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SUMMARY

The objective of the present survey was to confirm the taxonomic position of several
Mexican collections oí Amonita verna and establish their toxicity. Presence of amanoto-
xins was used as a taxonomic marker. Results obtained by means of chromatographic
analysis and bioassay revealed that toxic properties of Mexican samples of A. vema
displayed similar behavior to that showed by fungi from Europe and the United States.
We found that significan! variability in toxic effects of each sample was present, as pre-
viously reponed for species in the phalloides group. (A. phalloides, A. bisporigera, A. ver-
na, A. virosa). In this case, we found a range from non-toxicity to true toxicity in diffe-
rent samples of A. verna.

RESUMEN

Con el objeto de confirmar la posición taxonómica de diversas recolecciones mexica-
nas de Amonita sema y de establecer su toxicidad, se utilizó como marcador taxonómico
la presencia de amanotoxinas. La integración de los resultados obtenidos mediante el
análisis cromatográfico y de bioensayo, reveló que A. verna de México se comportó de
forma similar a la de Europa y Estados Unidos, respecto a la variabilidad de su toxici-
dad, dato que se consideró importante, ya que de las especies que forman el grupo
phalloides (A. phalloides, A. bisporigera, A. verna y A. virosa), es A. vema en donde se acen-
túa más este problema e incluso en este estudio hubo ejemplares no tóxicos.
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INTRODUCCIÓN

Amonita verna (Bull. ex Fr.) Roques, es un basidiomicete completamente blanco, que
taxonómicamente se ubica dentro de la sección Phalloidae del género Amonita, junto con
otras especies afines a ella, como son A. phalloides (Fr.) Secr. y A. virosa Secr. Estas espe-
cies forman parte de un grupo de hongos conocidos comúnmente como amanitas mor-
tales, las cuales son responsables de aproximadamente el 90% de las muertes ocasiona-
das en el hombre por envenenamientos con hongos, como lo señalan los trabajos de
Block et al. (1955) y Bussi y Fiume (1977).

Desde el punto de vista químico, pueden presentar diversas substancias
ciclopeptfdicas, las cuales son conocidas con los nombres de amanotoxinas y falotoxi-
nas, cuya estructura química ha sido investigada por Wieland (1968 y 1973), Wieland
y Wieland (1972) y Wieland y Faulstich (1978). Las amanotoxinas son octapéptidos
bicíclicos, entre las cuales se distinguen por la potencia de su toxicidad, las o, (3 y í, ha-
biendo sido probadas tanto en condiciones in vivo (Tyler el al., 1963 y Brady et al., 1975)
como in vitro (Presión et al., 1975 y Johnson et al., 1976).

Las falotúxinas son he.ptapéptidos bicíclicos, de las cuales la que más se ha estudiado
por sus propiedades tóxicas es la faloidina, habiendo sido objeto de estudios que princi-
palmente se han realizado en condiciones in vivo, en donde actúa específicamente sobre
las membranas de los hepatocitos y de algunos organelos como lisosomas y retículo en-
doplásmico (Litten, 1975).

Aunque ambas familias de compuestos tóxicos, de hecho pueden presentarse en los
hongos involucrados en los envenenamientos ocasionados por el grupo faloides, es im-
portante señalar que la toxicidad producida por la faloidina es insignificante, comparada
con la causada por la a-amanotoxina, la cual de acuerdo con Lampe (1979), en la espe-
cie humana, por vía digestiva, puede provocar tres fases sintomatológicas. La primera
se caracteriza por provocar trastornos gastrointestinales que se manifiestan entre las 10
y 14 horas; la segunda fase presenta una aparente calma pasajera que puede durar has-
ta tres días; en la tercera fase los daños inducidos por la toxina se localizan en el hígado
y en los ríñones pudiendo ocurrir la muerte entre 48 y 96 horas después de haber inge-
rido el hongo.

Son varios los investigadores que han registrado algunos daños acerca de los efectos
tóxicos, causados por a-amanotoxina en el ratón, por vía intraperitoneal, como Tyler et
al. (1963), Panner y Hanss. (1969) y Brady et al. (1975). Por otro lado, Block et al.
(1955), Tyler et al. (1966), Benedict et al. (1970), Presión et al. (1975) y Yocum y Si-
mons (1977), han demostrado que es posible encontrar cantidades variables o ausencia
dea y /3-amanotoxina en ejemplares de A. verna. En México los trabajos taxonómicos
de Pérez-Silva (1969), Pascoe (1970), Manzi (1976) y Guzmán (1977), registran por
un lado, la distribución de la especie y por otro la toxicidad y el dato de que la ingestión
de ejemplares de A. verna causó la muerte a tres menores (Pérez-Silva et al., 1970).
De acuerdo con lo citado anteriormente, este estudio tiene el objeto de confirmar por
un lado, la presencia de ciclopéptidos tóxicos en esta especie, dato que podría corrobo-
rar su ubicación taxonómica dentro de la sección Phalloidae del género Amonita; y por
otro, comparar los resultados registrados por otros trabajos en relación a la variabilidad
de la presencia de estos compuestos.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Se analizaron las características tanto macroscópicas como microscópicas de los carpó-
foros. Se observaron las reacciones químicas en material fresco con KOH al 5% y en
material herborizado con H2SO*. La identificación del material se realizó con base en
los criterios establecidos por Marchand (1973), Trimbach (1973) y Singer (1975).

Para el registro de las substancias ciclopeptídicas se realizó por un lado, la prueba de
Meixner de acuerdo con Beutler y Vergeer (1980), y por otro, la metodología utilizada
por Pérez-Silva y Aroche (1980), la cual incluye los procedimientos de extracción meta-
nólica en un aparato Soxhlet, concentración en baño maría, cromatografía en placa
delgada de gel de sílice G, revelando con cinamaldehido y vapores de ácido clorhídrico.
Asimismo, para la confirmación de la presencia de estas substancias evaluadas
químicamente, se realizó el protocolo farmacológico de Malone y Robichaud (1962),
en el cual se formaron lotes de cinco ratones cada uno para probar intraperitonealmen-
te en cada lote, dos dosis máximas (DM) y dos dosis mínimas (Dm) de los extractos (ca-
rentes de metanol) obtenidos con cada recolección investigada; se utilizó un ratón como
testigo. Los ratones que se inocularon con dosis máxima y dosis mínima fueron marca-
dos con ácido pícrico al 0.5% en etanol al 70%; los ratones testigo no se marcaron y
fueron inoculados con una solución acuosa de agar (Difco 0140-01) al 0.25%, la cual se
utilizó como vehículo; una constante de 5 ml/kg fue utilizada como volumen de la do-
sis. Las observaciones se realizaron a los 5, 10, 15, 30 y 60 minutos; 2, 12 y 24 horas; y
1, 4 y 7 días después de la inoculación.

Después del séptimo día de observaciones se procedió con el estudio histopatológico,
sacrificando a los animales por decerebración, extirpándose los siguientes órganos:
hígado, ríñones, estómago, intestinos, bazo y pulmones.

RESULTADOS

El análisis taxonómico realizado, tanto en el aspecto macroscópico como microscópi-
co de los ejemplares estudiados en este trabajo, permitió determinar la identidad de es-
tos como A. vema (Fig. 1).

Con el análisis cromatográfico preliminar (Fig. 2) se observó que el extracto de A.
vema (MEXU 7487) presentó una banda con una coloración similar al del estándar con
« y (3-amanotoxinas, y que en los siete extractos restantes de A. verna (MEXU 5792,
1550, 12282, 16798, 16799, 16800 y 7505) no se presentó. Utilizando los procedimien-
tos de Sullivan et al. (1965), se confirmó que la banda aislada de este extracto coincidió
con el estándar de a-amánotoxina. (Fig. 3). La prueba de Meixner realizada tanto con
los extractos crudos de los ejemplares de A. vema como con algunas de las partes de los
ejemplares secos, confirmó la presencia de a-amanotoxina en el ejemplar MEXU 7487,
al coincidir el color presentado en las manchas del extracto y de las partes del ejemplar,
con el color obtenido en la mancha del estándar de o-amanotoxina.

Los ratones tratados in vivo con los extractos crudos de los ocho ejemplares de A. vema
presentaron a los pocos minutos de haber sido inoculados una notable baja de su activi-
dad motora, la cual permaneció constante durante los siete días que duró el tratamien-
to; en algunos casos se mostró pérdida de peso y diarrea, y solamente en un caso se ob-
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Fig. 1. Carpóforos de Amanita tierna. (A) MEXU 16800, procedentes de Puebla. (B) MEXU 16799, proce-
dente de Hidalgo.
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Figs. 2-3.- 2: Cromatograma délos extractos crudos de Amonita verna. (A) MEXU 5782; (B) MEXU 7487;
(C) MEXU 7505; (D) MEXU 16798; (E) Estándar con <*y 0-amanotoxinas; (F) MEXU 12282; (G) MEXU
16800; (H) MEXU 16799; (I) MEXU 1550. 3: Banda aislada del extracto de Amonita verna (MEXU 7487),
después de ser cromatografiada, reextraida y recromatografiada, y del estándar dea-amanotoxina, ajusta-
dos a la concentración de 0.08 mg/5* 1. (A) Banda aislada del extracto MEXU 7487; (B) estándara-

amanotoxina; (C) banda aislada del extracto MEXU 7487 con el estándar de a-amanotoxina.
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servó erección pilomotora; mientras que los ratones testigo solo mostraron baja de acti-
vidad motora. Todos los ratones sobrevivieron al tratamiento.

La necropsia realizada con todos los ratones reveló que los que fueron inoculados
con dos de los ocho extractos de A. verna (MEXU 7487 y 5792), mostraron los ríñones
decolorados y el estómago colapsado, el hígado también decolorado y también un poco
moteado, el bazo colapsado y los pulmones congestionados, daño que también fue
causado en los ratones por el resto de los extractos (MEXU 7505, 16798, 16799, 16800
y 1550), con excepción del extracto de A. verna (MEXU 12282). La necropsia de los ra-
tones testigo no mostró síntomas parecidos a los anteriores.

El estudio histopatológico realizado en varios órganos de cada ratón tratado, mostró
que para todos los ratones que fueron inoculados con extractos de los ocho ejemplares
de A. verna, el estómago, el intestino y el bazo no presentaron alteraciones histológicas
de importancia. El hígado fue dañado en todos los casos, presentando necrosis zonales
de células hepáticas, hiperplasia de células de Kupffer (Fig. 4) y gotas finas de grasa en
zonas períportales (Fig. 5); daños que no fueron ocasionados por el extracto del
ejemplar de A. venta (MEXU 12282). El daño en los ríñones de los ratones tratados fue
solamente causado por cuatro de los ocho extractos de A. verna (MEXU 7487, 5792,
16799 y 1550), observándose tumefacción turbia en el epitelio de los túbulos contornea-
dos proximales, material proteico en túbulos colectores distales y áreas de necrosis tu-
bular aguda (Fig. 6). En los pulmones los daños fueron menos severos, observándose
para todos los casos congestión venosa, con excepción de los ratones inoculados con el
extracto del ejemplar de A. vema (MEXU 12282). El hígado (Fig. 7), los ríñones (Fig.
8) y los pulmones de los ratones testigos no mostraron ningún daño.

DISCUSIÓN

Con el análisis cromatografía) realizado con los ejemplares de A. nema en este traba-
jo, se demostró la presencia de os-amanotoxina en uno solo de los ejemplares de esta es-
pecie (MEXU 7487), estando aparentemente ausente en el resto de los ejemplares
(MEXU 5792, 7505, 16798, 12282, 16799, 16800 y 1550), lo cual posiblemente tenga
que ver con la variabilidad intrínseca en que se encuentra la toxina en A. vema y que
aparentemente en esta especie está más acentuada que en otras, como se ha observado
en los estudios realizados por Benedict el al. (1970), Presión et al. (1975) y Yocum y Si-
mons (1977). También es importante considerar en este punto la distribución de la to-
xina en los ejemplares, es decir que además de encontrarse en el píleo, pudiera estar
presente en otras estructuras del hongo. Este fue uno de los puntos que nos llevó a reali-
zar la prueba de Meixner en diferentes partes de los ejemplares estudiados, además de
confirmar la presencia de a-amanotoxina en el ejemplar de A. verna (MEXU 7487) y en
el extracto obtenido de el; de esta manera con excepción de este ejemplar y de A. verna
(MEXU 12282) que fue negativo en este ensayo, los resultados obtenidos con las partes
del píleo y del estípite del resto de los ejemplares (MEXU 5792, 7505, 16798, 16799,
16800 y 1550) no fueron claros, debido a que los colores de las manchas de las diferen-
tes partes de estos ejemplares no dieron la coloración característica de las amanotoxi-
nas, ni el color característico de la mancha control de HCL concentrado. Sin embargo,
el color de las manchas que presentaron se acercó más al color azul-verde del estándar
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Figs. 4-8.- 4: Daños ocasionados por extractos de Amamta verna a nivel histológico en hígado de ratones. (A)
zonas de células hepáticas en necrosis. (B) incremento de células reticulo-endoteliales y de Kupffer. 5: Gotas
finas de grasa en tejido hepático de ratones, alteración ocasionada por extractos de Amonita verna. 6: Altera-
ciones ocasionadas por extractos de Amonita verna a nivel histológico en riñon de ratones. (A) tumefacción
turbia del epitelio del túbulo contorneado proximal. (B) material pcoteínico en túbulos colectores distales.
(C) necrosis tubular. 7: Tejido hepático normal de un ratón testigo. 8: Tejido renal normal de un ratón

testigo.
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dea-amanotoxina, que el color verde olivo mostrado por la mancha control de HCL
concentrado.

Se debe considerar también que otros factores intervengan en la presencia o ausencia
de metabolitos secundarios en los hongos, como podrían ser la madurez de los carpófo-
ros, su relación con el medio ambiente (tipo de vegetación, tipo y componentes del
suelo, temperatura ambiental, humedad relativa, etc.), o que tal vez estén involucra-
dos factores genéticos (Presión et al, 1975).

Ante lo ya discutido, el ensayo biológico realizado nos reveló en su primera fase (tra-
tamiento in vivo y necropsia) que los ejemplares de A. verna (MEXU 7487, 5792, 16798
y 16800) causaron alteraciones como las señaladas por Tyler et al. (1963) y Brady et al.
(1975), al inocular ratones con extractos crudos con amanotoxinas, por lo que se podría
inferir parcialmente que los ejemplares estudiados en este trabajo que causaron dichas
alteraciones, podrían tener amanotoxinas en muy pequeñas cantidades, ya que
químicamente no fueron detectadas. Esto nos condujo a realizar el estudio histopatoló-
gico, el cual nos reveló daños en el hígado, en los ríñones y en los pulmones; los daños
en el hígado fueron similares a los ocasionados por un caso de envenenamiento con A.
verna en E.U.A., al cual sobrevivieron dos personas (Panner y Hanss, 1969). Trabajo
en el cual se registran algunas zonas con áreas necróticas en el tejido hepático, incre-
mento de células reticuloendoteliales en sinusoides cerca de áreas portales, hiperplasia
de células de Kupffer y gotas finas de grasa en zonas periportales. Estos daños son
característicos de envenenamientos con amanotoxinas y son las mismas alteraciones
que con mayor o menor frecuencia mostraron los hígados de los ratones tratados con
los diferentes extractos de los ejemplares de A. verna. En el riñon el daño causado por
los ejemplares de A. nema (MEXU 7487, 5792, 16799 y 1550) fue en el túbulo cotorneado
proximal, alteración que coincide con lo reportado por Simons (1917), Hatfield y
Brady (1975), Lincoff (1977) y Lampe (1979). El pulmón fue dañado por todos los
extractos de A. verna, con excepción del ejemplar MEXU 12282 causando una conges-
tión venosa, daño que coincidió con lo observado por uno de los autores (Aroche) y que
podría ser consecuencia secundaria en los envenenamientos con amanotoxinas.

Lo ya expuesto nos sugiere que aunque químicamente la toxina no se registró en los
ejemplares de A. verna (MEXU 5792, 7505, 16798, 16799, 16800 y 1550); ésta se en-
cuentra presente en escasa cantidad, muy variable en los diferentes ejemplares estu-
diados, con excepción del ejemplar MEXU 12282 que mostró resultados negativos en
todas las pruebas.

CONCLUSIONES

Se registró y confirmó mediante los ensayos químicos y biológico la presencia de -
amanotoxina en el ejemplar MEXU 7487. Con excepción del ejemplar MEXU 12282,
los demás ejemplares (MEXU 5792, 7487, 7505, 16798, 16799, 16800 y 1550) son tó-
xicos, debido a que se demostró por bioensayo la presencia en ellos de amanotoxinas.
Los ejemplares de esta especie en México, se comportan de forma similar a lo registra-
do para Europa y E.U.A., respecto a la variabilidad de su toxicidad. El registro de
amanotoxinas en el material estudiado mediante los ensayos químico y biológico, es
otro aspecto que se debe considerar junto con los caracteres macroscópicos y microscó-
picos para determinar con mayor precisión la identidad de A. verna.
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