avra continuato
a svolgere il suo cffetto sul liquido di estrazione? 1 problemi pro-
speftati potevano avere la loro importanza dal punto di vista pra-
tico, per i suggerimenti che dalla loro soluzione sarebbero potuti
derivare alla tecnica di preparazione degli estratfi.

Abbiamo cominciato a vedere se 1'estratto di fegato da noi preso in
considerazione possedcsse ancora un’attivitd decarbossilante verso

la istidina.
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a) Ricerche sul potere decarbossilante verso ['islidina dell' estratlo di fe-

qgate in esame.

Prese due fiale dell’estratto di l'{'galu che aveva provocato 'avve-
lenamento istaminico, ne abbiamo portata una alla temperatura di
ebollizione, per cinque minuti, in modo di distruggerne 1'eventuale
contenuto in fermento decarbossilante (*); indi aperte le due fiale,
abbiamo preso da ciascuna di esse con molta precisione 1 cc. del

liquido contenuto e lo abbiamo aggiunto, nell’un caso e nell’altro,

GRAFICO N. 4.

sgende del grafico n, 1.

Per il significato delle varie dizioni vedi le le
In a: 4 gamma di istamina.

In #: 1 ce. di una diluizione 1 /15 del liquido ottenuto aggiungendo 1 ce. dell’estratto di
fegato a 49 ce. di una soluzione di istidina al 2 9,

In ¢: lo stesso liquido che in b: ma diluito 1 17 anzicheé 1 : 15
iungendo 1 cc. dell’estratto

di fegato, portato a 1009 a 49 cc di una soluzione di istidina al a 9.

In d: 1 ce. di una dilvizione 1 /15 del liguido ottenuto
i |

In e: 1 gamma di i
In f:
In g: 2

mma di istamina.

gamma di istamina,
In b: 3,53 gamma di istamina.
Se ai ammelte che le conlrazioni ¢, d, h siane uguali of pud concludere che nel liguide a cui
st era agqgiunte t ce.di eotralte di fegalo tale e quale la (slamina contenula era di 2800
gamma, ¢ nel liguido a cut of era aggiunto 1 ecc. di eslvatto di  feqato portalo a 100°, la

tatapuna era presenle invece in quantila di 2470 gamma.

(®) Esperienze preliminari che non riproduciamo per non turbare lo schema del lavoro,
ci avevano provalo che con I'ebollizione non andava per nulla modificata 'attiviti ista-

minica dell’estratto di fegato: come del resto si poteva senz'altro prevedere,




a 4g cc. di una soluzionce debitamente ncutralizzata di cloridrato

di istidina al 2 % in Ringer. Abbiamo lasciato le soluzioni in ter-
mostato per 48 orc sotto toluolo: indi abbiamo proceduto ai do-
saggi, di cui il risultato appare dal tracciato n. 4.

A giudicare dai risultati riprodotti nel grafico n. 4, sembra che nel-
I'estratto di fegato esaminato csistesse una certa attivita decarbos-
silante verso la istidina. Infatti nella prova eseguita con soluzione di
istidina a cui si era aggiunto l’estratto di fegato non bollifo si sa-
rebbero liberati dopo 48 ore circa 0,3 mg. di istamina in pit che nella
prova di controlio eseguita con l'estratto di fegato portato a 100°.
Va osservato perod che anche per la soluzione di istamina a cui si
era aggiunto 'estratto di fegato portato a 100° risultd un contenuto
istaminico piu alto di quello calcolato in base ai numcrosi precedenti
dosaggi. La differcnza pud essere dovuta soltanto in parte al con-
tenuto in istamina della istidina adoperata, poiché da altre nostre
csperienze € risultato che 1 g. della nostra istidina contencva
appena 6 gamma di istamina (10). Si pud pensare o a una
liberazione spontanea di istamina dalla istidina nelle condizioni
sperimentali da noi adotlate, o alla presenza nell’estratto epatico
di una qualche sostanza di natura non fermentativa capace di
favorire quella liberazione.

Restava da conoscerc in qual modo l'estratto di fegato si fosse
potuto arricchire del fermento decarbossilante. Abbiamo pensato
alla possibiltad che alcuni dei cosi detti germi istaminofili, tanto dif-
fusi, avessero agito sul fegato da cui si era ricavato ’estratto, ¢ nc
avesscro liberato istamina. La flora istaminofila si sarebbe svilup-
pata durante i processi putrefattivi, e una cer{a quantita del fermento
decarbossilante (attraverso il quale avrebbero agito i germi ri-
cordati) sarebbe poi passata ncll’estratto. In armonia con questa
ipotesi abbiamo eseguito le segucnti esperienze.

b) Delerminazione della i(slamina che s libera durante [ processi pulre-

Jattiv del fegalo.

Abbiamo preso del fegato di vitello e lo abbiamo ftriturato in un
mortaio con sabbia di quarzo in presenza di una quantita doppia
di Ringer (in volume rispetto al peso del fegato), in modo da otte-
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nere una buona estrazione. Di questo estratto una parte & stata
raccolta, filtrata, portata all’ebollizione e conservata; un’altra
parte & stata lasciata a sé, in termostrato a 379, per 24 e per 48 ore.
Trascorse le 24 e le 48 ore anche da questa parte dell’estratto &
stato raccolto del liquido, filtrato e portato all’ebollizione. Final-
mente & stato fatto un estratto, sempre con Ringer e scmpre in
proporzione 1:3, partendo dallo stesso fegato che era servito per
la preparazione dell’estratto precedente, ma dopo averlo tagliuz-
zato in pezzetti non troppo softili, e lasciato cosi in termostato
per 48 ore.

Abbiamo poi proceduto al dosaggio della istamina dei vari liquidi
che corrispondevano essenzialmente: 19 ad un estrafto di fegato
fresco; 2° a un estratto di fegato triturato ¢ lasciato macerare in
presenza di liquido fisiologico per 24 ore in termostato; 3° a un
esfratto analogo ma lasciato macerare per 48 ore; 4© a un estratto
oftenuto di fresco ma da un fegato tagliuzzato e lasciato cosi
per 48 ore in termostato.

I risultati hanno avvalorato in pieno la nostra ipotesi. Durante i
processi pufrefattivi aumenta in maniera assai rilevante la quantita
di istamina. Se il fegato & lasciato macerare dopo essere stato tri-
turato i processi putrefattivi e la liberazione di istamina si svolgono
con intensithd maggiore che non lasciando il fegato a sé. Precisamente,
come appare dal grafico 59, se si calcola la percentuale di istamina
per g. di fegato in base ai valori determinati per i singoli estratti,
risulta: per ogni g. di fegato fresco, un contenuto di 4,6 gamma di
istamina; per ogni g. di fegato lasciato macerare per 24 ore, un con-
tenuto di 112 gamma di istamina; per ogni g. di fegato lasciato ma-
cerare nelle stesse condizioni, ma per 48 ore, un contenuto di 450
gamma di istamina; per ogni g. di fegato tagliuzzato ¢ lasciato
a s¢ in termostato per 48 ore, un confenuto di gamma 225 di
istamina.

11 fenomeno che c¢i sembra pitt saliente come risultato di questa
serie di prove & costituito dalla rapidita con cui un estratto epatico
lasciato a sé in termostato a 38° si arricchisce nel contenuto in
istamina. Gia dopo 24 ore la concentrazione istaminica ¢ diventata
25 volte, dopo 48 ore, ben 100 volte pid forte rispetto ai valori

iniziali.




Il grafico n. 5 si rferisce a determir
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GRAFICO N. 5.

Nel quadro alto del grafico:

In a: 0,1 gamma di istamina.

amma di acetilcolina cl.

In ¢: 0,01 gamma di acetilcolina c.
I” l’f!: \),(“-:l Zamma &_{JI [htr'.lﬂ'lj]'h'l.

In ¢: 1 cc. dell'estratto di fegato

lasciate macerare per 24 ore diluito
1 :1.000.
In f:

In g:1 cc. dell'estratto preparato da

5 gamma di istamina.

fegato fresco e diluito 1 : 7o,
ll'l

arato da fegato fresco e diluito pure

1 ce. di un estratto analogo pre-

porstuy wxy z

1 170,

In ¢ : 0,02 gamma di istamina.

I risultati che ot ;m{r'rfflbrf'rr avere dai |Jf(i'-|rl'_ll.|'_n‘ff.' J"f:,rl.r‘(hfr.l'ﬁf. nel .gfrm.l’.r'gr wn  alte sarcbbero con-

cordanti con quelli che risulleranno dalle prove successive fatle wu inlestino alropinczzato: é
chiaro perd come soltanto a queale seconde prove of possa dar valore per documentare la

quantitd di tslamina pre.

ente. La concordanza dei rionltati cf __.f}: invece ecacludere un conlenuto

nolevole di soatanze coliniche negli estralli di feqalo da noi preparati.
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Nel secondo quadro del grafico:

In k: 1 ce. dell’estratto di fegato lasciato macerare per 24 ore diluite 1 : Soo.

In @ :0,1 gamma di istamina.

In d: 0,05 gamma di istamina.

In /: 100 gamma di acetilcolina cl.

In m: 1 cc. dell’estratto preparato da fegato fresco diluito 1 : zo.

In 2 :1 ce. di un estratto analogo di fegato fresco e diluito pure 1 : 20,

In ¢: gamma o,2 di istamina.

In p: 1 cc. di estrafto di fegato lasciato macerare per 48 h diluito 1 : 1000,

In ¢: 1 cc. dell’estratto preparato da fegato tagliuzzato e lasciato a s¢ in termostato per
48 ore diluito 1/b00.

Ammettendo che la contrazione k abbia valore intermedio tra a, e, d of verrebbe a calcolare
per 1 cc. del liguido in esame una attivita istaminica corrispondenle a gamma 0,075 X 500,
ciod: gamma 37,5. Per g. di fegato nell’estratto macerato da 24 ore of avrebbero dunque
gamma 112,5 di istamina.

Ammettendo che le contrazioni m ed n abbiano valore inlermedio tra.a, e, d of verrebbe a
calcolare per 1 cc. del liguido in esame una altivita islaminica corrigpondente a gamma
0,075 20 ciod: gamma 1,55. Per g. di fegalo nell’estratto fresco ai avrebbero dunque
gamma 4,65 di istamina,

Ammettendo che la contrazione p sia intermedia tra o ed a, si verrebbe a calcolare per ogni cc.
dell’estratte di fegato lasciate macerare per 48 ore un'attivitd istaminica corrispondente a
gamma 0,15X 1000 civé: gamma 150. Per g. di fegato nell’estratto lasciato macerare per
48 ore s avrebbero dunque gamma 4§30 di istamina.

Ammettendo che q abbia pare un valore intermedio tra o ed a o verrebbe a calcolare per
1 cc. del liguido in esame un’allivitd istaminica corrispondente a gamma 0,15X 50 cié:
gamma 73. Per g. di fegato nell’estratto oltenulo a freawo, ma da materiale lascialo per

48 ore in termoatate, s avrebbero gamma 225 di islaming.

Nel terzo quadro in basso, del grafico:

In p: 1 cc dell’estratto di fegato lasciato macerare per 48 ore e diluito 1 : 1000,

In ¢: 0,2 gamma di istamina.

In r: 1 cc dell’estratto ottenuto di fresco ma da fegato lasciato a sé in termostato per
48 ore. ’

In 4: 1 cc. dell’estratto fresco di fegato.

In ¢£: 1 cc. di altro estratto fresco di fegato.

In u: 1 cc. dell’estratto di fegato lasciato macerare per 24 ore diluito a meta con Ringer.
In v: 1 cc. dell’estratto di fegato lasciato macerarc per 48 ore,

In w: 10 gamma di istamina.

In x: 100 gamma di istamina.

In y: 1 ce. dell’estratto di fegato lasciato macerare per 48 ore diluito 1 : 100 con Ringer.

In =: 1 gamma di istamina.




Questa terza parte del grafico i dimostra come in sequito all'effelto dei corpl antilsbaminict
di Fourneau sia scomparoa la reabtivitd dell’inteslino, ol di fronte agli estralti di fegato,
che di fronte alla istamina. Ma, in scguito ai auccessivi ripetuti lavaggi, lo realtivita
dell’intesting ricomparve in forma progressivamente creacente, lanto per 'istamina che per gle
estratti epatici. Una siffatla graduale ripresa di senaibilitd del reattive biologico dopo il
trallamento con i corpi anliistaminici ba, secondo la nostra esperienza, un significato anche
pite apecifico che non una parziale inibizione verso la istamina delerminala dalle piccole dosi

degli otessi corpi antifotaminici.

E, nel caso di questi stessi valori iniziali, va ricordato come, in
base a quanto risulta dalle nostre esperienze, se si volessero sta-
bilire degli esatti valori fisiologici sul contenuto istaminico del fe-
gato dei vari animali, occorrerebbe provvedere alla preparazione
di estratti appena ucciso ’animale. Anche il valore da noi calco-
lato di 4,6 gamma di istamina per g. di fegato di vitello pud essere
considerato pit alto che il valore effettivo perche, il nostro estratto
venne allestito alcune ore dopo la macellazione dell’animale.
Che la sostanza presente ncgli estratti sia proprio costituita da ista-
mina & dimostrato dalla elettivita di cffetto sull’intestino atropi-
nizzato di cavia ¢ dalla inibizionc caratteristica esercitata dai corpi
antfiistaminici di Forneau.

Sarcbbe molto infercssante studiare se anche durante un processo
di autolisi asettica del fegalo se ne possa arricchire il contenuto in
istamina. Nel nostro caso 'aver dimostrato che in un fegato la-
sciato a sé a 38° aumenta cosi intensamente la quantita di istamina
ci lascia presumere che 1’eventuale comparsa di quantita tossiche di
istamina negli estratti epatici, analoga a quella occorsa alla nostra
osservarzione, possa derivarc dall’uso, come materiale di estrazione,
di fegati prelevati da tempo ¢ non conservati con le dovute cautele.

(OSSERVAZIONI E CONCLUSIONI.

Giunti cosi al fermine della csposizione delle nostre ricerche, con-
verra che ne esaminiamo ora i risultati da un punto di vista gencrale.
Anzitutto c¢i possiamo chiedere se esistesse o no un effettivo peri-
calo di morte per le dosi di istamina contenute nel preparato epa-
tico, che abbiamo iniettato a scopo ricostiluente—antiancmico.

Nei nostri due soggetti si & trattato certamente di un quadro tos-
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sico molto notevole ¢ la nostra impressione clinica ¢ che la bam-

bina, se non fossimo intervenuti prontamente con la -iniezione di
cardiazolo, si sarebbe forse anche potuta perdere. Tuttavia non deve
essere dimenticato che in casi di gravissimi schock circolatori di altra
natura si possono avere delle riprese insperate. Nel caso dello shock
istaminico pochi lumi ci possono venire dall’esame, che pure abbiamo
eseguifo con ogni scrupolo, della letteratura. La quantita di istamina
presente nelle fiale di estratto epatico da noi adoperate era dell’or-
dine delle dosi massime di quelle usate da Schenk. Con dosi di
8 mg. di istamina lo Schenk, in quelle sue esperienze, che abbiamo
definite di tossicologia sperimentale sull’'vomo, ottenne in un sog-
getto una gravissima crisi di insufficienza cardiaca ma non la morte.
Viceversa un caso di morte venne descritto da Maijala (18) in
seguito a iniezioni di soli 0,8 mg. di istamina. Sembra dunque che
nell’uomo non si possano stabilire, neppure con una qualche appros-
simazione, i limiti fra dose di istamina tollerata e dose perico-
losa quoad vitam. La posizione di questi limiti dipendera sopra-
tutto dallo stato circolatorio dei singoli soggetti e dalla loro recat-
tivitd in generale verso l’istamina. Per quanto riguarda la compro-
missione del circolo, rileviamo come nell’uomo siano appunto i
fatti circolatori quelli che dominano il quadro dell’avvelenamento
istaminico a differenza di quanto avvicne, per esempio, nel caso della
cavia, in cul & maggiormente colpita la funzione respiratoria
nell’uoma.

Lo schock circolatorio ¢ dovuto ad una deficienza periferica del
grande circolo, senza che vi partecipi, come fattore di analoga
importanza, il circolo polmonare. Conseguenzialmente viene logico
supporre che in casi di avvelenamento da istamina nell’'uomo
debbano essere sopratutto efficaci gli analettici circolatori, capaci
di rialzare il tono vasale e di atfivare, come nel caso dei canforici,
la funzione del cosi detto cuore periferico. Infatti nella bambina
da noi trattata con il cardiazolo I’effetto & stato pronto e notevole.
Abbiamo accennato sopra a uno stato di diversa reattivita indivi-
duale verso l'istamina. Si potrebbe osservare che una certa varia-
bilita individuale di comportamento si pud ammettere nei confronti
di tutti i farmaci. Ma nel caso particolare della istamina sembra che
tali differenze possano essere assai cospicue. Come uno di noi ha




avuto altrove occasione di osservare (11), si trattera di un diverso
stato di abitudine a quelle varie quantita di istamina che, genera-
tisi sopratutto per via endogena e per svariate cause, potranno pil
o meno fortemente subire l'influsso della istaminasi. E certo che
un differente modo di reagire all’istamina si nota generalmente
nella pratica clinica: basti pensare alla diversa reattivita locale
nei singoli soggetti, al quadro pilt 0 meno intenso con cul s1 puod
manifestare, per uno stesso stimolo da istamina o da sostanze ista-
minosimili, la famosa friade di Lewis. In generale saranno parti-
colarmente sensibili alla istamina i soggetti disposti alle rcazioni
allergiche.

Quasi per uno scherzo ironico della sorte, nelle indicazioni che la
Casa preparatrice accompagnava alle fiale del nostro estratto epa-
tico, figurava anche quella del trattamento delle manifestazioni
allergiche! Non c’¢ male! Per una cura desensibilizzante, una dose
di 10 mg. di bicloridrato di istamina non si pud accusare davvero
di eccessiva aderenza alle prescrizioni omeopatiche!

Ma da un punto di vista positivo, questa indicazione della effi-
cacia dei preparati di fegato nelle manifestazioni allergiche non va
dimenticata. Sara nuovo motivo per prospettare 1’opportunita che,
ad evitare il ripetersi di incidenti spiacevoli, ogni partita di un pre-
parato di fegato, destinato ad essere introdotfo per via ipodermica,
venga dosata nel suo contenuto in istamina. Bastera stabilire, me-
diante il saggio della dose letale nella cavia, che 1’eventuale con-
tenufo in istamina sia al di sotto di un determinato limite massimo.
Per esempio si potrebbe stabilire che 1’estratto epatico contenuto in
una fiala se iniettato nella cavia per via endovenosa (e per kg.
di peso) non dovesse determinarne la morte. Si verrebbe cosi a
fissare un contenuto massimo tollerato di istamina inferiore a 0,5 mg.
per fiala.

Non si potra certo pretendere invece che per ogni singola prepara-
zione sia indicato il contenuto esatto di istamina: anche perche,
come abbiamo visto, il contenuto istaminico del fegato pud variare
assai a seconda dello stato si conservazione di questo, e quindi pro-
babilmente la entiti della concentrazione istaminica variera per
ogni singola partita di estratto iniettabile, anche quando si adoperi
un identico procedimento di estrazione.
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ECC. epatici che adopera (sebbene st dovesse trattare di piccole quantita)
non sarebbe, per un attento osservatore chmico, senza un qualche
interesse. Si potrebbe, per esempio, chiarire se I’cfletto antiallergico
che si ammette per i preparati epatici, debba essere attribuito a qual-
che sostanza protettrice del fegato, presente negli estratti da esso
ricavati [lo xantinato di sodio, per es., degli autori americani (g—20),
o la sostanza attiva dello Yacriton dei giapponesi (23)] o non pin
semplicemente a un effetto desensibilizzante delle piccole dosi di
istamina contenute negli estratti . Volendo spingerci pit oltre nel
campo delleipotesi, potremmo anche immaginare che I’istamina fosse
capace per conto suo di attivare ’effetto del principio antianemico.
Basti ricordare l’intensa achilia det biermeriani. Basti accennare alla
asserzione di Danielopolu (8) che qualche anno fa annunciava di
guarire gli anemici perniciosi soltanto conl’acetilcolina. Si potrebbe
ricordare ancoera che l'istamina da sola & capace di provocare un
aumerito di globuli rossi (17—26) ¢ che neclla policitemia rubra esiste
un notevole aumento della istaminemia (19) (*). Qualunque sia
per essere la soluzione di questo problema, dell’eventuale influsso
cioé della istamina sull’attivitd dell’ormone antianemico, & chiaro
che non si potra mai permettere che si ricorra a del fegato in via di
putrefazione, perché piu ricco in istamina per preparare degh
estratti. Anche quando fosse dimostrato che durante lo svolgersi
di un’autolisi asettica del fegato si venisse a liberare dell’istamina,
per P'eventuale presenza di un fermento decarbossilante preesi-
stente nella cellula epatica, non penseremo mai di ricorrere a mezzi
di questo tipo per arricchire un estratto epatico di istamina.
Sarebbe invece interessante poter stabilire con esattezza fino a
qual limite dello svolgersi di processi autolitici, un fegato si arric-
chisca in fattore antianemico. E noto soltanto che un fegato perfetta-
mente fresco & prive dell’attivitd caratteristica antiperniciosa (22).
Se un giorno si trovera un testo sicure ed opporfune per dosare il
potere antianemico di un estratto di fegato, si potrd anche stu-

(™) Questo nostro lavoro era gia scrifto, quando un nuovo esame attento della lettera-

tura ci ha rivelato che gia Pal (21) si era posto it problema di un eventuale effetto utile

della istamina nelle anemic e nell’anemia pernicivsa in particolare.
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istamina e arricchimento nel potere antiancmico di un estratto zcc.

epatico: cosi che le variazioni del tasso di istamina pessano quasi
servir da guida per immaginare il comportamento del fattore anti-
pernicioso. Ma fino a che l'esistenza di questo parallelismo debba
considerarsi al massimo come un’ardita ipotesi di lavoro, il reperto
da noi osservato di un progressivo aumento della concentrazione
istaminica di un fegato o di un estratto epatico, che st lasci putre-
fare, potra soltanto avere un valore di orientamento pratico in un
senso tutto diverso.

Tutte le volte cioé che un estratto epatico ci si dimostrera assai ricco
di istamina poftremo avere argomento di legittimo sospetfo per
immaginare che quell’estratto sia stato preparato con fegato guasto,
e sia quindi, anche da questo punto di vista, da non ammettersi per
I’uso come estratto iniettabile.

BIBLIOGRAFIA

(1) AckerMANN e MOHR, « Zschr. f. phys. Chem. », 1938, 2335, 75.

(2) Barsoum e Ganpus, « Journ. of Physiol. », 1935, &5, 1.

(3) Best, Darg, DupLey e Thorpr, « J. Physiol. », 1927, 62, 397.

(4) Brocu e Pixésch, « Zschr. f. phys. Chem. », 1936, 239, 236.

(5) Bourne e Burx, « Journ. Obst. and Gyn. of Brit, Emp. », 1927, 34, 2.9.

(6) Carxor, Koskowskl e LiserT, « C. R. S. B. », 1922, 86, 575 ¢ 670.

(7) Cobe, « Journ. of Physiol. », 1937, &9, 257.

(8) DavieLoror.t e BrRAUMER, « Presse Méd. », 1937, 11, 1507.

(9) Forses, « Journ. of Pharm. and exper. Ther. », 1939, 63, 287,

(10) GIBERTINT, « Boll. Soc. It. Biol. Sper. », 1942 (in corso di stampa).

(11) GiseErriNt e CacciaviLeaxi, « Gazz, Osp. e Clin, », 1942,

(12) GomprERTZ e COHEN, « Amer. I. Med. Sc. », 1929, 177, 59.

(13) JAECER, « Zentr. fiir Gyn. », 1913, 1, anno 37, fasc. 8 - 257. « Miinch, Med.Wschr. »,
1913 anno 60, pag. 1714.

(14) Kenrer, « Minch, Med. Wschr. », 1912, n. 33.

(15) Kisch, « Klin. Wschr. », 193g, 11, 1534.

(16) Kock, « Arch. f. Gyn. », 1898, fasc. 2; « Zbl. . Gyn. », 1913, I, pag. 564.

(17} KuscHinsky, « Zschr. f. exp. Med. », 1929, 64, 563.

(18) Majara, « Sammlung von Vergiftungsfdllen », 1938, ¢, 75.

(19) Marcot, « Compt. Rend. Soc. Biol. », 1937, 126, 726.

(20) NreaLE e WINTER, « Journ. of Pharm. a. exp. Ther. », 1938, 62, 127

31




AVVELENA-
MENTO ACUTO
FCC.

(21) Par « Wien. Klin. Wschr. », 1928, 34, 1216; « Disch. med. Wschr. », 1928, 37,
1544

(22) RotH, « Klin. Wschr. », 1936, II, 1431.

(23) Sato, « Tohoku Journ. exp. Med. », 1926, &, 232.

(24) ScuEnk, « Arch. f. exp. Path. u. Pharm. », 1921, &g, 332.

(25) ScHiMPF, « Manual of volumetric Analysis ». Wiley, New York, 1909, pag. 614 ¢ sy,

(26) SmitH, « Journ. of Pharm. a. exp. Ther. », 1928, 3z, 465.

(27) SterreNoXI, « Arch., di Farm, Sper. », 1941, 71.

(28) WILKINSON, citato da AMMON e DIRSCHERL, Fermente, Hormone, I'itamine. — Thieme.

Leipzig, 1938, pag. 379.

Zamponl, « Atti 1° Congresso Soc. It. Farmacologia », Firenze, 1940 {in corso di

—_
A

0

~

stampa). .
(30) Zara, « Rass, di Ter. e Pat. Clin, », 1932, 4, 85.

RIASSUNTO

L'A. ha condotto una serie di esperienze per il dosaggio dell’istamina nell’estratto epa-
tico iniettato a soggetti affetti d’anemia, e per I'identificazione di istamina nell’estratto
epafico stesso riuscendo a stabilire, sia col metodo chimico, sia col metodo biologico che
la dose minima letale per via endovenosa e per kz. di cavia corrisponde a 0,25 del-
I'estratto.

Altre esperienze lo hanno portato a stabilire che il fegato fresco é quasi privo di is€a-
mina di cui si arricchisce lasciandolo in preda a processi di putrefazione. Termina pro-
spettando la possibilita di piccole dosi di istamina contenute nell’estratto epatico possono

favorire ’effetto dell’ormone anfianemico del fegato.
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