HEMOLYTIC EFFECT ON HUMAN ERYTHROCYTES ISOLATED BY AN
EXTRACT OF THE MEDICALLY IMPORTANT FUNGUS CHLOROPHYLLUM
MOLYBDITES

El consumo de hongos silvestres se ha incrementado en los ultimos
afnos, pero en algunas ocasiones se confunden los hongos
comestibles con los hongos venenosos. Chlorophyllum molybdites es
una de las principales especies responsables de las intoxicaciones por
hongos silvestres en México y en otras regiones del mundo, y no
existen antecedentes de su toxicidad en eritrocitos humanos in vitro.
Para las pruebas de hemdlisis se elaboré un extracto acuoso de C.
molybdites, y se aplicaron las siguientes concentraciones: 0, 250, 500
y 1000 pg/ml. Los eritrocitos se incubaron a 37°C por 1 hora, y se
determiné el % de hemdlisis a partir de las absorbancias obtenidas a
415 nm (liberacion de hemoglobina). El hongo C. molybdites causé un
30% y un 76% de hemodlisis en las concentraciones de 500 y 1000
Mg/ml, respectivamente. Dicha investigacion proporciona resultados
relevantes sobre su potencial nocivo en eritrocitos humanos aislados.

Palabras clave: hongo; Chlorophyllum molybdites; Hemdlisis;
eritrocitos.

The consumption of wild mushrooms has increased in recent years,
but sometimes edible mushrooms are confused with poisonous
mushrooms. Chlorophyllum molybdites is one of the main species
responsible for poisoning by wild mushrooms in Mexico and other
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regions of the world, and there is no information about its toxicity in
human erythrocytes in vitro. For the hemolysis tests, an aqueous
extract of C. molybdites was prepared, and the following
concentrations were applied: 0, 250, 500 and 1000 ug/ml. The
erythrocytes were incubated at 37°C for 1 hour, and the % hemolysis
was determined from the absorbances obtained at 415 nm
(hemoglobin release). The fungus C. molybdites caused 30% and 76%
hemolysis at concentrations of 500 and 1000 pg/ml, respectively. This
research provides relevant results on its harmful potential in isolated
human erythrocytes.

Keywords: fungus;  Chlorophyllum  molybdites;,  hemolysis;
erythrocytes.

El parasol falso (Chlorophyllum molybdites) de la familia Agaricaceae,
o también conocido como lepiota de esporas verdes, sombrilla de
esporas verdes, hongo de burro (Tlaxcala), hongo de laminas verdes,
hongo venenoso de jardin o vomitador, es un hongo macroscopico
venenoso extendido alrededor del mundo, y el tercero en causar el
mayor numero de intoxicaciones en México al producir sintomas
gastrointestinales severos (Alves y col., 2019; Aguirre-Acosta y col.,
2014; Beug, 2004; Pérez-Silva y col., 1986), por lo que evaluar su
aspecto toxicolégico en eritrocitos humanos en la presente
investigacion se considera de relevancia médica.

El consumo de Chlorophyllum molybdites puede provocar afecciones
gastrointestinales, entre las que se encuentran: irritacion de estobmago,
coélicos severos, debilidad corporal o de extremidades, nauseas,
vomitos, diarrea, depresién del estado de conciencia, mareos,
fotofobia, visidn borrosa, y con menor frecuencia fiebre, sudoracion,
escalofrios y palidez de aspecto cianético. Por otro lado, afecciones
mas graves pueden incluir: diarrea con sangre (hemorragia) y shock
hipovolémico (Lehmann y col., 1992; Negrini y col., 2022). Aunque la
intoxicaciéon provocada por este hongo no suele ser letal, la
importancia de conocer su identidad recae en que se trata de una
especie ampliamente distribuida y que se confunde facilmente con
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hongos comestibles (Cajas y col., 2016; Espinoza y Smith, 2019).

La importancia de la intoxicaciéon por C. molybdites deriva de su
frecuencia en poblacién infantil y de la tercera edad, de los efectos
adversos que conlleva y del escaso conocimiento existente sobre los
posibles tratamientos, por lo que el tratamiento es sintomatico a base
de carbdn activado, vitamina k, hidratacién y penicilina cristalina, ya
que no existe un antidoto (Cajas y col., 2016 Gutiérrez y Cifuentes,
1990).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la toxicidad de extracto
acuoso de Chlorophyllum molybdites en eritrocitos humanos in vitro.

MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION DEL HONGO

C. molybdites fue recolectado en la
ciudad de Saltillo, Coahuila, durante
el mes de septiembre del afio 2024
(Figura 1), estando presentes las
condiciones climaticas de temperatura
calida y humedad ideales para el brote
de esta especie en areas de césped
con humedad. La identificacién del
hongo macroscopico se realizé en el
labo-ratorio de Inmunologia vy
Toxicologia de la Facultad de

Figura 1. A. C. molybdites

) ] e recolectado en septiembre de
Ciencias Quimicas de la UAdeC. Se 2024, Saltillo, Coahuila. B. Hongo

utilizo literatura especializada para la  en etapa madura con laminillas
determinacién de la especie verdosas distintivas de la especie.

C. Rastro de esporas verdes
liberadas por un ejemplar de C.
molybdites maduro.

(Guzman, 1987).

OBTENCION DEL EXTRACTO

Para la preparacion del extracto acuoso, los hogos recolectados se
deshidrataron en una incubadora a la temperatura de 38°C por 48
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horas. Una vez seco, se triturd y se coloco en agua destilada a 100°C
durante diez minutos. Posteriormente el extracto fue centrifugado a
5000 rpm por 10 minutos para precipitar el material insoluble.
Finalmente, liofilizado para su empleo en los experimentos (Figura 2).

A | B
Figura 2. A. Hongo C. molybdites deshidratado. B. Extracto acuoso de C.
molybdites.

MATERIAL BIOLOGICO (MUESTRA DE SANGRE HUMANA)

Se obtuvo una muestra de sangre venosa, bajo previo consentimiento
de un voluntario de 28 anos, el cual se reporté sano, sin antecedentes
de consumo de sustancias o medicamentos que pudiesen alterar la
muestra y con ayuno previo de 10 horas. La toma sanguinea fue
realizada por un profesional capacitado del Laboratorio de Analisis
Clinicos de la Facultad de Ciencias Quimicas, y se emplearon tubos
con anticoagulante EDTA.

PRUEBA HEMOLITICA

Se cuantifico la hemolisis (definida como la liberacion de hemoglobina)
en eritrocitos humanos aislados que fueron expuestos a diferentes
concentraciones del hongo: 0, 125, 250, 500 y 1000 ug/mL, los cuales
fueron incubados por una hora a 37 °C. Se procedi6é a centrifugar las
muestras a 2500 rpm durante cinco minutos y a continuaciéon se
leyeron a una longitud de 415 nm en el espectrofotometro Uv-Vis. Se
analizaron las propiedades toxicas de Chlorophyllum molybdites,
estimando los rangos hemoliticos en eritrocitos humanos, partiendo
de parametros previamente ensayados, estableciendo tres
tratamientos mas los controles, control positivo (100% de hemdlisis),
control negativo (0% de hemdlisis) y controles de color. El calculo de
los porcentajes se realizO cuantitativamente mediante las



absorbancias obtenidas por el espectrofotometro uv-vis a 415 nmy la
aplicacion de la férmula matematica para obtener valores de hemdlisis:

(Abs. de la concentracion experimental) (Abs. del control negativo)) 100

O emolists — (
o (Abs.del control positivo — Abs.del control negativo)

DISCUSION Y RESULTADOS

El extracto acuoso del hongo C. molybdites causé hemolisis en los
eritrocitos humanos con valores de 30 % y 76 %, en las
concentraciones de 500 ug/mL y 1000 ug/mL, respectivamente (Figura
4).

Actividad hemolitica producida por el
extracto acuoso de C. molybdites
100 =
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Figura 4. En la grafica se muestran los porcentajes de hemdlisis que causo el
extracto acuoso del hongo C. molybdites. En las concentraciones de 500 ug/ml y
1000 pg/ml, con un porcentaje de hemodlisis del 30 % y 76 %, respectivamente.

Chlorophyllum molybdites se encuentra dentro de los principales
responsables de las intoxicaciones por hongos silvestres en México y
en otras regiones del mundo. No obstante, no existen antecedentes
en la literatura sobre las propiedades hemoliticas causadas por un
extracto de C. molybdites. Por otro lado, en el pais son pocos los
centros de investigacion que proporcionan informacion sobre la
distribucion, identificacion y evaluacion de riesgos toxicolégicos en
caso de ingestion de hongos silvestres venenosos, afectando a la
poblacion expuesta debido a la desinformacion, escasa difusion y falta
de actualizacion y vigilancia sobre los casos reportados, provocando
un aumento en el numero de casos de intoxicacién accidental por
hongos venenosos ya que suele ser confundido con Chlorophyllum
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rhacodes, Macrolepiota procera o Coprinus comatus, los cuales son
comestibles (Ramirez-Terrazo, 2017; Benjamin, 1995).

No obstante, si existen algunas bases de datos con informacién
bioldégica y taxondmica de hongos macroscoépicos. Por ejemplo, la
UNAM (Universidad Nacional Autbnoma de México), cred un registro
de fichas digitales sobre hongos comestibles y téxicos de México
(Escutia y col., 2021); sin embargo, el estado de Coahuila no cuenta
con un inventario o compendio actualizado de las setas de la region
que sirva como guia para la identificacion de estas y para la evaluacion
del riesgo a la salud. Existe una base de datos la CONABIO, llamada
“Enciclovida”, en la cual se reporto la identificacion de C. molybdites,
en Saltillo, en agosto del aino 2020. En nuestro caso, la recoleccion del
hongo se realizé en el mes de septiembre lo cual concuerda con las
fechas de otros reportes de identificacion del hongo en la ciudad
(Enciclovida, CONABIO). Se ha observado que la edad del hongo, las
condiciones climaticas al momento de su recolecta, el sustrato donde
crece y las diferencias genéticas entre las poblaciones, son factores
que pueden influir en el nivel de toxicidad de C. molybdites (Espinoza
y Smith, 2019: Loizides y col., 2011).

Por otro lado, entre las toxinas del hongo se ha reportado una proteina
termolabil con un alto peso molecular, aunque puede desnaturalizarse
a temperaturas mayores de 70° C o mas durante 30 minutos, con lo
cual es posible que reduzca o pierda su actividad (Pérez-Silva y
Herrera, 1986). En este trabajo se prepar6 un extracto que se llevo a
ebullicion, con el fin de partir de un extracto en el cual se simulen las
condiciones a las cuales generalmente el consumidor someteria el
hongo para ingerirlo, como lo es el proceso de coccion de los
alimentos. Es posible que dicha toxina no se encuentre en el extracto
acuoso usado en esta investigacion; no obstante, deben existir otros
metabolitos de naturaleza no proteica que son estables a altas
temperaturas, por lo que la coccidon del hongo no elimina su toxicidad.

Los micetismos son un importante problema de salud en la poblacion
mexicana, ya que C. molybdites esta entre las principales especies
responsables de intoxicaciones gastrointestinales con cuadros
sintomaticos severos en menores y adultos mayores, ya sea que se
consuman de forma hervido o crudos, aunque su incidencia depende
de cada persona y de la cantidad ingerida (Pérez-Silva y col., 2006;
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Espinoza y col., 2019). Ademas, en México el consumo de hongos
silvestres es parte del patrimonio cultural en estados como Oaxaca,
Estado de México, Yucatan, entre otros; también los hongos forman
parte de remedios herbolarios medicinales que son preparados por
curanderos de pueblos indigenas y regiones del sureste del pais
(Pérez-Silva, 2018).

Es importante ahondar mas profundamente en los efectos nocivos de
dicha especie, por la relevancia que puede representar para el
desarrollo de tratamientos para estas intoxicaciones que generalmente
se deben a factores socioculturales, desinformacion poblacional y
consumo accidental (Rojas y col., 2019; Carrefio-Ruiz y col., 2021).

El hongo Chlorophyllum molybdites mostré ser hemolitico en dos de
las concentraciones evaluadas (500 y 1000 pg/ml), en un rango de
porcentaje (30-70%) por lo que puede representar también un peligro
para las células sanguineas humanas y un riesgo para la salud de las
personas. Es posible que la presencia de toxinas o metabolitos toxicos
termo-resistentes en el extracto acuoso obtenido fueron los
responsables de los porcentajes de dafo hemolitico obtenido. Es
relevante seguir haciendo estudios de toxicidad de este hongo para
obtener mejor informacion sobre su mecanismo de toxicidad. Los
resultados obtenidos de esta investigacion son de utilidad para otras
lineas de investigacion tanto en el ramo de la biomedicina, la
toxicologia clinica y para las investigaciones del ramo biotecnoldgico
enfocado en el aprovechamiento de este hongo.
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