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SUMMARY

Results obtained on the record of toxic peptides of Amanita phalloides Fr., A. virosa Fr.
(Section Phalloidae) and A. bisporigera Atk. (Amidellag) in Mexico are presented. We
discuss the importance of this metabolites as chemotaxonomic markers, as well as the
use of bioassay as a measure of toxicity of the species studied. This work is part of a
general plan for developing criteria to know the properties of biological activity and the
chemical register that support taxonomic confirmation of several Mexican species of
Genus Amanita. Herbarium material and information to develop this study are kept in
the Herbario Nacional (MEXU) at Instituto de Biologia, Herbario de la Facultad de
Ciencias (FCME) UNAM and Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgi-
cas, Instituto Politécnico Nacional (ENCB).

RESUMEN

Se presentan los resultados obtenidos sobre el registro de ciclopéptidos t6éxicos de
Amanita phalloides Fr., A. virosa Fr. (Seccién Phalloidae) y A. bisporigera Atk. (Secci6n
Amidellag) en México. Se discute la importancia de estas substancias como marcadores
quimiotaxonémicos y se evalia mediante bioensayo el potencial téxico de las especies
investigadas. Este trabajo forma parte de un proyecto en el cual el registro quimico y la
actividad biolégica de diversas substancias son utilizados como un criterio colateral que
apoya la ubicaci6n o confirmacién taxondémica de las diversas especies del género Ama-
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nifa en México. La informacién obtenida y el material herborizado se encuentran depo-
sitados en el Herbario Nacional (MEXU) del Instituto de Biologfa, en el Herbario de
la Facultad de Ciencias (FCME), UNAM, y en el Herbario de la Escuela Nacional de
Ciencias Biolégicas, Instituto Politécnico Nacional (ENCB).

INTRODUYCCION

Dentro del género Amanita, la presencia de ciclopéptidos téxicos tipo aminitina ca-
racterizan y apoyan la ubicacién de diversas especies como representantes de la Seccién
Phalloidae (Singer, 1975); sin embargo, con base en otros criterios taxonémicos, algu-
nas especies que poseen las mismas substancias son ubicadas dentro de la Seccién
Amidellae. Por otro lado, no tiene discusién a la fecha la plasticidad morfolégica y
microscépica del complejo Amanita phalloides-A. verna-A. viresa (Tanghe y Simons, 1973;
Litten, 1975; Yocum y Simons, 1977; Ammirati et al., 1977 y Andary et al., 1979). De
esta forma, mientras se realizan estudios taxonémicos para caracterizar estas especies y
precisar su variabilidad; se intenta asimismo conocer un poco mds de su toxicidad, su
distribucién, su ecologfa, a la vez de conducir estudios quimicos que retroalimentan
dicha informacién en la taxonomia.

En el presente estudio se presentan los resultados preliminares obtenidos del estudio
sobre la presencia de diversos ciclopéptidos téxicos en Amanita phalloides, A. virosa y A.

bisporigera.

MATERIALES Y METODOS

La metodologfa realizada en este trabajo es una modificacién de los procedimientos
utilizados por Pérez-Silva y Aroche (1980) para el registro preliminar de las amano-
toxinas. La prueba de Meixner de acuerdo con Beutler y Vergeer (1980), la cromato-
graffa en placa delgada de gel de silice G, propuesta por Stijve y Seeger (1979) y el pro-
tocolo farmacolégico preliminar de Malone y Robichaud (1962); fueron pruebas com-
plementarias y de confirmacién quimica.

La dificultad que existe en registrar a las falotoxinas quimicamente, planteé su bis-
queda mediante bioensayo, via inyeccién intraperitoneal de los extractos crudos de ca-
da especie investigada, comparando los resultados obtenidos de la inoculacién de los
compuestos utilizados como patrén de referencia amanitina y faloidina a upa dosis letal
(Dp) 50 y 100, respectivamente. A partir de pruebas preliminares, se programé la dece-
rebracién craneovertebral para el caso de faloidina, a las 5 horas de la inoculacién; y
para las amanotoxinas, a las 72 horas de la misma. Este planteamiento aprovecha la ra-
pida toxicidad de faloidina cuando es inoculada intraperitonealmente en ratones
machos de la cepa Winster y en el caso de las amanitinas, su hepatotoxicidad a dosis al-
tas en las primeras 48 horas y su accién en los rifiones durante las primeras 72 horas a
dosis bajas (Lampe, 1979). El estudio histopatolégico deberfa registrar para cada caso
los dafios caracterfsticos ptoducidos por cada una de las familias qufmicas que se desea-
ba investigar.

Cuando se trabajé con las extractos de A. phalloides (recolectada en México, Villegas
et al., 1982) a una dosis maxima de 100 mg/kg el experimental funcioné para bisqueda
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de amanitinas, con muerte expontdnea de los ratones inoculados en un periodo de 48
horas. Una dosis de 200 mg/kg produjo la muerte de todos los ratones en iin'periodo de
4 horas a partir de la inyeccién. Los animales inoculados con el compuesto de referen-
cia faloidina a una Iy, 100, sucumbieron a las dos horas de la inyeccién y los inoculados
a una Dy, 50 a las 4 horas de iniciado el tratamiento; los ratones inoculados a una ;.
100 de amanitina sucumbieron a las 48 horas.

A partir de estos resultados y considerando que la dosis de faloidina en el extracto
crudo de 4. phalloides debia ser equivalente a una Dy, 50 (aproximadamente 2 mg/kg de
faloidina) y para las amanotoxinas 0.1 de mg/kg, se establecieron los valores de 200
mg/kg y de 100 mg/kg de extracto crudo para la biisqueda de letalidad producida por
faloidinas y por amanitinas respectivamente para los extractos de 4. virosay de 4. bispo-
rigera.

Cuando se trabajaron esas dosis de extracto crudo en 4. virosa, la muerte exponténea
se produjo a las 24 horas de la inoculacién de 200 mg/kg de extracto crudo; momento
en el cual, todos los ratones sobrevivientes sucumbieron por decerebracién craneover-
tebral. A la dosis de 100 mg/kg el 50% sucumbieron al séptimo dfa de la inoculacién.
Los extractos de A. bisporigera fueron tratados igual que A, virosa. En este trabajo, los
ejemplares de A. virosa (MEXU 11642; 13351 y 13632) fueron recolectados e identifica-
dos por Pérez-Silva; los ejemplares de 4. bisporigera (MEXU 7327) fueron recolectados
¢ identificados por Herrera y Singer; los ejemplares de la misma especie (MEXU
16856 y 16857) fueron recolectados e identificados por el primer autor de este trabajo;
los de A. phalloides (FCME 1152, con duplicado en MEXU 16913 y en ENCB) fueron
recolectados por Madariaga e identificados y confirmados por Villegas ef al. (1982).

RESULTADOS

La prueba de Meixner realizada en los 7 extractos metandlicos estudiados, registré
un gradiente de colores del azul-verde al gris; correspondiente a la presencia de las
amanotoxinas. En la cromatografia de capa delgada de gel de silice G desarrollada con
una mezcla de metanol-metil etil cetona (1:1); revelando con cinamaldehido al 1% en
metanol y vapores de dcido clorhidrico concentrado, fueron registradas en A. phalloides
(FCME 1152) las amanitinas « y  ; y débilmentela ¥. En A. virosa (MEXU 13351 y
13632) se registraron las tres amanitinas. En A. bisporigera (MEXU 7327, 16856 y
16857) y en A. virosa (MEXU 11642), se registraron nicamente la oy (3 amanitinas,
respectivamente (Fig. 1).

Mediante la cromatografia propuesta por Stijve y Seeger (1979), se confirmé la pre-
sencia de las mismas substancias; sin embargo, la presencia de faloidinas débilmente
‘pudo observarse en el extracto procedente de 4. phalloides (Fig. 1B).

Del ensayo farmacolégico preliminar de Malone y Robichaud (1962), se obtuvieron
los siguientes resultados.

1- Los animales inoculados con 200 mg/kg de extracto crudo de A. phalloides y los in-
yectados con faloidina a una dosis letal de 2:5 mg/kg, presentaron muerte espontinea a
las 3 y 4 horas a partir de la inyeccién. En la necropsia se observé la necrosis hemorra-
gica del higado (Fig. 3-5). Los rifiones se encontraron normales (Figs. 7-8). El estudio
histopatoldgico reveld en el higado, necrosis hemorragica, degeneracién vacuolar, aba-
lonamiento de los hepatocitos, devastacién del parénquima en grados variables, in-
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Fig. 1. Cromatografia en capa delgada de extractos metanélicos de Amanita phalloides (FCME 1152), A. virosa

y de A. bisporigera (MEXU). (A) Compuestos de referencia @, 8 y 7 amanitinas. (B) A. phalloides (FCME

1152, se indica la posicidn de faloidina. (C) A. sirosa (MEXU 11642). (D) 4. virasa (MEXU 13351). (E) 4.

virosa (MEXU 13632). (F) 4. bisporigera (MEXU 7327). A. bisporigera (MEXU "16856) y A. bisporigera
(MEXU 16857) (G y H).

filtrado inflamatorio y eritrofagocitosis (Figs. 2-3). El incremento del volumen hepato-
celular fue evidente (80-90%).

2- Los animales inoculados con 100 mg/kg de extracto crudo de la misma especie,
presentaron muerte espontédnea entre las 48 y las 72 horas a partir de la inyeccién. Los
inyectados con faloidina a una dosis de 1 mg/kg, fueron sacrificados por decerebracién
craneovertebral entre las 48 y las 72 horas a partir de la inoculacién. Durante las pri-
meras 24 horas todos los animales tratados con el extracto y los tratados con el estdn-
dar, observaron una conducta agresiva con incremento de su actividad sexual, en algu-
nos casos esta conducta se prolongd hasta las 48 horas. El estudio histopatoldgico revelé
en el higado, congestién centrolobulillar, degeneracién facuolar, necrosis hemorrégica
zonal e infiltrado inflamatorio en la mayorfa de los animales (Figs. 7-8). En otros, se
observan también dafios en los rifiones los cuales se observaron izquémicos (Figs.
15-16).

3- Los animales inoculados con 4. virosa (MEXU 11642) a una dosis de 200 mg/kg,
presentaron muerte espontinea a las 24 horas. El estudio histopatolégico revelé en el
higado, necrosis hepdtica masiva, incremento del volumen hepatocelular y necrosis
cortical renal. En los extractos restantes de A. virosa, todos los animales inoculados a
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esa misma dosis fueron sacrificados por decerebracién craneovertebral. El estudio his-
topatol6gico registré dafios iniciales y en progreso de congestién centrolobulillar, dege-
racién vacuolar, necrosis hemorrigica zonal e infiltrado inflamatorio en el higado
(Figs. 7-8). Los rifiones presentaron congestién venosa cortical (Figs. 11-12),

4- Los animales inoculados con la misma especie a una dosis de 100 mg/kg, no pre-
sentaron muerte espontinea antes del séptimo dia y en éstos el andlisis histopatoldgico
revel6 dafio principal en el rifién mediante la isquemia (Figs. 15-16).

5- Los animales inoculados con extractos de A. bisporigera, en ningtin caso sucumbie-
ron espontaneamente y los sacrificados por decerebracién craneovertebral presentaron
en el higado congestién centrolobulillar inicial y en algunos casos no presentaron alte-
racion alguna. Los rifiones en todos los casos presentaron congestién venosa cortical
(Figs. 11-12).

6- Los animales inoculados con esta misma especie a una dosis de 100 mg/kg, fueron
sacrificados por decerebracién y tinicamente se observé trazas de alteraciones a nivel
de los rifiones (Figs. 15-16) mediante la isquemia.

En general los siguientes datos son significativos:

a) La muerte espontdnea lleva consigo manifestaciones diferentes en los animales
inoculados con 4. phalloides y en los inoculados con 4. viresa.

b) En A. phalloides, el periodo previo a la muerte presenta sintomas como adinamia,
ereccién pilomotora marcada, temblores finos del cuerpo, lagrimeo, posicién de las
orejas totalmente horizontal y pérdida absoluta del Rigor Mortis.

c) En A. virosa, se presenta ligera ereccién pilomotora, alteraciones marcadas en el
equilibrio, pardlisis del tren posterior, hemorragia nasal, apetito, sed, ausencia de
patrones conductuales de agresividad e incremento del Rigor Mortis.

d) En A. bisporigera, las observaciones anteriormente citadas no se presentaron; por
consiguiente, se considera que la aplicacién de otros planteamientos podran contribuir
en el futuro a la obtencién de datos mas precisos acerca de la toxicidad de esta especie.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

A. phallotdes es una especie tinica en su accién. Los estudios taxondémicos, quimicos y
de bioensaye se correlacionan adecuadamente para fundamentar la presencia de ésta
en México. Se considera que los animales muertos a las 4 horas de la inoculacién del
extracto, estuvieron intoxicados por faloidinas con base en la comparacién con los ani-
males inyectados con el estindar y con los testigos. Por otra parte, el efecto de las ama-
nitinas pudo ser evidenciado en todas las pruebas.

A. virosa es una especie que presenta otras modalidades (Willand y Faulstich, 1980) y
atin cuando se registrd la presencia de amanotoxinas mediante la evaluacién quimica e
histopatoldgica, las pruebas emitidas en este estudio tinicamente permiten suponer que
la faloidina se encontrd en escasa concentracidn; ademads de considerar, la presencia de
amaninamida, una de las substancias descubiertas hasta hace poco por Buku ef al.
(1980), con posibilidad de causar efectos que bien podrfan junto con otras substancias
caracterizar la tipica intoxicacién producida por 4. viresa.

Desde el punto de vista del potencial téxico de estas especies; incluyendo a 4. bispori-
gera, podemos afirmar que en estos estudios, considerados preliminares, la toxicidad va
en orden decreciente de A. phalloides a A. virosa a A. bisporigera. Por otra parte, A. wrosa tie-
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Figs. 2-6. Efectos de faloidinas. En los cortes se ilustra 2.- Zonas de necrosis hemorrdgica A, que alternan

con dreas de degeneracién vacuolar B, abalonamiento de los hepatocitos C, desvastacidn del parénquima en

grados variables D, infiltrado inflamatorio E. 160 x . 3.- Acercamiento, eritrofagocitosis A y degeneracidn

vacuolar B. 400 x . 4.- Aspecto macroscépico del higado, acercamiento, 5.- Higado completo. 6.- Higado
normal.
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Figs. 7-12, Efectos de amanotoxinas a dosis elevadas. Observado en 4. phalloides, A. virosa y A. bisporigera. El

estudio del higado muestra 7.- Congestién centrolobulillar A, infiltrado inflamatorio, B, degeneracidn

vacuolar C, necrosis hemorrdgica zonal D. 160 x . 8.- Aspecto macroscépico puntilleo fino A, 9.- Rifion

normal 160 x . 10.- Higado normal 160 x . El andlisis del rifién presenta 11.- Congestién venosa cortical,
160 x . 12.- Macroscdpicamente son normales. Efectos presentes en 4. virosa y A. bisporigera.
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Figs. 13-16. Se presenta rifién. 13.- Aspecto normal macroscipico. 14.- Aspecto microscdpico, 19.- Isqué-
mico microscdpico. 16.- Isquemia macrosedpico. Efecto de amanotoxinas a dosis bajas (accidén a las 72 ho-

ras). Dbservados en 4. phallpides.
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ne una amplia distribucién en México y se puede considerar la especie mds peligrosa.
Es importante en todo momento conocer la distribucién de cada una de las especies tra-
bajadas; asf como también, prevenir al s¢ctor médico de esta distribucién. Actualmen-
te, otras especies pueden iniciar sus procesos adaptativos y por consecuencia se piensa
que este tipo de estudios puede contribuir en parte, al conocimiento de dicho potencial
téxico; ademds, de su importancia bioldgica.

Con respecto a la importancia de la presencia de los compuestos analizados en el pre-
sente estudio, queda implicito su valor quimiotaxonémico en la ubicacién de estas es-
pecies; el cual como en este caso, permiti6 confirmar la presencia de A. phalloides en
Meéxico.
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