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Neutralización heteróloga e interacción  
de amanitinas con venenos de Bothrops 
y Crotalus y de abeja
Heterologous neutralization and interaction of toxic 
amanitins with Bothrops and Crotalus venoms, and 
honey bee venom
Neutralização heteróloga e interação das amanitinas 
tóxicas com veneno de Bothrops e Crotalus e veneno de 
abelha

`` Alicia Beatriz Pomilio1, Miguel Edgardo Battista1, Arturo Alberto Vitale1,  
Stella Maris Battista1, Armando Ítalo Amadeo Ricciardi2, Ana María Torres2,  
Francisco José Camargo2

1	 Instituto de Biología y Medicina Molecular 
(IBIMOL, ex PRALIB) (UBA-CONICET), Facul-
tad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de 
Buenos Aires, Junín 956, C1113AAD Buenos 
Aires, Argentina.

	 E-mail: pomilio@ffyb.uba.ar.
2	 Cátedra de Toxicología y Química Legal, Fa-

cultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agri-
mensura,  Universidad Nacional del Nordeste, 
9 de Julio 1449,  3400 Corrientes, Argentina. 

	 E-mail: aricciardi@exa.unne.edu.ar

Resumen
En el presente trabajo se examinó la interacción de las amanitinas de Ama-
nita phalloides (Basidiomycetes) con los venenos de las serpientes Bothrops 
neuwiedi diporus  (“yarará pequeña”), B. alternatus (“yarará grande”), Cro-
talus durissus terrificus (“serpiente de cascabel”) y de la abeja mielera Apis 
mellifera. Se aplicaron las técnicas de Ouchterlony, inmunotransferencia, elec-
troforesis rocket y electroforesis en gel de poliacrilamida a los anti-venenos y 
anti-toxinas obtenidos por inmunización en caballos y/o en conejos. Los anti-
sueros de serpientes y las amanitinas reaccionaron en forma cruzada, así como 
el veneno de abeja y las amanitinas. Cuando los venenos de Bothrops neuwie-
dii diporus y Crotalus durissus terrificus se preincubaron con las amanitinas 
y se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de 
sodio (dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE), algunas 
bandas de proteínas desaparecieron y otras se redujeron notablemente. Estos 
resultados revelan por primera vez la interacción y la degradación de las proteí-
nas de los venenos de serpientes por las amanitinas. Por otra parte, la modifi-
cación del tiempo de coagulación de la sangre humana, debida a los venenos, 
se corrigió con los ciclopéptidos de Amanita. Estos resultados también se in-
forman por primera vez en este trabajo. La presencia de polipéptidos tóxicos en 
los venenos de serpientes y abejas, así como en A. phalloides y la reactividad 
cruzada demostradas en este trabajo, sugieren la existencia de epítopos comu-
nes a todos ellos. Teniendo en cuenta estas reacciones, el uso de anti-venenos 
heterólogos parece ser de utilidad en el tratamiento del envenenamiento.

Palabras clave: Amanita phalloides * Apis mellifera mellifera * Bothrops 
neuwiedi diporus * Bothrops alternatus * Crotalus durissus terrificus * 
reactividad cruzada * interacción * electroforesis en gel de poliacrilamida-
dodecil sulfato de sodio* tiempo de coagulación humano
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Introducción
Se conocen tres grupos de ciclopéptidos tóxicos de 

bajo peso molecular de Basidiomycetes: amatoxinas, 
falotoxinas y virotoxinas (sólo presentes en Amanita vi-
rosa) (1) (2). Las falotoxinas presentan una acción más 
específica sobre la membrana celular y el metabolismo, 
mientras que las amatoxinas sobre el núcleo celular y 
la síntesis de proteínas. Las amatoxinas inhiben la ARN 
polimerasa II dependiente del ADN (3).

Las especies de los géneros Amanita, Lepiota y Gale-
rina que contienen amatoxinas son responsables de 
los casos más severos de intoxicación por ingestión de 
hongos, con alta tasa de mortalidad. Más del 90% de 
los casos mortales por esta intoxicación en el hombre 
fueron causados por la ingestión de amatoxinas (en 
particular α- y β-amanitina) de Amanita phalloides; los 
síntomas generalmente se desarrollan después de un 
cierto tiempo (>6h). Estas amanitinas muestran gran 
estabilidad química y térmica. Las amatoxinas y las fa-

Summary

In the present work, the interaction of the amanitins of Amanita phalloides (Basidiomycetes) with the 
venoms of Bothrops neuwiedi diporus (“small yarará snake“), B. alternatus (“big yarará“), Crotalus 
durissus terrificus (“rattlesnake“), and honey bee Apis mellifera was examined. Ouchterlony, immu-
notransfer, rocket-electrophoresis, and polyacrylamide gel electrophoresis techniques were applied 
to anti-venoms and anti-toxins obtained by immunization in horses and/or in rabbits. Snake antisera 
and amanitins cross-reacted as well as bee venom and amanitins. When venoms of Bothrops neu-
wiedii diporus and Crotalus durissus terrificus were preincubated with amanitins and analysed by 
sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), some protein bands disap-
peared and others were significantly reduced. These results reveal for the first time the interaction 
and degradation of proteins in snake venoms by amanitins. Moreover, the modification of the human 
blood clotting time due to snake venoms was corrected by the Amanita cyclopeptides. These results 
are also reported for the first time in this work. The occurrence of toxic polypeptides in the snake 
and bee venoms as well as in A. phalloides, and the cross-reactivity demostrated herein, suggest the 
occurrence of epitopes common to all of them. Taking into account these reactions,the use of hete-
rologous anti-venoms seems to be of value in envenomation treatment.

Keywords: Amanita phalloides * Apis mellifera mellifera * Bothrops neuwiedi diporus * Bothrops alterna-
tus * Crotalus durissus terrificus * cross-reactivity * interaction * sodium dodecylsulfate-polyacryla-
mide gel electrophoresis * human clotting time 

Resumo

No presente trabalho foi examinada a interação das amanitinas de Amanita phalloides (Basidiomy-
cetes) com os venenos das serpentes Bothrops neuwiedi diporus (“jararaca-cruzeira”), B. alternatus 
(“urutu”), Crotalus durissus terrificus (“serpente cascavel”) e da abelha-europeia Apis mellifera. 
Foram aplicadas as técnicas de Ouchterlony, imunotransferência, eletroforese rocket e eletroforese 
em gel de poliacrilamida aos anti-venenos e anti-toxinas obtidos por imunização em cavalos e/ou em 
coelhos. Os anti-soros de serpentes e as amanitinas reagiram em forma cruzada, bem como o veneno 
de abelha e as amanitinas. Quando os venenos de Bothrops neuwiedii diporus e Crotalus durissus 
terrificus foram incubados previamente com as amanitinas e foram analisados por eletroforese em gel 
de poliacrilamida-dodecilsulfato de sódio (dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-
PAGE), algumas faixas de proteínas desapareceram e outras se reduziram notavelmente. Estes resul-
tados revelam por primeira vez a interação e a degradação das proteínas dos venenos de serpentes 
pelas amanitinas. Por outra parte, a modificação do tempo de coagulação do sangue humano, devido 
aos venenos, se corrigiu com os ciclopeptídeos de Amanita. Estes resultados também se informam 
por primeira vez neste trabalho. A presença de polipeptídeos tóxicos nos venenos de serpentes e 
abelhas, bem como em A. phalloides e a reatividade cruzada demonstradas neste trabalho, sugerem 
a existência de epítopos comuns a todos eles. Levando em consideração estas reações, o uso de anti-
venenos heterólogos parece ser de utilidade no tratamento do envenenamento. 

Palavras chave: Amanita phalloides * Apis mellifera mellifera * Bothrops neuwiedi diporus * Bothrops 
alternatus  * Crotalus durissus terrificus  * reatividade cruzada * interação  * eletroforese em gel de 
poliacrilamida-dodecilsulfato de sódio * tempo de coagulação humano
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lotoxinas se han estudiado durante casi un siglo (2-5).  
Recientemente, se ha informado sobre las estructu-
ras químicas y la actividad biológica de los ciclopép-
tidos de plantas y hongos superiores (6), así como 
sobre las estructuras químicas de las toxinas de hon-
gos (7). En los laboratorios de los autores se lleva-
ron a cabo cálculos moleculares semiempíricos AM1 
y ab initio de amatoxinas y falotoxinas, así como de 
α-amanitina, y de su 6’-O-metil éter (un R-sulfóxido), 
el S-sulfóxido, la sulfona y el S-deoxo derivado (8) (9).  
α-Amanitina es un potente inhibidor de la ARN poli-
merasa II dependiente del ADN (forma nucleoplásmi-
ca) del erizo de mar, del hígado de rata y del timo de 
ternera, y no ejerce ningún efecto sobre la actividad de 
la polimerasa I (forma nucleolar) o de la polimerasa III 
(también nucleoplásmica).

Una estructura de rayos X de α-amanitina inte-
grada en cristales de ARN polimerasa II de levadura 
indicó muchos contactos atómicos que son clave en 
la inactivación de la ARN polimerasa II (10) (11). 
Dado que α-amanitina bloquea la translocación me-
diante esta polimerasa, al usar α-amanitina como una 
sonda dinámica del mecanismo de la ARN polime-
rasa II, Gong et al. (11) demostraron que la confor-
mación más preparada del complejo de elongación 
resultó selectivamente resistente a la inhibición con 
α-amanitina. 

Se desarrollaron estudios recientes sobre la trans-
cripción y los cofactores generales, así como sobre la 
inhibición de la transcripción debida a ARN polimerasa 
II (12-15). Además, Letschert et al. (16) realizaron la ca-
racterización molecular y la inhibición de la captación 
de amanitina en hepatocitos humanos.

En los laboratorios de los autores se llevaron a 
cabo estudios previos con sueros antiofídicos, así 
como con sueros humanos de sujetos insensibilizados 
y/o intoxicados, veneno de abeja, venenos de ser-
pientes como: Bothrops alternatus, B. neuwiedii diporus, 
B. jararaca, B. jararacussu, Crotalus durissus terrificus y 
Micrurus frontalis altirostris, y las toxinas del hongo A. 
phalloides (17). 

Estos resultados nos llevaron a analizar más a fon-
do la reactividad cruzada, la neutralización y/o la in-
teracción de estos venenos con las toxinas. El objetivo 
del presente trabajo fue estudiar la interacción de las 
amanitinas de Amanita phalloides (Basidiomycetes) con 
los venenos de Apis mellifera, Bothrops alternatus (“yara-
rá grande”), Bothrops neuwiedii diporus Cope (“yarará 
pequeña”; “jararaca pintada”; ca. 0,9 m de longitud), y 
Crotalus durissus terrificus Laurenti (“serpiente de casca-
bel”; “cascabel sudamericana”; ca. 1,2 m de longitud) 
de Argentina. Estas interacciones fueron estudiadas 
mediante la formación de precipitina y por electrofore-
sis, como: SDS-PAGE y la corrección por amanitina del 
tiempo de coagulación de la sangre humana modifica-
da por la acción de cada veneno.

Materiales y Métodos

Reactivos. Todos los productos químicos y solventes 
se usaron de la mayor pureza disponible y se obtuvieron 
de Merck AG (Darmstadt, Alemania) o de Sigma Co. 
(St. Louis, MO, EE.UU.).

Venenos de serpiente. Los venenos de Bothrops alterna-
tus (“yarará grande”), Bothrops neuwiedi diporus (“yarará 
pequeña”) y Crotalus durissus terrificus (“serpiente de 
cascabel”) se obtuvieron del Centro de Producción 
de Sueros Antiofídicos (CEPSAN; Corrientes, Pro-
vincia de Corrientes, Argentina). Los valores de do-
sis letal50 (DL50) fueron (χ ± DE): 1,25 ± 0,30 µg/g 
para Bothrops neuwiedii diporus, 1,14 ± 0,30 µg/g para 
Bothrops alternatus y 0,17 ± 0,02 µg/g para Crotalus du-
rissus terrificus (18) (19). 

Las muestras se secaron por separado al vacío a tem-
peratura ambiente y se mantuvieron en frascos cerrados 
herméticamente a 4 ºC hasta su uso. Se prepararon las 
soluciones de los venenos en NaCl 0,15 M justo antes de 
ser usadas y se esterilizaron por filtración.

Veneno de abejas. El veneno de Apis mellifera fue su-
ministrado gentilmente por el Instituto Nacional de 
Producción de Biológicos (INPB; ANLIS “Dr. Carlos G. 
Malbrán”, Buenos Aires, Argentina).

Antivenenos. Todos los sueros terapéuticos fueron 
preparados a partir de plasma de caballos hiperinmuni-
zados (INPB), por ejemplo: monovalente antibotrópico 
(1-Bh planteado contra el veneno de Bothrops alterna-
tus); trivalente botrópico crotálico (3-BC formulado 
contra los venenos de Bothrops alternatus, B. neuwiedii y 
Crotalus durissus terrificus) y monovalente anticrotálico 
(1-Ch planteado contra el veneno de Crotalus durissus 
terrificus) (18). La aparición de anticuerpos antiveneno 
se analizó mediante el método de Ouchterlony. Se se-
pararon alícuotas de los antivenenos y se mantuvieron a 
-20 ºC hasta su uso.

Cada antisuero consistió en una solución purificada 
de la fracción F(ab’)2 de inmunoglobulinas obtenidas a 
partir del plasma de caballos hiperinmunizados con ve-
neno de las serpientes del género Bothrops y de Crotalus 
durissus terrificus. El antiveneno fue purificado mediante 
digestión peptídica y fraccionamiento salino. Cada mi-
lilitro neutralizó el veneno de serpiente de referencia 
en ratones.

Amanita phalloides. Carpóforos de Amanita phalloides 
(Vaill. ex Fr.) Secr. se recolectaron en el Parque Pereyra 
Iraola, Provincia de Buenos Aires, Argentina, y fueron 
identificados en PROPLAME-PRHIDEB (CONICET 
y UBA; Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Uni-
versidad de Buenos Aires). Se depositaron muestras de 
ejemplares bajo el número BAFC 34.547. Leg: Miguel 
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Battista, Parque Pereyra Iraola, Provincia de Buenos 
Aires. A. phalloides es común en Europa, pero en Ar-
gentina crece en ectomicorrizas de robles y pinos, que 
originalmente fueron traídos al país por los primeros 
europeos. 

Amanitinas provenientes de Amanita phalloides. Los 
basidiocarpos frescos de Amanita phalloides se cortaron 
en trozos pequeños y se cubrieron con metanol, mante-
niéndolos a temperatura ambiente durante varios días, 
o bien, se los calentó en un baño de agua a 60-70 °C 
durante 30 min. Después de la filtración, se repitió este 
paso de extracción. Se evaporaron los filtrados combi-
nados al vacío y se desgrasó el residuo con n-hexano. 
Una vez evaporado el solvente, se disolvió el residuo en 
agua y se desaló con una columna de Amberlite XAD-4. 
Todas las toxinas se unieron a la resina, mientras que 
las moléculas iónicas se eluyeron con agua. Luego, las 
toxinas se eluyeron con etanol-agua (1:1 v/v). Se lle-
vó a cabo un paso cromatográfico a pH 3 en Sephadex 
LH-20, de manera que la separación dependió del peso 
molecular (PM). Se efectuó un segundo paso de desa-
lado con XAD-4, antes de una cromatografía neutra en 
Sephadex LH-20 con el fin de lograr un fraccionamien-
to de las toxinas principales. Se recogieron fracciones, 
eluyendo las falotoxinas ácidas, las falotoxinas neutras 
y las amanitinas (α-, β-, γ- y ε-amanitina). El fracciona-
miento fue supervisado por cromatografía líquida de 
alta resolución en capa delgada (high performance thin-
layer chromatography: HPTLC). Las fracciones que conte-
nían amanitinas, fueron combinadas y liofilizadas. Estas 
operaciones en su conjunto no han sido registradas con 
anterioridad.

Cromatografía líquida de alta resolución en capa del-
gada (HPTLC). Se utilizaron cromatoplacas de HPTLC 
de silicagel 60 F254 (Merck) con 2-butanol-acetato de 
etilo-agua (14:12:5 v/v/v) y cloroformo-metanol-agua 
(65:25:4 v/v/v). Las manchas se detectaron mediante 
asperjado con una solución de cinamaldehído en áci-
do clorhídrico (metanol-ácido clorhídrico concentra-
do-aldehído cinámico, 15:5:0,3 v/v/v), observando la 
aparición de color después de 5-10 min a 100 °C. Las 
manchas de amatoxinas tomaron color violeta y las de 
falotoxinas color gris-azulado. Estos son colores rápi-
dos, pero muy selectivos y se deben a la reacción del 
grupo aldehído con el grupo 6-hidroxiindol. 

Comportamiento químico. Estos péptidos son com-
puestos incoloros. Las amatoxinas son muy solubles en 
metanol, menos solubles en etanol, ligeramente solu-
bles en alcoholes superiores, fácilmente solubles en pi-
ridina, dimetilformamida, dimetilsulfóxido, insolubles 
en éter etílico, tolueno, ligroína (fracción de éter de pe-
tróleo 80-120 °C), cloroformo y acetato de etilo. Las fa-
lotoxinas son menos solubles en agua. Como péptidos, 

las amatoxinas y las falotoxinas no tienen puntos de fu-
sión netos, pero se descomponen a más de 250-280 °C. 
α-Amanitina: C39H54N10O14S.4H2O, PM 990 (918+72); 
β-amanitina: C39H53N9O15S.3H2O, PM 973 (919+54); 
γ-amanitina: C39H54N10O13.4H2O, PM 974 (902+72).

Preparación del suero contra la toxina de Amanita pha-
lloides. El suero anti-amanitina de conejos se logró me-
diante la inyección en conejos, durante un año, de un 
extracto de amanitinas en 1,6-hexanodiamina y gluta-
raldehído. La presencia de anticuerpos antiveneno se 
analizó mediante el método de Ouchterlony. La anti-
toxina fue separada en alícuotas y se mantuvo a -20 ºC 
hasta su uso. 

Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de 
sodio (sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis: SDS-PAGE) y Western blot. Se llevó a cabo SDS-
PAGE de las muestras en condiciones no reductoras en 
un gel de poliacrilamida al 10%, con una unidad ver-
tical Miniprotean II (Bio Rad), seguida por la adición 
de buffer de Laemmli (Tris 25 mM pH 6,8, glicerol 10% 
v/v, SDS 2%, azul de bromofenol 10 µg/mL). Después 
de la separación electroforética, las bandas de proteína 
fueron teñidas con Azul Brillante de Coomassie R-250 
(Coomassie Brilliant Blue R-250, BioRad) o bien, blotea-
dos durante 1 h en membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad), según Towbin et al. (20) para la caracterización 
inmunológica. Se usó un equipo diagnóstico de marca-
dores de peso molecular (94-14 kDa).

Las membranas fueron bloqueadas durante la noche 
con leche reducida en grasas al 3% en una solución sali-
na con buffer Tris y se incubaron con los diferentes anti-
venenos hiperinmunes a una dilución de 1:100 durante 
1 h a 37 °C. Se utilizaron los sueros normales de caballo 
y de conejo como controles negativos. Se usó conjuga-
do IgG peroxidasa anti-caballo o anti-conejo (Sigma) 
como segundo anticuerpo y las bandas de proteína se 
tiñeron mediante la adición de 4-cloro-1-naftol (Sigma) 
y peróxido de hidrógeno. 

Ensayo de inmunosorción ligado a enzimas (Enzyme 
Linked Immunosorbant Assay: ELISA). Placas de 96 poci-
llos fueron sensibilizadas con una solución al 1,0 mg/
mL de cada veneno en buffer bicarbonato 50 mM de pH 
9,0. Los pocillos se lavaron y se incubaron con dilucio-
nes de los antivenenos. Se determinaron los complejos 
inmunes utilizando conjugado con peroxidasa antica-
ballo de conejo (Sigma) y la reacción de peroxidasa, 
como se describió previamente (21).

Los pocillos sensibilizados con suero normal de ca-
ballo o con veneno, pero sin antiveneno, se utilizaron 
como controles negativos.

Ensayos de amanitinas y venenos de serpiente. SDS-
PAGE. Se realizó SDS-PAGE en gel de poliacrilamida 
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al 12% (gel de stacking al 4%) en un equipo Mini Pro-
tean III. Tiempo de corrida: 3 h 30 min, 200 V, 10 mA 
para la placa y azul de bromofenol como indicador. Los 
geles se tiñeron con azul de Coomassie a temperatura 
ambiente durante una noche y se trataron con una so-
lución de lavado para visualizar las bandas.

Patrones de Bothrops neuwiedii diporus. Se prepararon 
los patrones de los venenos de serpientes yarará y de 
cascabel de la siguiente manera: Se prepararon mues-
tras de 100 μg de cada veneno en 30 μL de buffer (pH 
6,8 glicerol-urea; indicador: azul de bromofenol) y 1,5 
μL de mercaptoetanol (mantenido durante 5 min en 
un baño de agua). Las muestras de 5 μL de una dilu-
ción equivalente a 16 μg de veneno en peso seco se apli-
caron a cada placa de electroforesis.

Patrones de veneno y de amanitinas. Se prepararon 
patrones de veneno y de amanitinas a partir de mues-
tras de 100 μg de cada veneno de serpiente en 4 μL de 
solución salina normal, a los que se agregaron 700 μg 
de amanitinas en 6 μL de agua destilada. Después de 
mezclar e incubar durante 30 min a 37 ºC, se agregaron 
10 μL de buffer y 1 μL de mercaptoetanol (mantenido 
durante 5 min en un baño de agua). Las muestras de 
3,5 μL equivalentes a 16 μg de veneno se aplicaron a 
cada placa de electroforesis vs 116 μg de amanitinas en 
una proporción aproximada de (1:10) en peso seco.

 
Patrones de amanitinas. Se prepararon los patrones 

de amanitinas a partir de muestras de 120 μg de ama-
nitinas en 5 μL de buffer y 0,25 μL de mercaptoetanol 
(mantenido durante 5 min en un baño de agua). Las 
muestras de 5 μL equivalentes a 114 μg en peso seco se 
aplicaron a cada placa de electroforesis.

 
Actividad procoagulante en plasma humano. Ensayos de 

coagulación. El tiempo normal de coagulación (TC) se 
determinó en plasma humano fresco, del que se obtuvo 
la dosis mínima de coagulación (DMC) (DMC: canti-
dad de veneno que disminuye el TC en 1 min) incuban-
do 0,2 mL de plasma humano fresco con 10 μL de dilu-
ciones variables de veneno (30 s a 37 ºC), tomando el 
tiempo de formación de coágulo a partir de la adición 
de 0,2 mL de una solución acuosa de CaCl2 0,025 M. 
A continuación, 1 mL de la solución correspondiente 
a DMC se incubó durante 30 seg a 37 ºC con 40 μL de 
cada relación de veneno:amanitinas en peso seco (1:10 
y 1:20) y se determinó la inhibición por el veneno de la 
capacidad de coagulación (ICC) para cada dilución de 
amanitinas con 10 μL del sobrenadante.

 
Actividad proteolítica. La actividad proteolítica sobre 

la gelatina se midió en 5,0 mL (volumen final) de una 
solución al 2% de gelatina (tipo A de piel porcina, ca. 
300 Bloom, Sigma) en una solución acuosa de NaCl 
0,15 M ajustada a 25 ºC a pH 8,0.

Electroforesis rocket (técnica de Laurell). Similar a la di-
fusión simple en agar en la que se incorporó el antisue-
ro en el agar que se vertió luego en una placa grande 
para que se enfriara. Los pocillos fueron cortados a lo 
largo de un extremo y llenados con soluciones estándar 
del antígeno o con la solución desconocida. Se estable-
ció entonces una corriente eléctrica a través del agar, 
que condujo al antígeno en la dirección de la corriente. 
Luego, el antígeno precipitó cuando la concentración 
fue igual a aquella en el agar. La altura de los rockets 
fue proporcional a la concentración del antígeno en el 
pocillo. 

Análisis estadístico. Todos los experimentos se lleva-
ron a cabo por triplicado y los resultados se expresaron 
como valor medio ± desviación estándar (DE). Cuando 
resultara conveniente, se presentaron entre paréntesis 
los intervalos de confianza al 95%. Se usó el ensayo t de 
Student para determinar la significancia estadística de 
las diferencias entre los grupos.

Resultados

La electroforesis (SDS-PAGE) de los venenos de cro-
tálidos, como Bothrops neuwiedii diporus, B. alternatus, 
B. jararaca, B. jararacussu, Crotalus durissus terrificus y B. 
moojeni se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE de los venenos de serpientes 
llevada a cabo bajo condiciones no reductoras en un gel al 10%. 
Las proteínas se tiñeron con azul brillante de Coomassie. Carril 1: 
veneno de Bothrops neuwiedii diporus (“yarará pequeña”). Carril 
2: veneno de Bothrops alternatus (“yarará grande”). Carril 3: ve-
neno de Bothrops jararaca (“serpiente jararaca”). Carril 4: veneno 
de Bothrops jararacussu (“serpiente jararacuzú”). Carril 5: veneno 
de Crotalus durissus terrificus (“serpiente de cascabel”). Carril 6: 
veneno de B. moojeni (“serpiente caisaca”). PM: marcadores de 
peso molecular.
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El análisis por SDS-PAGE de los venenos de Bothrops 
ensayados en este estudio mostró múltiples bandas de 
proteínas de PM entre 90 y 14 kDa (Fig. 1) como se 
informara anteriormente (18). Las bandas de proteínas 
de ca. 15,0-17,0 kDa estaban presentes en el veneno de 
B. neuwiedii diporus y prácticamente ausentes en el ve-
neno de B. alternatus, lo cual se correlaciona bien con 
diferentes contenidos de fosfolipasa A2 (22-25).

El perfil electroforético (SDS-PAGE) del veneno de 
B. neuwiedii diporus mostró bandas fuertemente teñidas 
alrededor de 50-60 kDa y 24-30 kDa, de acuerdo a lo 
informado para otros venenos botrópicos (26).

El patrón electroforético del veneno de Crotalus du-
rissus terrificus (Fig. 1; carril 5) se caracterizó por un 
bajo número de componentes, con un gran contenido 
de proteínas de bajo PM (14-15 kDa y menores) y una 
banda fuerte de 15,0 kDa. Esto está de acuerdo con el 
alto contenido del complejo de crotoxina [compues-
to letal principal; neurotoxina (27) (28)], crotamina 
[10-15 kDa; secuencia de aminoácidos similar a la de 
neurotoxinas, toxinas de membrana y fosfolipasas] y 
convulxina [complejo de lectina tipo C, glicoproteína 
ácida con dos subunidades: α (13,5 kDa) y β (12,5 kDa) 
e hidratos de carbono al 5% que indujeron agregación 
inducida a través de acetilgliceriléter de fosforilcolina] 
en este veneno. SDS-PAGE en condiciones reductoras 
mostró dos bandas con movilidades correspondientes 
a los PMs de 9,5 kDa [subunidad A: una fosfolipasa A2 
básica (PLA2) o crotoxina B (CB), con actividad directa 
sobre las plaquetas] y 14,5 kDa [subunidad B: cadena 
miotóxica, asociada a una proteína ácido no tóxica, lla-
mada crotoxina A (CA) o crotapotina]. Un anticuerpo 
que disociara el complejo CA-CB neutralizaría la acción 
in vitro e in vivo de la crotoxina. Otros componentes: 
aceptor-receptor GPVI (39) y giroxina (30) que es dos 
veces más letal que la crotamina.

Los Westernblot realizados con todos los antisueros 
del Instituto Malbrán utilizados, reconocieron, de ma-
nera eficiente, aunque en diferente medida, los compo-
nentes de alto (> 40 kDa), medio (40-20 kDa) y bajo (< 
20 kDa) PM de todos los venenos de serpientes ensaya-
dos. Se observó un alto nivel de reactividad inmunoquí-
mica cruzada entre los antivenenos homólogos o hete-
rólogos consistentes en fragmentos F(ab’)2 de caballo y 
los diferentes venenos de Bothrops y C. durissus terrificus 
de acuerdo con informes anteriores (18) (31) (32).

Con el fin de estudiar la interacción de los venenos 
de serpientes y el veneno de abejas con las amanitinas 
de Amanita phalloides, se realizó primero SDS-PAGE del 
veneno de abejas (Fig. 2).

En el presente estudio se estudiaron las interaccio-
nes entre las amanitinas y el veneno de abejas.

Una electroforesis rocket del suero de un sujeto in-
toxicado por la ingestión de Amanita phalloides y del ve-
neno de abejas permitió verificar que el suero humano 
obtenido tras la ingestión de Amanita phalloides (com-

puestos tóxicos: amanitinas) reconoció al veneno de 
abejas como un antígeno.

Figura 2. Electroforesis del veneno de abejas.

La electroforesis PAGE del suero de un sujeto intoxi-
cado por ingestión de Amanita phalloides desarrollada 
en un gel embebido con amanitinas (Fig. 3) mostró las 
manchas de α-amanitina y de β-amanitina en propor-
ción menor. Este suero antiamanitina entonces se com-
porta como un suero homólogo.

 

Figura 3. Suero de un sujeto intoxicado por ingestión de Amanita 
phalloides desarrollado en un gel embebido con amanitinas.

La electroforesis PAGE de un suero trivalente anti-
botrópico y anticrotálico (3-BC) en un gel embebido 
con amanitinas mostró una respuesta positiva, lo que 



 	 Interacción entre amanitinas y venenos	 177

Acta Bioquím Clín Latinoam 2012; 46 (2): 171-82

indica que las amanitinas son reconocidas como an-
tígenos.

Las amanitinas se compararon con los sueros de co-
nejos inmunizados con veneno de abejas y también con 
antivenenos de serpientes, como por ejemplo: 1-Bh, 
3-BCh, 1-Mh y 1-Ch. Todos los antivenenos de serpien-
tes reconocieron a las amanitinas, pero en diferente 
medida, como se muestra en el electroferograma PAGE 
embebido con amanitinas. Se incluyó Micrurus como 
control positivo (17). De acuerdo con las electroforesis 
rocket y PAGE: 1-Bh << 3-BC < 1-Mh < 1-Ch. 

Esta reactividad cruzada mostró la eficiencia de 1-Bh, 
1-Mh, 1-Ch y 3-BC como sueros heterólogos. Se observó 
reactividad cruzada y disminuyó desde el suero univa-
lente de Crotalus al suero de Bothrops.

El antiveneno de amanitinas se ensayó también con-
tra el veneno de Crotalus a fin de evaluar la reactividad 
cruzada. Por lo tanto, la electroforesis PAGE del suero 
de un sujeto intoxicado con A. phalloides se aplicó a un  
gel embebido con veneno de Crotalus durissus terrificus 
mostrando la presencia de una mancha principal.

Los sueros de conejos inmunizados con veneno de 
abejas se ensayaron contra las amanitinas (gel embebi-
do con amanitinas), dando una respuesta positiva, que 
junto con los resultados de la electroforesis rocket del 
suero del sujeto intoxicado con amanitinas y del veneno 
de abejas, muestra la reactividad cruzada del veneno de 
abejas y de las amanitinas.

En cuanto a la inhibición de la actividad proteolíti-
ca sobre la gelatina, las metaloproteasas de los venenos 
son capaces de hidrolizar la gelatina.

En las condiciones experimentales, el veneno de C. 
durissus terrificus no pudo licuar la gelatina aún a una 
concentración de 1,0 mg/mL. Por otra parte, de acuer-
do con su alta actividad proteolítica (33) todos los ve-
nenos de Bothrops ensayados produjeron licuación com-
pleta de la  gelatina. La preincubación de los venenos 
con todos los antivenenos ensayados (incluido 1-Ch) 
inhibió completamente la licuefacción de la gelatina 
inducida por los venenos.

El perfil electroforético del veneno de Bothrops neuwie-
dii diporus (Fig. 4; carril 2) se modificó después de la incu-
bación con diluciones de amanitinas (Fig. 4; carril 3). Se 
observó la disminución de la intensidad de las siguientes 
bandas de veneno por la acción de las amanitinas:

•	 52,3 kDa ++ representa a las enzimas activantes de 
la protrombina [algunas son metaloproteinasas 
(34)];

•	 40,9 kDa +; 38,2 kDa +; 34,5 kDa +; 26,1 kDa ++ re-
presentan a la botroalternina (tipo lectina, inhibi-
dora de la trombina) y botrocetina (coaglutinina 
de plaquetas);

•	 18,9 kDa y 16,6 kDa + corresponden a fosfolipasas 
(estas enzimas desempeñan un papel importante 
en la cascada que conduce a la respuesta inflama-

toria y al dolor). La mayoría de las miotoxinas de 
crotálidos son fosfolipasas y algunas presentan ac-
tividad proteolítica.

Figura 4. SDS-PAGE del veneno de Bothrops neuwiedii diporus “ya-
rará pequeña”). Carril 1: marcadores de PM. Carril 2: Patrón del 
veneno de Bothrops neuwiedii diporus Cope (“yarará pequeña”). Ca-
rril 3: Veneno de B. neuwiedii diporus preincubado con amanitinas.

La interacción entre las amanitinas y el veneno de Bothrops 
neuwiedii diporus se evidenció por la corrección del 26% y el 
38% de los ensayos de coagulación debido a las relaciones 
1:10 y 1:20 entre veneno: amanitinas respectivamente.

El perfil electroforético del veneno de Crotalus du-
rissus terrificus (Fig. 5; carril 1) se modificó después de 
la incubación con amanitinas (Fig. 5; carril 2). Por la 
acción de las amanitinas se observó que se modificaban  
las bandas del veneno de Crotalus durissus terrificus co-
rrespondientes a los siguientes PMs:

• 	 desaparecieron las bandas correspondientes a 70 
kDa y 38 kDa, y

• 	 disminuyó la intensidad de las bandas correspon-
dientes a las fosfolipasas de 18,9 y 16,6 kDa.

En cuanto al TC, como se esperaba el veneno de Cro-
talus durissus terrificus se caracterizó por una actividad 
procoagulante pobre.

En los ensayos de coagulación, el tiempo de coa-
gulación (TC) del plasma humano normal fue de 133 
segundos, mientras que el TC del plasma humano en 
presencia del veneno de B. neuwiedii diporus fue de 58 
segundos (DMC 10 μg/mL).
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Figura 5. SDS-PAGE del veneno de Crotalus durissus terrificus 
(“serpiente de cascabel”). Carril 1: Patrón del veneno de Crotalus 
durissus terrificus. Carril 2: Veneno de C. d. terrificus preincubado 
con amanitinas. Carril 3: Marcadores de PM.

El TC de plasma humano con veneno preincuba-
dos a 37 ºC durante 30 minutos con una relación 1:10 
de veneno:amanitinas resultó en 77,3 segundos (valor 
promedio de cuatro determinaciones; p = 0,001; correc-
ción del 26%), mientras que con una relación 1:20 de 
veneno:amanitinas fue de 86,5 segundos (valor prome-
dio de cuatro determinaciones; p = 0,001; corrección 
del 38%).

Aplicando el método estadístico t de Student para 
determinar si las diferencias observadas entre ambas re-
laciones eran estadísticamente significativas, se obtuvo 
p = 0,002, lo que implica que la corrección de TC fue 
dependiente de la concentración de las amanitinas.

De acuerdo con estos resultados, la acción coagulan-
te del veneno de la yarará pequeña también fue corre-
gida significativamente por las amanitinas.

Discusión 

Las serpientes venenosas de la Argentina pertenecen 
a la familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, género 
Bothrops (nombre común: “serpientes yarará”) y Crotalus 
(“serpientes de cascabel”), y a la familia Elapidae, subfa-
milia Elapinae, género Micrurus (“serpientes coral”). La 
potencia letal de los venenos de las cuatro especies ame-
ricanas de Micrurus, algunas características bioquímicas 
e inmunoquímicas, y la actividad neutralizante de los 
antivenenos se han registrado anteriormente (35).

Los crotálidos están muy extendidos, dando lugar a 
diferencias en la composición del veneno según el ori-
gen geográfico (36). El noreste de Argentina es parte 
de los hábitats de Bothrops alternatus, B. neuwiedii diporus 
y Crotalus durissus terrificus y es la única región en la que 
se puede encontrar B. jararaca y B. jararacussu (37).

Los venenos de los Bothrops de América del Sur mos-
traron una variedad de actividades coagulantes, defibri-
nantes, líticas y fibrinogenolíticas (38-40). Bothrops neu-
wiedii diporus Cope es una subespecie muy común en 
el noreste de Argentina, desde el norte de la Provincia 
de Entre Ríos hasta el sur de Paraguay y el sudeste de 
Brasil (Río Grande do Sul). Se encuentra en ambientes 
algo más secos o más pedregosos que los de B. alterna-
tus. B. n. diporus es responsable de un cierto número de 
mordeduras de serpientes en Argentina y contiene un 
veneno más activo que el de B. alternatus (41).

Existen variaciones intraespecíficas dentro de la es-
pecie, por ejemplo: variación en la actividad miotóxica 
de los venenos de B. neuwiedii de diferentes regiones 
geográficas de Brasil y una alta actividad neurotóxica de 
algunos venenos asociados a la presencia de una banda 
en el electroferograma PAGE de proteínas básicas (42).

El veneno de Crotalus durissus terrificus es neurotóxi-
co, miotóxico sistémico con actividad tipo trombina y 
nefrotóxico (43-45). La variación intraespecífica en los 
venenos de serpientes de cascabel de América del Sur 
también se ha registrado con anterioridad (46).

Como Bothrops alternatus, B. neuwiedii diporus y Cro-
talus durissus  terrificus son especies de serpientes con 
una distribución geográfica más amplia en el centro y 
norte de Argentina, sus venenos fueron seleccionados 
para este estudio.

Como era de esperar, todos los antivenenos neutrali-
zaron la potencia letal de los venenos ensayados, ya sea 
usados o no como inmunógenos. De acuerdo con la alta 
reactividad cruzada entre los antivenenos botrópicos y 
venenos de Bothrops (18), se encontró un alto grado de 
neutralización cruzada de sus actividades tóxicas. Todos 
los antivenenos ensayados (incluido el anticrotálico) 
fueron muy efectivos en la neutralización de las acti-
vidades hemorrágicas, necrotizantes, procoagulantes y 
proteolíticas (18).

Las abejas mieleras pertenecen al orden Hymenop-
tera, Familia: Apidae, Género: Apis. Apis mellifera mellife-
ra (abeja de color negro o abeja alemana o abeja euro-
pea), A. m. ligustica (abeja italiana), A. m. carnica y A. m. 
caucasica son las abejas más frecuentes en América (47).

El veneno de Apis mellifera se compone de una mez-
cla compleja de sustancias, siendo la mayoría de las pro-
teínas neutras o con un punto isoeléctrico básico (48). 
La mayoría de ellas son enzimas, péptidos y aminas bio-
génicas con propiedades farmacológicas y alergénicas, 
siendo venenosos para los mamíferos (49) (50). El ve-
neno puede producir hemólisis debido a la acción si-
nérgica de la melitina y de la fosfolipasa A2 (PLA2) (51) 
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y miotoxicidad, por ejemplo: bloqueo neuromuscular, y 
puede conducir a parálisis respiratoria (50) (52). El ve-
neno causa lesiones renales porque tanto la hemoglobi-
na como la mioglobina pueden precipitar en los túbulos 
renales y conducir a insuficiencia renal aguda, una de 
las complicaciones más graves en este tipo de envenena-
miento (53) (54).

Los componentes principales son: melitina (26 ami-
noácidos, PM ca. 3,0 kDa) que activa la fosfolipasa C y 
también puede activar PLA2 tisular en forma similar a 
las cardiotoxinas de los elápidos y PLA2 (del grupo III) 
que también son alérgenos junto con la hialuronidasa 
(55). Otros componentes del veneno de Apis mellifera 
son: lipasas y fosfatasas; apamina (neurotóxico a nivel 
central y periférico); péptido desgranulador de masto-
citos (del inglés: mastocyte degranulator peptide: MDG-P) 
que produce la liberación de autacoides como deriva-
dos del ácido araquidónico, histamina y serotonina; 
sustancias biogénicas, como: histamina, serotonina, do-
pamina, noradrenalina, bradiquinina y la sustancia de 
reacción lenta en pequeñas cantidades. Otros péptidos 
son: secaparina y procamina, al parecer sin toxicidad 
para el hombre (52) (53) y tertiapina, que contiene 21 
aminoácidos (56).

Se obtuvieron los antivenenos que experimental-
mente neutralizaron las actividades biológicas del vene-
no de A. mellifera (53) (57).

Los sueros de conejos inmunizados con veneno de 
abejas se ensayaron contra las amanitinas  dando una 
respuesta positiva, que junto con los resultados de la 
electroforesis rocket del suero del sujeto intoxicado con 
amanitinas y del veneno de abejas, muestra la reactivi-
dad cruzada del veneno de abejas y de las amanitinas.

La hidrólisis enzimática de la gelatina causa la licuefac-
ción total e irreversible de la muestra, que resulta incapaz 
de solidificar aún a 4 °C y este efecto se ha utilizado para 
detectar la actividad proteolítica (19) (21) (58) (59).

Algunas plantas también se usaron para el tratamien-
to de mordeduras de serpientes y picaduras de alacrán 
(60) (61). Los compuestos de origen vegetal inhibieron 
la actividad proteolítica de los venenos y antagonizaron 
las actividades hemolíticas, miotóxicas y hemorrágicas in-
ducidas por crotoxina del veneno de crotálidos (62). Los 
compuestos como el citrato pueden inhibir la actividad de 
proteasa de algunos venenos formando un complejo con 
el cinc de las enzimas dependientes de zinc (63).

La neutralización de los péptidos, polipéptidos, pro-
teínas y enzimas de los venenos, como se describe en 
este artículo, causa una reducción de la intensidad de 
los efectos del envenenamiento.

La interacción entre las amanitinas y el veneno de 
Bothrops neuwiedii diporus se evidenció por la corrección 
del 26% y el 38% de los ensayos de coagulación debido 
a las relaciones 1:10 y 1:20 entre veneno: amanitinas res-
pectivamente.

Es evidente que existe una interacción de las amani-
tinas (ciclopéptidos de Amanita) con las enzimas y las 
toxinas de los venenos de las serpientes yarará pequeña 
y de cascabel. Las intensidades de las bandas afectadas 
de la electroforesis de la yarará pequeña correspondie-
ron a las enzimas relacionadas con la acción procoagu-
lante y a la acción hemolítica indirecta del veneno.

La inhibición de la actividad procoagulante en el 
plasma humano y la inhibición de la actividad hemolí-
tica por los antivenenos ya han sido registradas previa-
mente (18). Sin embargo, la inhibición por amanitinas 
se informa aquí por primera vez.

Cuando los venenos de B. neuwiedii diporus y de C. d. 
terrificus se incubaron con las amanitinas, algunas ban-
das se redujeron notablemente. La modificación del 
TC del plasma humano causado por Bothrops neuwiedii 
diporus fue neutralizado significativamente (p <0,001) 
por las amanitinas, como se demuestra en este trabajo.

Las fosfolipasas A2 pueden estar involucradas en esta 
reactividad cruzada y en la neutralización observadas. 
Por otra parte, los antivenenos de serpientes producen 
la inhibición de la actividad de PLA2 en cierta medida, 
dependiendo la especificidad del contenido en PLA2 
del veneno (18). Sin embargo, el veneno botrópico con 
la menor actividad de fosfolipasa A2 es el de B. alterna-
tus, el cual fue fuertemente inhibido por todos los an-
tivenenos ensayados, mientras que el producido por el 
veneno botrópico con la mayor actividad de fosfolipasa 
A2 (B. neuwiedii diporus) fue fuertemente inhibido por 
los antivenenos botrópicos pero sólo poco inhibido por 
el suero antiofídico 1-Ch.

Las fosfolipasas A2 (PLA2) muestran una alta homo-
logía en las secuencias de aminoácidos y en las estructu-
ras terciarias (64) y, por tanto, puede estar ocurriendo 
una alta inhibición cruzada incluso con antivenenos 
heterólogos.

La mayoría de los componentes proteicos de los ve-
nenos de abejas, de serpientes Crotalinae y de Amanita 
phalloides mostraron aquí reacción cruzada con los an-
tivenenos de serpientes, con las anti-amanitinas y con 
el antiveneno de abejas. Estos resultados están en parte 
de acuerdo con trabajos anteriores sobre la relación an-
tigénica entre los venenos de Bothrops (26), así como 
sobre la reactividad cruzada y la neutralización heteró-
loga de los venenos botrópicos (18). Sin embargo, éste 
es el primer informe sobre la reactividad cruzada mos-
trada por las amanitinas y el veneno de abejas con los 
venenos de Crotalinae.

Los estudios de neutralización cruzada sugirieron 
que el uso de antivenenos heterólogos podría tener 
ventajas terapéuticas sobre el uso de los sueros homó-
logos. Las diferencias observadas en la capacidad neu-
tralizante podrían explicarse suponiendo la presencia 
de diferentes determinantes antigénicos en los venenos 
ensayados.
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Conclusiones

Los componentes de las proteínas de los venenos 
de serpientes y del veneno de abejas presentan cierta 
similitud estructural desde el punto de vista químico 
(en lo referente a la estereoquímica y la distribución 
de cargas) entre sí y por las amanitinas. Esta simili-
tud, de acuerdo con el presente trabajo, también se 
mantiene desde el punto de vista inmunológico, lo 
cual puede ser utilizado en la terapia clínica. Los an-
ticuerpos producidos con las amanitinas mostraron 
reactividad cruzada con el veneno de abejas y los ve-
nenos de serpientes.

La mayoría de los componentes proteicos de los ve-
nenos de abejas, de serpientes Crotalinae y de Amanita 
phalloides mostraron aquí reacción cruzada con los antive-
nenos de serpientes, con las anti-amanitinas y con el an-
tiveneno de abejas. Estos resultados sobre la reactividad 
cruzada mostrada por las amanitinas y el veneno de abejas 
con los venenos de Crotalinae se informan por primera 
vez en este trabajo. La alta reactividad cruzada encontra-
da entre los venenos y los diferentes antivenenos, como: 
veneno de abejas y suero anti-amanitinas y viceversa; an-
tivenenos de serpientes y amanitinas, incentiva el uso de 
inmunógenos con epítopos comunes con el fin de inducir 
anticuerpos con actividad neutralizante contra una varie-
dad de proteínas tóxicas. Una mezcla de cualquiera de los 
compuestos tóxicos, por ejemplo: neurotoxinas, miotoxi-
nas, factores procoagulantes, o venenos que contengan 
estos antígenos, puede ser adecuada para la obtención de 
antivenenos heterólogos que muestren mayor especifici-
dad y eficiencia de neutralización para el tratamiento de 
la intoxicación por Amanita phalloides, mordeduras de cro-
tálidos o picaduras de abejas.
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