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RESUMEN

El género Thamnolia, es un género criptico, conocido en la medicina tradicional
china, por poseer actividad antiinflamatoria, antioxidante, anticancerigena, entre
otras; en ello radica la importancia de ampliar los estudios sobre los metabolitos
que pueda tener este liquen.

El proposito de la investigacion realizada fue cuantificar los compuestos fendlicos
totales, evaluar la actividad analgésica y la toxicidad aguda, presentes en el
extracto etandlico del liquen Thamnolia vermicularis, el cual fue recolectado en
la provincia de Hudnuco. Para los ensayos biologicos se emplearon ratones
BALB/c en la evaluacion de la actividad analgésica mediante el modelo de
contorsiones inducidas por 4acido acético y ratas Holtzman para la determinacion
de la toxicidad aguda. El extracto presento un contenido de compuestos fendlicos
de 181.56 mg de AG/g de extracto, la administracion del extracto etanolico por
via oral no produjo mortalidad (DL50 > 5000 mg/kg), el efecto analgésico del
liquen se evidencio partir de la primera dosis administrada (250 mg/kg) mostrando
una respuesta creciente dependiente de la dosis en comparacion con el diclofenaco
sodico (10 mg/kg).

Este estudio demuestra que el extracto etandlico del liquen Thamnolia
vermicularis, no presenta efecto toxico agudo por via oral y exhibe propiedades

analgésicas en el modelo bioldgico ensayado.

PALABRAS CLAVES:
Liquen, Analgesia, Hudnuco, Medicina natural, Toxicidad aguda, Thamnolia

vermicularis



ABSTRACT

The Thamnolia genus is a cryptic genus, known in traditional Chinese medicine
for having anti-inflammatory, antioxidant, and anticancer activity, among others;
this is the reason for the importance of expanding studies on the metabolites that

this lichen may have.

The purpose of the research carried out was to quantify the total phenolic
compounds, and to evaluate the analgesic activity and the acute toxic activity
present in the ethanolic extract of the lichen Thamnolia vermicularis, which was
collected in the province of Huanuco. For the biological assays, BALB/c mice
were used to assess analgesic activity through the acetic acid-induced writhing
test, and Holtzman rats were used to determinate the acute toxicity. The extract
had a phenolic compound content of 181.56 mg of FA/g of extract. Oral
administration of the ethanolic extract did not cause mortality (DL50 > 5000
mg/kg). The analgesic effect of the lichen extract was evident from the first
administered dose (250 mg/kg) showing a dose-dependent increasing response,

with greater efficacy compared to sodium diclofenac (10 mg/kg).

This study shows that the ethanolic extract of the lichen Thamnolia vermicularis
contains phenolic, does not present an acute toxic effect when administered orally

and exhibits analgesic properties in the biological model tested.

Keywords:
Liquen, Analgesia, Hudnuco, Natural medicine, Acute toxicity, Thamnolia

vermicularis



INTRODUCCION

La medicina natural se define como el conjunto de expresiones concretas
relacionadas a las culturas ancestrales y a los recientes descubrimientos que se
han dado sin el uso de los insumos que comunmente se emplean en la medicina

convencional .

El ser humano ha interactuado constantemente con el uso de suministros naturales
desde su origen. Se ha empleado principalmente las plantas por su disponibilidad
y los diversos usos que tiene. El empleo de un espécimen en particular va a estar
relacionado con la presencia de un determinado compuesto que se encuentre en
su estructura y a la interaccion con la fisiologia humana @. Entre los diversos
ambitos en los que se emplea, se ha dado gran importancia a la salud debido al
bajo riesgo que representa su empleo y la alta accesibilidad en la economia a

comparacion a los medicamentos desarrollados de manera sintética®®.

Los liquenes son organismos pertenecientes al reino Fungi, cuyo resultado
proviene de la relacion simbiotica de un organismo heterétrofo (hongo), conocido
como micobionte, y otro fotosintético, denominado fotobionte. Estos pueden ser
cianobacterias verde azulado o algas unicelulares, originando con su asociacion
talos liquénicos. Sin embargo, no todas las algas son capaces de formar esta
asociacion.

Estos organismos poseen gran originalidad morfologica, fisioldgica, adaptativa, y
diversos modos de vida que le permite adaptarse a diferentes tipos de sustrato
inertes u organicos . Se ha estimado que existen aproximadamente 14 000
especies de liquenes identificadas distribuidas en una amplia variedad de
ecosistemas desde la region polar hasta el Ecuador. Estas especies solo
constituyen un 8% de la vegetacion del planeta y son empleados como

bioindicadores de las condiciones ambientales de su entorno .

Se ha determinado unas 700 sustancias bioactivas propias de los liquenes de los
cuales se reportan depsidonas, compuestos lipidicos alifaticos, depsonas, €ster
bencilico, acidos Gisnicos, xantomas, dibenzofuranos, entre otros; los cuales son
resultados de la simbiosis entre el micobionte y fitobionte. Al ser resultado de las

simbiosis estas se acumulan en la capa exterior de las hifas medulares, otras



sustancias suelen estar acumuladas en el cortex, el cual permite su acumulacion
al ser una capa de grosor variable. Estas sustancias tienen un papel fundamental
en la proteccion del organismo ante factores externos que puedan dafiarlo. En el
cortex se conoce la acumulacion de: atranorina, acido usnicos, rizocarpico,
algunas liquen-xantonas y vulpinico, distribuido en la médula se conoce los acidos
fumarprotocetratico, tamnolico, lecanérico, entre otros. Algunas de estas

sustancias proporcionan los colores especificos de los liquenes .

Los polifenoles, también llamados compuestos fenolicos, son aquellas moléculas
organicas sintetizadas por las plantas relacionados con su interaccion con el medio
ambiente, sirviendo de moléculas de defensa de estas. Son parte de los
denominados productos secundarios, son sintetizados en pequefias cantidades y
algunas sustancias estan relacionadas a un determinado género, familia o especie
(5.6).

Tienen una estructura basica compuesta por un grupo hidroxilo unido a uno o méas
anillos aromaticos, los cuales son clasificados en: flavonoides y no flavonoides.
Su clasificacion también va a depender del grado de solubilidad de la molécula 'y
el nimero de anillos fenolicos con sus respectivas estructuras unidas”. En los
liquenes, dichas moléculas estan relacionadas con la presencia de

quinonas(antroquinas), terpenoides, depsidonas y depsidos ®.

Tales compuestos poseen un interés farmacoldgico por sus propiedades
antibacterianas, antivirales y anticancerigenas, analgésicas, antiinflamatorias,
entre otras. Su eficacia es reconocida en el tratamiento de gripes, hematomas y
hemorragias®?. Sin embargo, es de importancia el uso de sus propiedades
antibidticas y antivirales, como el uso de especies del género Usnea por la
presencia principalmente del dcido Usnico 9. Otras sustancias son empleadas
como antiinflamatorios no esteroideos en sustitucion de las cortisonas al carecer
de reacciones adversas. En el caso de la propiedad antitumoral se conoce el uso
de algunos polisacaridos liquénicos como homoglucanos .

Sin embargo, a pesar de las ventajas, es necesario mantener un riguroso control

dado que se cree que la medicina natural no posee efectos toxicos !V y puede ser



usado sin supervision, sin embargo, hay que tener presente que mucha de estas
sustancias puede ser venenosas para el ser humano.

Los estudios farmacoldgicos son un conjunto de ensayos realizados para
determinar el perfil toxicoldgico de la molécula justificando su uso en caso de
emplearse para el consumo humano. Sin embargo, los efectos provocados por la
ingesta cronica y elevada de polifenoles pueden resultar en efectos negativos para
la salud. Un tipo de estudio para el efecto de toxicidad in vivo es el estudio de la
toxicidad aguda, la cual se describe como la evaluacion de un determinado
compuesto bioactivo o firmaco administrado en elevadas dosis como dosis unica
o repetida en menos de 24 hrs ¥,

Existen diferentes modelos animales para la evaluacion de los posibles efectos
secundarios de nuevos farmacos que se desarrollan. En el ambito de investigacion
con roedores, se emplea con frecuencia como modelo animal a la especie Rattus
rattus de la cepa Holtzman debido a la amplia documentacién que existe sobre
efectos en el comportamiento!>!®). Ademas de su amplio uso en investigaciones
toxicologicas y farmacologicas (419,

Una de las cepas mas utilizadas para estudios de analgesia son los ratones Balb/C,
debido a su amplia disponibilidad y su sensibilidad al dolor 17, A pesar de la
estabilidad genética que presentan, es importante destacar que cada individuo
puede presentar una amplia variabilidad de respuesta, lo que permite un estudio

mas completo de la eficacia de los tratamientos! 71819,

El género Thamnolia, es un género criptico para algunos liquendlogos debido a
una peculiar morfologia y al amplio rango de distribucion encontrandose
principalmente en el artico, en zonas montafiosas del hemisferio norte y en
regiones de temperaturas frias del hemisferio sur. Ademas de presentar una
aparente falta de reproduccion sexual y variacion quimica. Este género es
conocido como gusanos blancos debido a su coloracion blanquecina y al hallarse
entre la hierba baja y musgos ?°2?. Entre las especies de este género se encuentra
Thamnolia vermicularis, el cual se conoce su empleo dentro de la medicina
tradicional china, ® lo que ha provisto de multiples estudios para describir su

actividad farmacoldgica. Se ha encontrado que este liquen posee actividad



antiinflamatoria, antioxidante, anticancerigena, entre otras; por lo que se ha visto

ampliar los estudios sobre los metabolitos que pueda tener este liquen ?*2),

En el Peru, se ha registrado especies de Thamnolia en las provincias de Jauja,
Huaraz, La Oroya, Tupatupa, entre otras *”) Dentro de las regiones donde se ha
registrado su presencia se encuentra la provincia de Huanuco, lugar en el que
algunos pobladores de la zona emplean este liquen al presenciar un dolor dental
durante sus trayectos. Se comenta entre los pobladores que al “chactarlo” o
masticarlo en la zona afectada el dolor desaparece por un periodo prolongado. Sin
embargo, no se conoce en realidad si este liquen posee efecto analgésico o su
eficacia se deba a un efecto placebo por las experiencias en la zona. Ademas, se

desconoce su toxicidad.

El presente estudio se enfoca en cuantificar los componentes fenolicos presentes
en el extracto etandlico del liquen Thamnolia vermicularis recolectado en la
provincia de Huanuco y si este tiene actividad toxica aguda y analgésica en ratas
y ratones de experimentacion in vivo. Adicionalmente, estd motivado en brindar
a la poblacioén conocimiento fundamental sobre el uso adecuado y prevencion de
riesgos asociados al empleo de recuerdos medicinales naturales presentes en su

entorno, ademas de dar alternativas ante la falta de medicamentos en la zona.



I1. HIPOTESIS

Ho: El liquen Thamnolia vermicularis presenta actividad bioldgica de accion
analgésica y no tiene toxicidad aguda
Ha: El liquen Thamnolia vermicularis no presenta actividad bioldgica de accion

analgésica y tiene toxicidad aguda

[I.OBJETIVOS

a. Objetivo general
e Cuantificar los compuestos fenolicos y evaluar el efecto toxico agudo y la
actividad analgésica del extracto etanolico de Thamnolia vermicularis en

ratones Balb/c y ratas Holtzman

b. Objetivos especificos

e Realizar la identificacion y descripcion taxondmica de la muestra primaria
de Thamnolia vermicularis.

e (Cuantificar en el extracto etandlico los compuestos fendlicos presentes en
Thamnolia vermicularis

e Determinar la capacidad analgésica del extracto etandlico de Thamnolia
vermicularis en dos modelos experimentales in vivo.

e Evaluar el efecto agudo toxico del extracto etandlico de Thamnolia

vermicularis por via oral en animales de experimentacion.



IV.

MATERIALES

a. Materiales de laboratorio

Reactivos: Para el presente trabajo se utilizo: Etanol al 96% (Merck,
Alemania), diclofenaco sodico (Genfar, Colombia), Dimetilsulféxido
(Supelco, Merk), Metanol (Supelco, Sigma Aldrich), Acido acético (Merck,
Sigma Aldrich), Reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma), Carbonato de sodio
(Sigma, Kossodo), acido galico (Supelco, Sigma Aldrich).

Instrumentos o Equipos de Laboratorio: Jaulas para roedores (Orchid; SRP02,
SRCO1), botella de agua para roedores (Orchid, SI25C), Canula de
alimentacion de roedores (Orchid, 22g), material de vidrio (pipetas (Pirex y
Hirsman, Negociar S.A.C), fiola (Witeg, Negociar S.A.C), probetas (Pirex,
Negociar S.A.C), vaso de precipitacion (ISO LAB, Negociar S.A.C), capsulas
de porcelana(ISO LAB, Negociar S.A.C), Balanza analitica (Mettler Toledo,
Xs105; 1128022236), Espectrofotometro (Thermo Scientific, USA), Sistema
Hot plate (Agitador magnético con calentamiento digital, IKA, C-MAG H57
5000; 03429226), Rotavapor (BUCHI, Waterbath B-480; 0833466), Balanza
(H.W Kassel S.A.C, AND GF-6100; t0365663).

Otros materiales: Caja de Jeringas de 1 ml (Family Doctor), Guantes de latex

(Qualatex)

b. Animales de laboratorio
Para la experimentacion se hizo uso de 69 animales en total, entre ratas y

ratones, los cuales fueron separados segtin la prueba correspondiente:

Se utilizé 9 ratas macho Holtzman, de ocho semanas, con un peso corporal de
200 a 240 g, para evaluar el efecto toxico agudo oral ?®. El nimero empleado
se baso en la bibliografia empleada sobre los protocolos para la evaluacion del

efecto toxico agudo con un maximo de nueve animales.



Sesenta (60) ratones macho Balb/C, con una edad de ocho semanas, y con un
peso corporal entre 20 — 25 gr se utilizaron para el estudio de la actividad
analgésica en dos modelos experimentales: 30 animales por cada modelo. El

niimero de animales de experimentacion se calculé con la formula ®°):

_ NxZ?+p(1-p)
~C2x(N)+Z2+p(1—Dp)

n

Donde:

e n = Numero de animales requerido.

e N= tamafo poblacional.

e 7= parametro estadistico con nivel de confianza (95%)
e p=probabilidad ocurrencia del evento

e (= error maximo de estimacion aceptado

B 60 * (1.96)% * 0.5 = (1 — 0.5)
~ (0.05)2 % (60) + 1.962 % 0.5 * (1 — 0.5)

n

B 30 % 3.8416 * 0.25
"= 0.0025 + 3.8416 * 0.25

_ 57.696
"= 19208

n =30

El niimero empleado de ratones para esta prueba es el optimo para obtener

resultados relevantes en un IC del 95% y con un error del 5%.

En este estudio se emplearon ambos modelos animales debido a sus diferencias
fisiologicas, inmunoldgicas y farmacoldgicas permitiendo una evaluacion mas
integral de los posibles efectos del compuesto en estudio 3%, Ademas de la
eleccion de especimenes segun el protocolo evaluado en la investigacion

bibliografica.

Los especimenes para la experimentacion fueron adquiridos del animalario del

Laboratorio de Investigacion y Desarrollo (LID)-UPCH. Los animales tuvieron



un periodo de aclimatacion de tres dias y luego pasaron a un ambiente de luz:
oscuridad (12h:12h), con una temperatura entre 20°- 25 °C, humedad relativa
(HR) menor de 70% y se alojaron en grupos de seis (06) por jaula, teniendo
agua y alimento balanceado ad libitum. Ademas, se realizd un chequeo de los
animales previo a la experimentacion para certificar su estado clinico
saludable, sin signos de enfermedad ni alteraciones conductuales, lo cual
permitid minimizar variables bioldgicas no controladas y asegurar que los
efectos observados puedan atribuirse con mayor seguridad a la administracion

del extracto.

La alimentacion, cuidado y manipulacion de los animales de laboratorio estuvo
a cargo del personal capacitado del laboratorio de Servicio de Control de
Calidad-LID. El cuidado se realiz6 en los ambientes de las Areas de modelos

Bioloégicos y Toxicologico ubicados en el sotano de LID.

Fue imprescindible garantizar un manejo Optimo de las condiciones
ambientales y aplicar técnicas apropiadas del cuidado del animal para obtener
resultados relevantes. Es importante indicar que para los ensayos realizados se
tuvo en cuenta lo indicado en la guia de las 3Rs®", por lo cual se empleé para
esta investigacion la reduccion de los animales para la prueba de toxicidad
segun las guias internacionales de la OECD®® (acute Oral Toxicity —Acute
Toxic Class Method) asi mismo el refinamiento en las pruebas por lo que se

utilizé para la eutanasia una sobredosis de anestésico.

V. METODOS

a. Recoleccion del liqguen

La muestra del liquen completo fue colectada en el departamento de Huanuco,
provincia Huamalies, en la zona de Pufios a 3839 msnm, en los meses de
febrero y abril (Imagen 1 y 2). Esta region altoandina se caracteriza por un
ecosistema de pastizales abiertos, bajas temperaturas y una marcada
estacionalidad climatica. El periodo de recoleccion coincidid con la época de

lluvias en los Andes centrales, lo cual favorecid la disponibilidad del liquen
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estudiado, debido a un incremento de su actividad metabdlica y desarrollo,
facilitando su recoleccion en Optimas condiciones©>3?),

Por razones de indole personal, la recoleccion de las muestras fue delegada a
pobladores locales previamente instruidos. Para este propdsito, se contratd un
servicio de transporte privado que facilité el traslado de los colaboradores hasta
el distrito de Pufios, siguiendo la via terrestre en direccion noreste. Una vez en
el lugar, los recolectores se dirigieron a las zonas de crecimiento natural del
liquen de interés, donde realizaron la recoleccién conforme a los lineamientos
metodologicos establecidos previamente.

Durante la recoleccion, el material liquénico fue pesado in situ y
posteriormente dispuesto para el secado inicial al aire libre, empleando papel
Kraft como soporte, durante un periodo de 24 horas en la misma zona de
colecta. Finalizado el proceso, las muestras fueron empacadas en papel Kraft y
acondicionadas en bolsas plésticas para su transporte. El traslado se realizé de
forma independiente y controlada. Una vez en Lima, el material fue sometido
a un proceso de secado final en un ambiente controlado con temperatura de
25°C y humedad relativa (HR) del 60%, durante el periodo de una semana. El
procedimiento de secado aplicado se baso en las buenas practicas ensefiadas
durante la formacion académica siguiendo los criterios aceptados para el

manejo de muestras liquénicas.

b. Descripcion y taxonomia del liquen
La identificacion del liquen recolectado se realizd mediante el andlisis
morfologico y anatémico de las estructuras observadas en el espécimen,
empleando claves taxondmicas especializadas. Se examinaron caracteristicas
macroscopicas como el color, forma y presencia de estructuras reproductivas,
mediante lupa estereoscopica.
Adicionalmente se llevé a cabo la prueba quimica de coloracion por reaccion
de hidréxido de potasio (KOH) aplicado directamente sobre el talo, con el
objetivo de detectar la presencia de metabolitos secundarios caracteristicos del
género Thamnolia.

La identificacion taxondmica del material liquénico fue realizada en compaiia

de la Dra. Rebeca Magdalena Pavlich, bidéloga, micdloga y liquenologa con

11



una amplia experiencia en el estudio de liquenes del Pert. Ha liderado
investigaciones cientificas sobre liquenobiota andina y ha sido presidenta de
la Asociacion Latinoamericana de Micologia, lo que avala plenamente su

idoneidad para la determinacion taxonomica efectuada.

c. Preparacion del extracto del liquen

La muestra de liquen luego de ser secado fue molida obteniéndose un total de
400 gr de liquen molido. La extraccion se realizd6 mediante maceracion
etandlica durante un periodo de 7 dias a temperatura ambiente, se filtro y se
repitio esta extraccion por otros 7 dias ¢**%, Extrayéndose un total de 3 litros
de extracto etanolico, el cual se concentro al vacié con el rotavapor hasta 100
ml. El extracto se dejo reposando en capsulas de porcelana a 35°C en baiio
maria en una atmosfera de nitrogeno durante un dia hasta la evaporacion de
todo el solvente. Una vez concluido la evaporacion total de todo el solvente, se
obtuvo un total de 14,02 gr de extracto seco.

Para la administraciéon del extracto, se pesd previamente segun la dosis
correspondiente al peso promedio de los animales. Posteriormente, el extracto
fue disuelto inicialmente en dimetilsulféxido (DMSO), en una cantidad minima
suficiente para facilitar su solubilidad, una vez disuelto, la mezcla fue

completada con agua destilada ¢%).:

d. Determinacion de compuestos totales fenolicos

La determinacion del contenido total de compuestos fenolicos se determiné
utilizando el método de Folin-Ciocalteu siguiendo protocolos estandarizados.
Para la preparacion de la muestra se procedio a disolver en un vaso precipitado
10 mg de extracto seco etanodlico de Thamnolia vermicularis en 10 ml de
metanol (60%) hasta disolverse por completo. En un tubo de ensayo se adiciond
100 uL del extracto disuelto con 500 ul del reactivo de Folin- Ciocalteu. La
mezcla se dejo reposar por ocho (8) minutos a temperatura ambiente para
permitir la reaccion inicial.

Transcurrido el tiempo se agregd 400 uL de carbonato de sodio al 7,5 %

favoreciendo la neutralizacion del medio y la formacion del complejo
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colorimétrico. Se incubo durante de 30 minutos en condiciones controladas
para luego medir la absorbancia a 765 nm. Esta longitud de onda corresponde
a la maxima absorcion del complejo formado, siendo directamente
proporcional a la concentracion de compuestos fenolicos presentes en el
extracto. Para la comparacion se empled como blanco una solucion preparada
bajo las mismas condiciones sin extracto.

La cantidad presente de compuestos fendlicos totales se determindé como mM
de acido galico (AG) equivalente, utilizando para ello la curva de calibracion
de acido galico expresandose los resultados como mili moles equivalentes de

4cido galico (mM AG) por gramo de extracto seco ¢7%),

e. Actividad Analgésica: Ensayo de contorsiones inducidas mediante dcido

acético

La actividad analgésica fue realizada a través de la induccidon de contorsiones
por inyeccion de acido acético siguiendo el modelo experimental de Rafieian-
kopaei M. et al (2017) y de Yimer T, Birru EM (2020). Esta prueba se basa en
determinar la actividad analgésica a nivel peritoneal en base a la reduccion del
nimero de contorsiones producidas por la administracion intraperitoneal de
acido acético al 3%.

Para el experimento se emplearon 30 ratones macho divididos aleatoriamente
en cinco grupos de seis animales cada uno: un grupo control negativo CN
(agua), un grupo control positivo CP (diclofenaco sédico 10 mg) y 3 grupos
tratados con dosis crecientes del extracto etandlico seco de Thammnolia
vermicularis (250mg/kg, 500mg/kg,1000 mg/kg).

Para la preparacion de las soluciones, se peso la cantidad correspondiente de
extracto seco en funcion al peso promedio de los animales por grupo, y este fue
disuelto inicialmente en dimetilsulfoxido (DMSO) para aumentar su
solubilidad y facilitar su homogenizacion®®. Luego, la mezcla fue completada
con agua destilada hasta alcanzar el volumen necesario para la administracion
oral, asegurando una distribucion adecuada de la dosis. Finalmente, se emple6
una solucién de acido acético al 3% de concentracion y la inyeccion fue de

0.1ml en cada animal para la induccion de contorsiones ¢7-),
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Para el conteo del nimero de contorsiones se coloco al animal dentro de una
pecera transparente y se le evaluo durante 30 minutos. Se tomd en cuenta como
1 contorsion cuando el animal se estiraba completamente. La actividad

analgésica fue medida de la siguiente manera:

Promedio de contorsiones (control—tratamiento)

%Act. Analgésica = * 100

Promedio de contorsiones (control)

f. Actividad Analgésica: Método de placa caliente

Para medir la capacidad analgésica se empled protocolos previamente
evaluados en otros estudios y siguiendo las pautas descritas por Rafieian-
kopaei M. et al (2017), Yimer T, Birru EM et al (2020) y Singh A et al (2016).
Esta prueba se realizdo mediante la prueba Hot plate o prueba de placa caliente,
donde se hizo uso de un agitador magnético con calentamiento digital. Se
utilizd 30 ratones macho, divididos aleatoriamente en cinco grupos de seis
animales cada uno: un grupo control negativo CN (agua), un grupo control
positivo CP (diclofenaco sodico 10 mg) y 3 grupos con dosis diferentes del
extracto etanolico (250mg/kg, 500mg/kg, 1000mg/kg).

Para la preparacion de las soluciones, se peso la cantidad correspondiente de
extracto seco en funcion al peso promedio de los animales por grupo, y este fue
disuelto inicialmente en dimetilsulfoxido (DMSO) para aumentar su
solubilidad y facilitar su homogenizacion®®).

Cada animal fue colocado de manera individual sobre la placa del agitador
magnético previamente calentado y a una temperatura constante de 52° C. Se
espero que el animal se lamiera o sacudiera las patas o saltara en respuesta al
estimulo.

Se registro el tiempo de latencia hasta la primera respuesta a los 0, 30, 60 y 90
minutos en cada grupo luego de la aplicacion del extracto o firmaco comercial.
Para esta prueba se considerd un tiempo de corte de 15 segundos para evitar
lesiones en el animal luego de una exposicion constante®”**49. Finalmente, se

determino el porcentaje de duracion a través de la siguiente formula:
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Y duracion — LLatencia (prueba) — Latencia (control) . o
_ *
oduracion (Latencia (prueba)

g. Estudio de Toxicidad aguda en ratas

La toxicidad aguda fue evaluada por via oral y se realiz6 siguiendo el proceso
estandarizado por la Guideline for testing of Chemicals de la OECD Test
423@®_ La prueba incluy6 un tratamiento de tres animales sanos con dosis
limite de 2000 mg de extracto etanolico/Kg a un grupo de tres ratas macho,
seguida de una segunda repeticion con tres animales adicionales segun el
diagrama establecido por la guia (figura 1)*'*?, El volumen de muestra
administrado por via oral en un volumen constante fue de 2 ml por individuo.
Cada animal fue evaluado cuidadosamente durante las dos primeras horas de
dosificacion y evaluado posteriormente de manera diaria durante catorce dias,
registrando cualquier signo clinico adverso asociado a la administracion del

extracto. Los signos clinicos evaluados fueron:

1.- Comportamiento: Se observo la presencia o ausencia de agresion, episodios
convulsivos, desplazamiento circular y de estado de letargia.

2.- Sistema Respiratorio: Se evalud la presencia o ausencia de disnea o jadeo.
3.- Sistema Digestivo: Se evalud la presencia o ausencia de estrefiimiento y de
heces liquidas (diarrea).

4.- Sistema Cardiovascular: Se evalud la presencia o ausencia de cianosis y
sangrado por aberturas naturales.

5.- Sistema Urogenital: Se evalu6 presencia o ausencia de orina turbia.

6.- Piel y ojo: Se evaluo la presencia o ausencia de mucosas ictéricas, respuesta
pilo motora y reaccion pupilar luminica, evidenciando midriasis o miosis.

7.- Estructura muscular: Se evalud la presencia o ausencia de claudicacion,
falta de movilidad y temblor.

8.- Compromiso Sistémico: Se evalud la presencia o ausencia de estado
comatoso, deshidratacion, ingesta de alimento, postracion, rigidez abdominal

y cambio de la temperatura corporal (hipertermia o hipotermia).
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Ante a la ausencia de mortalidad de la dosis inicial, se procedi6 a evaluar una
dosis de 5000 mg de extracto etanolico/Kg de rata en otro grupo de tres

animales siguiendo el mismo protocolo de observacion.

h. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se expresaron como media + desviacion estandar,
empleando las unidades correspondientes a cada variable segun el tipo de
prueba. La elaboracion de tablas se realizé en Microsoft Excel, mientras que el
analisis estadistico y la construccion de las graficas fueron llevados a cabo
mediante el software GraphPad Prism version 8.0.

Para la determinacion de las diferencias significativas entre grupos
experimentales, se aplico en andlisis de varianza (ANOVA) de una via.
Posteriormente, se utilizaron las pruebas post hoc de Tukey para las
comparaciones multiples y Dunnet para las comparaciones especificas respecto
al grupo control. Todos los analisis estadisticos fueron realizados en GraphPad
Prism v8.0, considerando estadisticamente significativos aquellos resultados

con un valor de p < 0.05.

VL RESULTADOS

a. Identificacion y descripcion taxonomica del liquen.

Observacion macroscopica:

e Tipo de talo: fruticuloso, cilindrico con ramificaciones
e Coloracion:
o Hidratado: blanco cremoso
o Seco: blanco grisaceo
e Terminacion: dpices redondeados
e Superficie: lisa

e Habitat: descampado en zona altoandina con climatizacion fria/helada

Prueba quimica:

e Hidréxido de potasio: positivo (K+) con coloracion amarilla.
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Con relacion a las caracteristicas descritas, la clasificacion de la muestra

recolectada fue:

Clasificacion taxonomica

e Reino: Fungi

e Division: Ascomycota

e C(Clase: Lecanoromycetes
e Orden: Peltigerales

e Familia: Icmadophilaceae
e Género: Thamnolia

e Especie: Thamnolia vermicularis

b. Cuantificacion de compuestos fenolicos

Para la determinacion de la concentracion de compuestos fendlicos totales se
realizd una curva de calibracion de estandar con acido gélico (GA)
considerando la relacion entre la concentracion y la absorbancia. La curva de
calibracion generada a partir del andlisis fue lineal (Grafica 1) con una
ecuacion y= 0,2429X + 0,0068 y un coeficiente de determinacion de R?=
0.9835. Este coeficiente indicaria un ajuste excelente del modelo lineal en
relacion con los datos experimentales. Como resultado, el analisis de
absorbancia a 765 nm evidenci6é la presencia del contenido fendlico en el
extracto etanodlico del liquen. El contenido total de fenoles del extracto
etandlico de Thamnolia vermicularis mostrdo una concentracion de 181,56 +

0,04 mg de AG/g de extracto por masa seca.

Se evalu¢ el coeficiente de variacion global de la curva considerando todas las
absorbancias individuales de la curva de calibracion (n=12). El valor obtenido
fue de 12,4%, lo cual indica una precision general moderada dentro de los

rangos aceptables.
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Actividad analgésica: Evaluacion de contorsiones inducidas por dcido

acetico

Se preparo el extracto en base al peso promedio de los 6 animales, el cual fue
de 31,74 mg para el grupo de 250 mg; 33,44 mg para el grupo 500 mg y 31,422
mg para el grupo de 1000 mg. Se empled 392,539 mg de extracto de liquen en
total, dividiendo la cantidad necesaria para cada grupo en base al peso
promedio y la preparacion de 7 ml por grupo. Se adiciono 1,5 ml de DMSO y
5.5 ml de agua para la preparacion de la solucion a emplear.

En base a los resultados obtenidos, los resultados muestran una reduccion del
nimero de contorsiones en comparacion del promedio del control negativo
(24,67) con las dosis administradas de 250mg/kg (9,83), 500 mg/kg (6,0) y
1000 mg/kg (4,5) (Grafica 2). Asi como, en la comparacion del control
positivo (CP).
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El analisis determin6 un aumento del porcentaje de actividad en relacion con
la dosis empleada (250 mg/kg= 60,14%, 500 mg/kg =75,68%, 1000mg/kg =

81,76%), los resultados son representados en la tabla 1 y grafica 2.

Numero de contorsiones ACTIVIDAD %
Muestra
Promedio

CN 24,67 +3.14 0,00

CP 10,50 £ 6.12* 57,43
Ext. 250 9,83 +4.26* 60,14
Ext. 500 6,00 £ 3.52* 75,68
Ext. 1000 4,50 + 3.39%* 81,76

N= 6 ratones por grupo; (*) p< 0.05 con referencia al grupo CN
(**) p <0.05 con referencia al CP
Tabla (1). Analisis del nimero de contorsiones y el porcentaje de
actividad analgésica (CN=Control negativo, CP= Control positivo, EXT
= Extracto en mg/ kg)
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Grifico (2). Analisis del nimero de contorsiones segun el tratamiento

aplicado.
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d. Actividad analgésica: Prueba Hot plate o plancha caliente

Se preparo el extracto en base al peso promedio de los 6 animales, el cual fue
de 25,08 mg para el grupo de 250 mg; 27,41 mg para el grupo 500mgy 26,178
mg para el grupo de 1000 mg. Se empled 323,071 mg de extracto de liquen en
total, dividiendo la cantidad necesaria para cada grupo en base al peso
promedio y la preparacion de 7 ml por grupo. Se adiciono 1,5 ml de DMSO
y 5,5 ml de agua para la preparacion de la solucion a emplear.

En base a los resultados obtenidos como se muestra en la tabla 2 y grafico 3,
se determiné a los 60 minutos un porcentaje de duracioén de 66,24% y 88,98%
a los 60 min para la dosis de 250mg/kg y 500 mg/kg respectivamente. La dosis
de 1000 mg/kg mostro un porcentaje de duracion de 82,38 % a los 30 min y
fue aumentando hasta 102,20 % a los 60 min (grafico 4). Sin embargo, se
observa una reduccion a los 90 min. El andlisis de los resultados no demuestra
una estadistica significativa en la comparacion multiple del control positivo y

los grupos establecidos.

Basal 30 min 60 min 90 min
CN 3,93+ 0,4 4,43+ 0.4 3,49 + 0,4 3.68+04
CP 3,9+ 1,93 5,19+1,93 8,19+1,93 7,15+1,93
EXT 250 4,18 + 1,36 6,33+1,36 6,95 + 1,36 7,15 +1,36
EXT 500 4,16 + 1,65 5,12 +1,65 7,86 = 1,65 6,72 £ 1,65
EXT 1000  4,25+1,89 7,75+ 1,89 8,59 +£1,89 7,19 £ 1,89

N= 6 ratones

ANOVA p<0,05(*) Con relacion al CP

CN=Control negativo, CP= Control positivo, EXT = Extracto en mg

Tabla (2). Periodo de Latencia en segundos, con relacion al tiempo de

experimentacion, de los individuos empleados.
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Grafico (4). Comparacion del aumento del porcentaje del tiempo de

duracion de los individuos con relacion al tiempo establecido.
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e. Evaluacion toxica aguda en ratas

VIIL

Durante la evaluacion, no se observé mortalidad ni signos clinicos severos de
toxicidad en ninguno de los grupos experimentales, tanto para la dosis inicial
de 2000 mg/kg como la segunda dosis limite de 5000 mg/kg. Durante las
primeras dos horas de administracion, se observo un estado de alerta notable
debido posiblemente a la manipulacion; posteriormente, este sintoma se fue
reduciendo. Se detectd una ligera disminucion de la actividad ademas del
aumento en la produccion de orina. No se evidencio ningiin otro signo ni
sintoma compatible con toxicidad sistémica. Adicionalmente, no se
presentaron problemas en la piel ni variaciones relevantes en el peso corporal,
ni disminucién del consumo de alimento o agua.

A una dosis de 5000 mg /kg, los animales permanecieron en estado de alerta
durante las 2 primeras horas de evaluacion, este efecto disminuyo con el pasar
del tiempo. Se observd un aumento del volumen urinario y materia fecal
flacidas. No se observd compromiso sistémico. No hubo reduccion de peso ni
de apetito. Adicionalmente, no se presentaron problemas en la piel ni otro

compromiso con la salud del animal tabla 3.

DISCUSION

La muestra recolectada fue identificada como Thamnolia vermicularis,
presentando un talo cilindrico con ramificaciones y &pices redondeados,
superficie lisa y una coloracion blanco cremoso al estar hidratado a blanco
grisaceo al secarse. Estas caracteristicas concuerdan con las descripciones
morfoldgicas reportadas para esta especie en ecosistemas frios de alta
montafia®*?. Esta coloracion, junto con su presencia en hébitat altoandino
de vegetacion abierta es compatible con la distribucion ecoldgica reportada,
ya que dicha especie se encuentra tipicamente en ecosistemas de tundra,

paramo y alta montafia 445,

Ademas, su reaccidn positiva de coloracion
amarilla también sustenta su identificacion, ya que esta reaccion es
caracteristica de los compuestos fendlicos presentes en el cortex de

Thamnolia vermicularis®.
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En el caso de los liquenes los solventes mas empleados son el metanol,

acetona, diclorometano, etanol y benceno®’ >0,

En algunos estudios
realizados a plantas se ha comparado la eficiencia de extraccion de
compuestos fenolicos utilizando distintos solventes: agua, metanol acetona y
etanol, siendo el mejor rendimiento obtenido con agua a 90°C durante 5 horas
de extraccion (12,587 mg AG/g) y acetona 75% a 30°C (7,268 mg AG/g) en
el mismo tiempo “*. También se ha reportado la efectividad de extraccion
con relacién al contenido fendlico al combinar solventes, por ejemplo,
empleando una mezcla de etanol: agua (75:25) a 50°C donde se obtuvo un
contenido fendlico comparable a la extraccion con metanol absoluto (40,84
vs 40,14 mg AG/g) ®9. En referencia a los componentes presentes en
liquenes, algunos estudios destacan al diclorometano como un solvente eficaz
para la recuperacion de compuestos fenolicos en comparacion otros solventes
(132~ Aunque en el caso de Thamnolia, se ha demostrado que la maceracion
etandlica puede ofrecer un rendimiento similar ©V. La cuantificacion
realizada mediante el método de Folin-Ciocalteu a una longitud de onda de
765 nm, permitidé estimar una concentracion de 181,56 mg AG/g de muestra
seca. Este valor representa una extraccion considerable, alcanzada mediante
la maceracion etandlica a temperatura ambiente durante 14 dias. En
comparacion con otros estudios, se ha reportado concentraciones menores en
otros liquenes como Peltigera lacinita (12,86 ug AG/mg) e incluso Thamnolia
vermicularis (12,48 ug AG/mg), a pesar de que fueron extraidos en un periodo
equivalente o menor ®%>V. Esta concentraciéon pudo estar influenciada por
factores ambientales como la altitud, el clima, el tipo de sustrato o la
exposicion a contaminantes ambientales, ya que se ha demostrado que las
sustancias bioactivas de los liquenes son afectadas significativamente por las
condiciones del entorno condicionando los resultados de la cuantificacion

quimica, asi como, de la actividad bioldgica evaluada®*?.

En relacion con la precision del método, un coeficiente de variacion de
12,4% refleja una variabilidad moderada entre las réplicas, que, si bien no
representa un resultado 6ptimo, se considera aceptable dentro de los criterios
establecidos por normativas analiticas®?, especialmente en las etapas

preliminares de validacion. Esta variacion podria atribuirse a factores como
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pequeias inconsistencias en la preparacion de los estandares, ligeras
diferencias en el tiempo de reaccion o el manejo del instrumental®. No
obstante, al resultar por debajo del umbral del 15%, demuestra ser

adecuadamente preciso para fines de cuantificacion de polifenoles >,

Por otro lado, la curva present6 un coeficiente de determinacion de 0,9835,
lo que sugiere que el 98,35% de la variacion en la absorbancia se explica por
la concentracion de los estandares respaldando la linealidad y confiabilidad
del método espectrofotométrico aplicado. Dicha linealidad es fundamental
para asegurar una cuantificacion exacta, reforzando la idoneidad del método

desarrollado para el andlisis de compuestos fendlicos &)

Se conoce que parte de la actividad farmacoldgica de las sustancias liquénicas
se basa en la presencia de metabolitos secundarios como depsidonas,
depsidos, antroquinas y terpenoides °®. Diversos estudios han demostrado la
actividad analgésica de liquenes del género Usnea, Cladia, Cladonia, entre
otros; debido a la presencia del 4acido usnicos y sus derivados, los cuales
pertenecen al grupo de los dibenzofuranos “7-37. En el caso de la presente
muestra, se identifica mediante la literatura la presencia del 4cido thamnolico,
compuesto clasificado como un depsido®”. Aunque tanto el dcido Usnico
como el acido thamnolico son metabolitos propios de liquenes, estos se
diferencian estructuralmente. No obstante, ambos compuestos comparten
propiedades bioactivas similares, como la actividad antimicrobiana y
antiinflamatoria, lo que sugiere, aunque difieran en estructuras, pueden estar
involucrados en mecanismos farmacologicos similares, particularmente en

efectos analgésicos®”>Y,

Con relacion a los resultados obtenidos, se observa una disminucién en el
nimero de contorsiones a medida que aumenta la dosis administrada (Grafica
2). El andlisis estadistico evidencié una diferencia significativa respecto al
grupo control negativo, lo que indica un efecto analgésico atribuible al
extracto. Sin embargo, pese a esta tendencia, no se observd diferencias
significativas en comparacion con el grupo control positivo (Tabla 2),
indicando que, aunque el extracto mostr6 un efecto potencial, este no alcanzd

la eficacia del tratamiento farmacoldgico estandar bajo las condiciones
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evaluadas. Cabe senalar que el grupo tratado con 1000 mg/kg presenté una
ligera inclinacion hacia la significancia (p <0.06) lo que sugiere una posible

respuesta dosis- dependiente que podria evaluarse en estudios posteriores.

Resultados similares se obtuvieron para la prueba de la placa caliente donde
se registrd un aumento progresivo en tiempo de latencia en relacion con la
dosis administrada, alcanzando un mayor efecto en la dosis de 1000 mg/kg.
El analisis estadistico evidenci6 una diferencia significativa inicamente para
este grupo en comparaciéon con el control negativo, lo que sugiere una
actividad a dicha dosis. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas frente al control positivo, por lo que el efecto del extracto no

alcanz6 el nivel del tratamiento estandar.

Es importante considerar que el dolor es un proceso complejo que involucra
distintos mecanismos fisiologicos, dependiendo del origen (inflamatorio,
neuropatico, nociceptivo), intensidad y vias de conduccién nerviosa®.
Dentro del estudio, se emplearon dos modelos experimentales que
permitieron distinguir entre el dolor de origen periférico y el dolor de origen
central. La prueba de contorsiones refleja una respuesta a estimulos dolorosos
de tipo quimico e inflamatorio en la cavidad peritoneal, caracterizada por la
activacion de fibras aferentes tipo C sensibles a mediadores como
prostaglandinas e histamina ©*. La reduccién de las contorsiones que se
observa tras la administracion del extracto etandlico de Thamnolia
vermicularis sugiere una posible accion a nivel periférico dosis dependiente,
la cual podria estar mediada por la modulacion de mediadores inflamatorios
o interferencia con la sefializacion nociceptiva en las terminaciones nerviosas.
2 En contraste, la prueba de placa caliente involucra una respuesta frente a
un estimulo térmico nocivo, en la que participan receptores térmicos y vias
de dolor central (a nivel medular y supra medular)®%®V. Los resultados de
esta prueba indicarian una menor participacion en la inhibicion de la

transmision central del dolor (63799,

Adicionalmente, los resultados pueden haber estado influenciados por
variaciones individuales en la percepcion del estimulo, posiblemente

moduladas por el estrés inducido por la manipulacion experimental ).,
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Asimismo, es probable que se haya producido una respuesta adaptativa del
comportamiento frente al dolor térmico generado, lo que podria haber

afectado los resultados.

Se ha demostrado que los liquenes poseen actividades biologicas resaltantes
como antibacterial, antifingica, antioxidantes, entre otras @7, Seria adecuado
evaluar el potencial del efecto antiinflamatorio del liquen Thamnolia
vermicularis con relacion a la presencia del acido thamnolico y sus derivados.
Este compuesto ha sido tradicionalmente empleado en la medicina china para
tratar afecciones inflamatorias, ®® a pesar de que existen antecedentes que
respaldan su uso, los estudios experimentales sobre sus mecanismos de accion
y eficacia son aun limitados lo que resalta la necesidad de explorar su
bioactividad a nivel molecular y celular con relacion a los modelos de

inflamacién inducida®®.

La toxicidad en los liquenes ha sido evaluada tanto en lineas celulares como
en organismos de menor tamafio como pequefios crustdceos y roedores.
Dichos estudios estan relacionados a la citotoxicidad y toxicidad aguda del
acido Usnico en Usnea sp y otros compuestos de Ramalina sp. Se ha
demostrado que en dichos organismos existe una toxicidad y mortalidad
desde pequenas dosis hasta la dosis de 1,00 g/kg, teniendo mortalidad 100%
en roedores pequeios para esta ultima, sin embargo, en algunos casos

(70779 En el estudio, no se detectd

lograban sobrevivir a dosis de 2,00 g/kg
efectos toxicos agudos letales en la evaluacion del extracto de Thamnolia
vermicularis, 1o que sugiere una baja toxicidad ubicandolo en la categoria 5
o sin clasificacion toxicoldgica segin la OECD 423 ?®. No obstante, se puede
observar un posible efecto diurético evidenciado por el incremento en el
volumen de orina, aunque este hallazgo debe ser confirmado mediante

estudios. Asi mismo, se registro la expulsion de materia fecal flacida, lo cual

podria atribuirse como efecto del extracto administrado’>.

Este estudio adquiere relevancia frente a la limitada disponibilidad de
medicacion en determinadas zonas del pais, donde el acceso a tratamientos
convencionales es restringido. En este contexto, resulta fundamental

continuar con investigaciones que evaluen no solo la eficacia de extractos
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naturales como alternativas terapéuticas, sino también su posible interaccion
con medicamentos convencionales y los efectos adversos potenciales que

puedan derivarse de su uso, independiente del origen 7.
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VIIL CONCLUSIONES

e El liquen recolectado en la zona de Huamalies se identific6 como
Thamnolia vermicularis.

e Se cuantifico la cantidad de compuestos fenolicos del extracto
etanolico teniendo como resultado 181,56 mg de AG/g de extracto
seco.

e FEl extracto etandlico del liquen del género Thamnolia vermicularis
podria presentar efecto analgésico dosis-dependiente a nivel
periférico.

e E] extracto etanolico evaluado a dosis de 5000 mg/kg, no presenta

toxicidad aguda siendo la DL50 > 5000 mg/kg.

RECOMENDACIONES:

Se recomienda realizar andlisis cromatografico cualitativo del extracto
etanolico del liquen recolectado en la zona de Hudnuco mediante

HPLC/MS.

Se recomienda realizar estudios de toxicidad subaguda, subcronica o
cronica, para evaluar la seguridad del uso frecuente (30 a 90 dias) de este

liquen.

Se recomienda realizar mas estudios para la confirmacion o descarte del

efecto diurético.
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ANEXOS Y TABLAS

Imagen 1. Vista satelital del distrito de Pufios. (Departamento de Huénuco,

distrito de Pufios, Peru. Google Maps, 2024. Maps.google.com)

Imagen 2. Vista del panorama de la zona de estudio (Departamento de

Huanuco, distrito de Puios, Perti. Google Maps, 2024. Maps.google.com)
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Imagen 4. Fuente de porcelana con el extracto liquénico secado

previamente.
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Imagen 5. Disolucion del extracto liquénico en metanol previo al andlisis de

compuestos fendlicos.

Imagen 6. Espectrofotometro empleado para la cuantificacion de la

absorbancia del extracto liquénico durante el analisis.

e of
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l ,2,3: Numberof moribund or dead animals at sach s N .
-GHS: Globally Harmonized Classification System lnﬂle T Tasting st 5000 mglkg bw.: sse Annex 3

Figura 1. Flujograma indicando procedimiento del test de toxicidad aguda a

dosis de 2.00 g/kg de peso de animal (guia n°423 de la OECD) (28)
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Tabla de absorbancias

N° Abs
1 1.33280
2 1.12810
3 0.63179
4 0.69390
5 0.37586
6 0.33978
7 0.11166
8 0.15671
9 0.06561
10 0.06842
11 0.03498
12 0.02951

Promedio (x?): 0.3525
Desviacion estandar (SD): 0.0438
Coeficiente de variacion (CV%): 12.4%
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