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Resumen: Amanita muscaria es el hongo
entedgeno mas antiguo usado por el hombre
como alucindégeno, su ingestion produce
al inicio intoxicacién gastrica seguida de
alteraciones nerviosas con percepcion de
alucinaciones y en dosis elevadas produce
coma. El objetivo de este trabajo fue realizar
identificar los metabolitos secundarios y
evaluar el efecto antiagregante de los extractos
acuoso y etandlico de Amanita muscaria
sobre plaquetas. Se realizo6 una marcha
fitoquimica para identificar la presencia en el
extracto de alcaloides, flavonoides, saponinas,
taninos, cumarinas, glicésidos cardiotdnicos,

sesquiterpenlactonas y quinonas. Posterior-
mente, para evaluar el efecto sobre la funcién
plaquetaria, se seleccionaron 15 sujetos
con indice de masa corporal normal (18.5-
24.9 kg/m? bajo riesgo cardiovascular), sin
enfermedad aparente y con edades entre 22
y 44 afnos, y por puncion venosa se realizé la
extraccion de 10 mL de sangre. La muestra de
sangre fue centrifugada para obtener Plasma
Rico en Plaquetas y centrifugadas con buffer
CGS-EDTA para obtener solo plaquetas. La
respuesta de agregacion plaquetaria se midié
utilizando 80,000 plaquetas y 3ug/uL de los
extractos,comoagonistas control seemplearon
trombina y Adenosin difosfato. El tamizaje
fitoquimico mostro la presencia de alcaloides,
saponinas, taninos, sesquiterpenlactonas y
quinonas, mientras que en los ensayos de
agregacion plaquetaria se observd que los
extractos de Amanita muscaria son capaces
de inhibir la agregacion plaquetaria inducida
por Adenosin difosfato y trombina en un 50%
y 25%, respectivamente. En conclusion, este
trabajo muestra la presencia de metabolitos
activos con potencial de antiagregantes
plaquetarios, lo que podria representar un
problema en caso de producirse intoxicacion
por Amanita muscaria, sin embargo, esta
actividad antiagregante podria ser utilizada
para la obtenciéon de compuestos utilizados
para prevenir la formacién de trombos en
situaciones de riesgo de episodios obstructivos
coronarios y cerebrales, cirugia vascular o
dialisis.

Palabras clave: Plaquetas, antiagregante,
intoxicacion, eventos adversos
cardiovasculares.

INTRODUCCION

Los hongos, microscopicos 0
macroscopicos, cumplen una funcion

determinante en los ecosistemas al participar
como  descomponedores de  materia
organica, ademas de otras aplicaciones para
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el ser humano. El interés por los hongos
macroscopicos (también conocidos como
macromicetos o macrohongos) ha aumentado
en los tltimos afos por su faceta culinaria, sus
actividades bioldgicas y por su gran potencial
como fuente de metabolitos secundarios. No
obstante, se desconocen las propiedades de
muchos macromicetos porque la gran mayoria
de estudios se enfocan hacia las especies mas
abundantes o aquellas relacionadas con algtin
caso de intoxicacion (Ruiz et al., 2017).

Por su gran ndmero de especies y
endemismos, México ocupa el quinto
lugar en el mundo contando con el 10%
de la diversidad terrestre. De acuerdo con
(Guzman, 1998)), se calcula que en México
existen mas de 200 000 especies de hongos,
de los cudles se estiman que se conocen 4500
especies de macromicetos. Oaxaca es el estado
con mayor riqueza biocultural de México y se
cree que hay mas de 2500 especies de hongos
macroscopicos (Bautista & Aguilar, 2019).

En México y particularmente en Oaxaca
ain predomina la antigua tradicion de
recolectar y consumir hongos silvestres,
sin embargo, hay algunos que poseen
sustancias toxicas al ser consumidos y que
pueden provocar desde un simple cuadro
gastrointestinal hasta la muerte. Al conjunto
de sintomas provocados por la ingesta de este
tipo de hongos se le denomina micetismo.
Aunque no se conoce el total de hongos
toxicos se estima que existen alrededor de 100
especies toxicas o sospechosas de toxicidad,
principalmente especies del género Amanita
(Ramirez & Aranda, 2019).

Dentro de las especies mas conocidas,
podemos mencionar a Amanita muscaria,
caracterizada por un sombrero rojo recubierto
de verrugas blancas, esta especie contiene
derivados isoxazdlicos (acido iboténico y
muscimol) que producen efectos sobre el
sistema nervioso central, principalmente. Los
sintomas que se conocen incluyen nauseas,

vomito, sensacion de embriaguez, mareos,
distorsiones visuales, auditivas, entre otros.
De igual manera, se cuentas con escasos
reportes de compuestos con antecedentes
de efectos en la coagulacién, por ende, en el
presente trabajo se evalud el efecto de Amanita
muscaria sobre la agregacién plaquetaria
inducida por adenosin difosfato y trombina,
y se identificaron las posibles familias de
metabolitos responsables.

MATERIAL Y METODOS

RECOLECCION DE MUESTRA

Los ejemplares del hongo Amanita
muscaria fueron recolectados el dia 29 de
julio del 2019 en la localidad de San Antonio
Cuajimoloyas (longitud -96.4523000 vy
latitud 17.1189300), Oaxaca. Se lavaron para
eliminar restos de tierra y posteriormente
se deshidrataron en un secador convectivo
a 50° C durante 6 horas. Las muestras se
almacenaron en bolsas plasticas y a su vez en
un contenedor hermético.

PREPARACION DE EXTRACTOS

Se prepararon dos extractos,
y etanolico, a partir de 0.5 g de muestra
con 50 mL de agua destilada y etanol 96°,
respectivamente. Se llevaron a agitacién
durante 24 horas, y posteriormente se utilizo
para realizar el tamizaje fitoquimico y ensayo
cromatografico. Paralos ensayos de agregacion
plaquetaria, se evaporo el solvente en bafio
Maria y se reconstituyeron en Buffer Fosfato
Salino pH 7.4 para obtener una concentracion
final de 1 mg/mL.

acuoso

TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico se realizd
siguiendo la metodologia de Dominguez,
1988 para identificar 9 familias de metabolitos
(alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos,
cumarinas, glicésidos cardiotdnicos,
sesquiterpenlactonas y quinonas).
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA Y
BIDIMENSIONAL

Se utilizaron placas de silica gel 60
F,., (Millipore), y los sistemas de fase
moévil (acetato de etilo-acetona 80:20 v/v,
hexano-acetato de etilo en proporciones
75:25 y 90:10 v/v). La identificaciéon de
metabolitos fue a 254 y 365 nm utilizando
la lampara UVP UVGL-58 (Analytikjena)
y como reveladores se utiliz6 Vainillina-
Acido sulfarico (saponinas), Citrobérico,
Borntrager (flavonoides), Hidroxido de
Potasio (derivados antracénicos), Dragendorft
Modificaciéon Munier (alcaloides) y Cloruro
férrico-ferrocianuro de potasio(fenoles).

PRUEBAS DE  AGREGACION
PLAQUETARIA

Se seleccionaron 15 sujetos aparentemente
sanos, entre 22 y 44 afnos, con IMC entre
19.6 y 29.3 Kg/m? que no presentaran
enfermedades aparentes ni consumo de
medicamentos o alcohol en las ultimas 48
horas, y en el caso de las mujeres, que no
estuvieran en su periodo menstrual.

Las muestras de sangre obtenidas mediante
puncion venosa fueron recolectadas en tubos
con anticoagulante ACD (acido citrico,
citrato de sodio, dextrosa). Para los ensayos
con ADP, se separ6 el plasma rico mediante
centrifugacion lenta (900 rpm) durante 12
minutos, y plasma pobre en plaquetas por
centrifugacion rapida (1800 rpm) durante
5 minutos. En cuanto a los ensayos con
trombina, se utilizaron plaquetas lavadas
con CGS-EDTA (citrato de sodio, cloruro de
sodio, EDTA so6dico, dextrosa anhidra) y CGS
(citrato de sodio, dextrosa anhidra, cloruro de
sodio). Se realizd el conteo celular y se ajustd
a200 000 y 80 000 plaquetas para cada técnica
respectivamente.

Se evaluaron diferentes concentraciones
de Adenosin difosfato (0.58, 1.17 y 2.34
uM), de Trombina (1U) y de los extractos de

Amanita muscaria (3 pg/pL). Los ensayos se
llevaron a cabo manteniendo la temperatura a
37° C utilizando el agregémetro Chrono-log,
los agonistas se afiadieron a los 30 segundos
de iniciada la agregaciéon y el tiempo de
ejecucion fue de 8 minutos.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé6 la prueba t para datos no
pareados de dos colas, con un intervalo
de confianza al 99% utilizando el software
GraphPad Prism 5.02. El valor de p<0.001 se
considerd estadisticamente significativo.

RESULTADOS

TAMIZAJE FITOQUIMICO Y
CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

En el tamizaje fitoquimico se
identificaron familias de metabolitos
como: alcaloides, saponinas, taninos,

sesquiterpenlactonas (acuoso) y quinonas.
Asimismo, mediante cromatografia en capa
fina y bidimensional utilizando reveladores
se  pudieron identificar flavonoides,
saponinas y cumarinas.

Para confirmar la presencia de los
metabolitos secundarios en los extractos de
Amanita muscaria se utiliz6 la cromatografia
de capa fina, la cual se basa en la diferencia de
la velocidad de migracién de cada uno de los
componentes a través de la fase estacionaria,
arrastrada por la fase moévil. Se utilizaron
diferentes reveladores, obteniéndose las
siguientes cromatografia con el extracto
acuoso (Figura 1) y el extracto etanolico
(Figura 2) .

AGREGACION PLAQUETARIA

El plasma rico en plaquetas se utilizd para
evaluar el efecto sobre adenosin difosfato,
mientras que las plaquetas se utilizaron para
evaluar el efecto sobre trombina, en ambos
casos se utilizo el extracto de Amanita
muscaria antes de agregar los agonistas.
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Familia de metabolitos secundarios Extracto Extrfigto Actividades bioldgicas relacionadas con hemostasia
acuoso etandlico
Alcaloides */** +/- +/- Antihipertensiva, antiarritmica.
Saponinas */** ++ +/+ Hemolitica, antiagregante plaquetario.
Taninos/Fenoles */** +/- +/- Hemostéticos, antihemorrégicos.
Sesquiterpenlactonas* - +
Quinonas* + +
Flavonoides** - + Antihemorragicos, antiarritmicos.
Cumarinas */** +/- -/- Anticoagulante

*Tamizaje fitoquimico, ** Cromatografia en capa fina.

Tabla 1. Metabolitos secundarios identificados en Amanita muscaria.

Sp )
™
A B C D E F G H

Figura 1. Cromatografia de Capa Fina del extracto acuoso. A) Control 365 nm, B) Control 254 nm, C)
Saponinas (SP), D) Flavonoides, E) Derivados antracénicos, F) Cumarinas (CM), G) Alcaloides, H) Fenoles.

Figura 2. Cromatografia de Capa Fina del extracto etandlico. A) Control 365 nm, B) Control 254 nm, C)

Saponinas (SP), D) Flavonoides, E) Derivados antracénicos, F) Cumarinas (CM), G) Alcaloides, H) Fenoles.




a)

b)

Figura 3. Efecto de los extractos de Amanita muscaria sobre la agregacién plaquetaria inducida con a)
ADP (0.58, 1.17 y 2.34 uM) y b) Trombina (1U) expresada como porcentaje (+DE n=20). **p<0.0001
comparado con los controles.

Ambos extractos (acuoso y etandlico)
causaron una inhibicién de la agregacion
plaquetaria inducida por ADP y trombina,
siendo mds marcada en los ensayos con ADP.

DISCUSION

La activacion de las plaquetas conduce
a muchos eventos incluyendo cambios
morfolégicos, adhesién, secrecién y
agregacion plaquetaria, ademds de sus
funciones fisioldgicas, desempefian un
papel crucial en la patogénesis de algunas
enfermedades cardiovasculares, hipertension
arterial, ateroesclerosis (Kurrelmeyer et
al, 2003) y eventos isquémicos (Fateh-
Moghadam et al., 2007).

Este estudio destaca las propiedades
antiplaquetarias de Amanita muscaria, se
demostrd que los extractos acuoso y etandlico
de dicho hongo inhibieron la agregacién
plaquetaria inducida tanto por ADP como
por trombina de una manera dependiente.

Por si solos, los extractos favorecieron
la agregacion plaquetaria en porcentajes
similares, 27% el acuoso y 28% el etandlico,
sin embargo, fueron capaces de disminuir
la agregaciéon inducida por ADP y trombina
en mas del 50%, lo cual sugiere que Amanita

muscaria podria actuar sobre algunos

mediadores vinculados con las vias de
sefializacion de ADP y trombina, tales como
los receptores P2Y1, P2Y12, PAR1 y PAR4.

Los resultados obtenidos en este trabajo
concuerdan con los reportados en otras
especies de hongos, como Auricularia
polytricha (Yoon et al., 2003), Ganoderma
lucidum (Wang et al., 1991), Lentinus edodes
(Tiratana et al.,, 1992) y Amanita phalloides,
que de igual manera presentaron efectos
antiagregantes.

Por otra parte, el tamizaje fitoquimico
y cromatografica arrojé la presencia de
alcaloides, saponinas de tipo triterpenoide,
fenoles, quinonas y cumarinas. Estos
resultados son similares a los reportados
por Rey y Vargas (2009), quienes, mediante
cromatografia en capa fina
extractos de A. muscaria con éter de petrdleo
y diclorometano, identificando terpenoides,
flavonoides y  glicosidos

evaluaron

cumarinas,
cardiotonicos.
El efecto antiagregante de Amanita
muscaria podria atribuirse a los metabolitos
presentes en ella, como saponinas, taninos,
cumarinas y glicédsidos cardiotonicos, los
cuales ya han sido reportados con efectos
sobre la hemostasia (Friedman et al., 1977)
(Wollny et al., 1999) (Jeon et al (2015) (Lei
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et al., 2015) (Olas et al., 2020) (Schoner &
Scheiner-Bobis, 2007).

CONCLUSION

En conclusion, en este trabajo se demostrd
que los extractos etanolico y acuoso
de Amanita muscaria ejercen efecto de
antiagregante plaquetario. Los componentes
de Amanita muscaria pueden interaccionar
con alguno de los mediadores vinculados
con las vias de sefializacidon proagregantes de
Adenosin difosfato o trombina, sin embargo,
para confirmar esto se deben de realizar mas
estudios para caracterizar e identificar cada
uno de los principios activos y sus mecanismos
de accion. La presencia de metabolitos activos
con potencial de antiagregantes plaquetarios
podria representar un problema en caso
de producirse intoxicaciéon por Amanita
muscaria, sin embargo, esta actividad
antiagregante demuestra potencial para
la obtenciéon de compuestos utilizados
para prevenir la formacién de trombos en
situaciones de riesgo de episodios obstructivos
coronarios y cerebrales, cirugia vascular o
dialisis.
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