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RESUMEN 

El género Thamnolia, es un género críptico, conocido en la medicina tradicional 

china, por poseer actividad antiinflamatoria, antioxidante, anticancerígena, entre 

otras; en ello radica la importancia de ampliar los estudios sobre los metabolitos 

que pueda tener este liquen.   

El propósito de la investigación realizada fue cuantificar los compuestos fenólicos 

totales, evaluar la actividad analgésica y la toxicidad aguda, presentes en el 

extracto etanólico del liquen Thamnolia vermicularis, el cual fue recolectado en 

la provincia de Huánuco. Para los ensayos biológicos se emplearon ratones 

BALB/c en la evaluación de la actividad analgésica mediante el modelo de 

contorsiones inducidas por ácido acético y ratas Holtzman para la determinación 

de la toxicidad aguda. El extracto presento un contenido de compuestos fenólicos 

de 181.56 mg de AG/g de extracto, la administración del extracto etanólico por 

vía 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 comparación con el diclofenaco 

sódico (10 mg/kg).  

Este estudio demuestra que el extracto etanólico del liquen Thamnolia 

vermicularis, no presenta efecto toxico agudo por vía oral y exhibe propiedades 

analgésicas en el modelo biológico ensayado. 

 

PALABRAS CLAVES: 

Liquen, Analgesia, Huánuco, Medicina natural, Toxicidad aguda, Thamnolia 

vermicularis 
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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 Huánuco. 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, Huánuco, Natural medicine, Acute toxicity, Thamnolia 

vermicularis 
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I. INTRODUCCIÓN 

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 comúnmente se emplean en la medicina 

convencional(1). 

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 interacción con la fisiología humana (2). Entre los diversos 

ámbitos 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 economía a 

comparación a los medicamentos desarrollados de manera sintética(3).   

Los líquenes son organismos pertenecientes al reino Fungi, cuyo resultado 

proviene de la relación simbiótica de un organismo heterótrofo (hongo), conocido 

como micobionte, y otro fotosintético, denominado fotobionte. Estos pueden ser 

cianobacterias verde azulado o algas unicelulares, originando con su asociación 

talos liquénicos. Sin embargo, no todas las algas son capaces de formar esta 

asociación.  

Estos organismos poseen gran originalidad morfológica, fisiológica, adaptativa, y 

diversos modos de vida que le permite adaptarse a diferentes tipos de sustrato 

inertes u orgánicos (4). Se ha estimado que existen aproximadamente 14 000 

especies de líquenes identificadas distribuidas en una amplia variedad de 

ecosistemas desde la región polar hasta el Ecuador. Estas especies solo 

constituyen un 8% de la vegetación del planeta y son empleados como 

bioindicadores de las condiciones ambientales de su entorno (4).  

 

Se ha determinado unas 700 sustancias bioactivas propias de los líquenes de los 

cuales se reportan depsidonas, compuestos lipídicos alifáticos, depsonas, éster 

bencílico, ácidos úsnicos, 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 
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sustancias suelen estar acumuladas en el córtex, el cual permite su acumulación 

al ser una capa de grosor variable. Estas sustancias tienen un papel fundamental 

en la protección del organismo ante factores externos que puedan dañarlo.  En el 

córtex se conoce la acumulación de: atranorina, ácido úsnicos, rizocárpico, 

algunas liquen-xantonas y vulpínico, distribuido en la médula se conoce los ácidos 

fumarprotocetrático, tamnólico, lecanórico, entre otros. Algunas de estas 

sustancias proporcionan los colores específicos de los líquenes (4).  

 

Los polifenoles, también llamados compuestos fenólicos, son aquellas moléculas 

orgánicas sintetizadas por las plantas relacionados con su interacción con el medio 

ambiente, sirviendo de moléculas de defensa de estas. Son parte de los 

denominados productos secundarios, son sintetizados en pequeñas cantidades y 

algunas sustancias están relacionadas a un determinado género, familia o especie 

(5,6).   

Tienen una estructura básica compuesta por un grupo hidroxilo unido a uno o más 

anillos aromáticos, los cuales son clasificados en: flavonoides y no flavonoides. 

Su clasificación también va a depender del grado de solubilidad de la molécula y 

el número de anillos fenólicos con sus respectivas estructuras unidas(7). En los 

líquenes, dichas moléculas están relacionadas con la presencia de 

quinonas(antroquinas), terpenoides, depsidonas y depsidos (8).  

 

Tales compuestos poseen un interés farmacológico por sus propiedades 

antibacterianas, antivirales y anticancerígenas, analgésicas, antiinflamatorias, 

entre otras.  Su eficacia es reconocida en el tratamiento de gripes, hematomas y 

hemorragias(8,9). Sin embargo, es de importancia el uso de sus propiedades 

antibióticas y antivirales, como el uso de especies del género Usnea por la 

presencia principalmente del ácido Úsnico (10). Otras sustancias son empleadas 

como antiinflamatorios no esteroideos en sustitución de las cortisonas al carecer 

de reacciones adversas. En el caso de la propiedad antitumoral se conoce el uso 

de algunos polisacáridos liquénicos como homoglucanos (4).  

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

dado que se cree que la medicina natural no posee efectos tóxicos (11) y puede ser 
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usado sin supervisión, sin embargo, hay que tener presente que mucha de estas 

sustancias puede ser venenosas para el ser humano.  

Los estudios farmacológicos son un conjunto de ensayos realizados para 

determinar el perfil toxicológico de la molécula justificando su uso en caso de 

emplearse para el consumo humano. Sin embargo, los efectos provocados por la 

ingesta crónica 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 evaluación de un determinado 

compuesto bioactivo o fármaco administrado en elevadas dosis como dosis única 

o repetida en menos de 24 hrs (7,8).  

Existen diferentes modelos animales para la evaluación de los posibles efectos 

secundarios de nuevos fármacos que se desarrollan. En el ámbito de investigación 

con roedores, se emplea con frecuencia como modelo animal a la especie Rattus 

rattus de la cepa Holtzman debido a la amplia documentación que existe sobre 

efectos en el comportamiento(12,13). Además de su amplio uso en investigaciones 

toxicológicas y farmacológicas (14,15). 

Una de las cepas más utilizadas para estudios de analgesia son los ratones Balb/C, 

debido a su amplia disponibilidad y su sensibilidad al dolor (16,17). 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 

más completo de la eficacia de los tratamientos(17)(18)(19).  

 

El género Thamnolia, es un género críptico para algunos liquenólogos debido a 

una peculiar morfología y al amplio rango de distribución encontrándose 

principalmente en el ártico, en zonas montañosas del hemisferio norte y en 

regiones de temperaturas frías del hemisferio sur. Además de presentar una 

aparente falta de reproducción sexual y variación química. Este género es 

conocido como gusanos blancos debido a su coloración blanquecina y al hallarse 

entre la hierba baja y musgos (20–22). Entre las especies de este género se encuentra 

Thamnolia vermicularis, el cual se conoce su empleo dentro de la medicina 

tradicional china, (23) lo que ha provisto de múltiples estudios para describir su 

actividad farmacológica. Se ha encontrado que este liquen posee actividad 
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antiinflamatoria, antioxidante, anticancerígena, entre otras; por lo que se ha visto 

ampliar los estudios sobre los metabolitos que pueda tener este liquen (24–26).  

 

En el Perú, se ha registrado especies de Thamnolia en las provincias de Jauja, 

Huaraz, La Oroya, Tupatupa, entre otras (27) .Dentro de las regiones donde se ha 

registrado su presencia se encuentra la provincia de Huánuco, 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. Además, se 

desconoce su toxicidad. 

 

El presente estudio se enfoca en cuantificar los componentes fenólicos presentes 

en el extracto etanólico del liquen Thamnolia vermicularis recolectado en la 

provincia de Huánuco y si este tiene actividad toxica aguda y analgésica en ratas 

y ratones de experimentación in vivo. Adicionalmente, está motivado en brindar 

a la población conocimiento fundamental sobre el uso adecuado y prevención de 

riesgos asociados al empleo de recuerdos medicinales naturales presentes en su 

entorno, además de dar alternativas ante la falta de medicamentos en la zona. 
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II. HIPÓTESIS 

 

Ho: El liquen Thamnolia vermicularis presenta actividad biológica de acción 

analgésica y no tiene toxicidad aguda 

Ha: El liquen Thamnolia vermicularis no presenta actividad biológica de acción 

analgésica y tiene toxicidad aguda 

 

III. OBJETIVOS 

a. Objetivo general 

• Cuantificar los compuestos fenólicos y evaluar el efecto toxico agudo y la 

actividad analgésica del extracto etanólico de Thamnolia vermicularis en 

ratones Balb/c y ratas Holtzman 

 

b. Objetivos específicos 

• Realizar la identificación y descripción taxonómica de la muestra primaria 

de Thamnolia vermicularis. 

• Cuantificar en el extracto etanólico los compuestos fenólicos presentes en 

Thamnolia vermicularis 

• Determinar la capacidad analgésica del extracto etanólico de Thamnolia 

vermicularis en dos modelos experimentales in vivo. 

• Evaluar el efecto agudo toxico del extracto etanólico de Thamnolia 

vermicularis por vía oral en animales de experimentación. 
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IV. MATERIALES  

 

a. Materiales de laboratorio 

 

Reactivos: Para el presente trabajo se utilizó: Etanol al 96% (Merck, 

Alemania), diclofenaco sódico (Genfar, Colombia), Dimetilsulfóxido 

(Supelco, Merk), Metanol (Supelco, Sigma Aldrich), Ácido acético (Merck, 

Sigma Aldrich), Reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma), Carbonato de sodio 

(Sigma, Kossodo), ácido gálico (Supelco, Sigma Aldrich). 

Instrumentos o Equipos de Laboratorio: Jaulas para roedores (Orchid; SRP02, 

SRC01), botella de agua para roedores (Orchid, SI25C), Cánula de 

alimentación 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 precipitación (ISO LAB, Negociar S.A.C), capsulas 

de porcelana(ISO LAB, Negociar S.A.C), Balanza analítica (Mettler Toledo, 

Xs105; 1128022236), Espectrofotómetro (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 látex 

(Qualatex) 

 

b. Animales de laboratorio 

Para la experimentación se hizo uso de 69 animales en total, entre ratas y 

ratones, los cuales fueron separados según la prueba correspondiente: 

Se utilizó 9 ratas macho Holtzman, de ocho semanas, con un peso corporal de 

200 a 240 g, para evaluar el efecto toxico agudo oral (28). El número empleado 

se basó en la bibliografía empleada sobre los protocolos para la evaluación del 

efecto tóxico agudo con un máximo de nueve animales.  
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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 

número de animales de experimentación se calculó con la fórmula (29):  

𝑛 =
𝑁 ∗ 𝑍2 ∗ 𝑝(1 − 𝑝)

𝐶2 ∗ (𝑁) + 𝑍2 ∗ 𝑝(1 − 𝑝)
 

Donde: 

• n = Número de animales requerido. 

• N= tamaño poblacional. 

• Z= parámetro estadístico con nivel de confianza (95%) 

• p = probabilidad ocurrencia del evento 

• C= error máximo de estimación aceptado 

𝑛 =
60 ∗ (1.96)2 ∗ 0.5 ∗ (1 − 0.5)

(0.05)2 ∗ (60) + 1.962 ∗ 0.5 ∗ (1 − 0.5)
 

𝑛 =
30 ∗ 3.8416 ∗ 0.25

0.0025 + 3.8416 ∗ 0.25
 

𝑛 =
57.696

1.9208
 

𝑛 = 30 

 

El número empleado de ratones para esta prueba es el óptimo 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 

fisiológicas, inmunológicas y farmacológicas permitiendo una evaluación más 

integral de los posibles efectos del compuesto en estudio (28,30). Además de la 

elección de especímenes según el protocolo evaluado en la investigación 

bibliográfica. 

Los especímenes para la experimentación fueron adquiridos del animalario del 

Laboratorio de Investigación y Desarrollo (LID)-UPCH. Los animales tuvieron 
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un periodo de aclimatación de tres días 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. Además, se realizó un chequeo de los 

animales previo a la experimentación para certificar su estado clínico 

saludable, sin signos de enfermedad ni alteraciones conductuales, lo cual 

permitió minimizar variables biológicas no controladas y asegurar que los 

efectos observados puedan atribuirse con mayor seguridad a la administración 

del extracto. 

La alimentación, cuidado y manipulación de los animales de laboratorio estuvo 

a cargo del personal capacitado del laboratorio de Servicio de Control de 

Calidad-LID. El cuidado se realizó en los ambientes de las Áreas de modelos 

Biológicos y Toxicológico ubicados en el sótano de LID. 

Fue imprescindible garantizar un manejo óptimo 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 guía de las 3Rs(31), por lo cual se empleó para 

esta investigación la reducción de los animales para la prueba de toxicidad 

según las guías internacionales de la OECD(28) (acute Oral Toxicity –Acute 

Toxic Class Method) así mismo el refinamiento en las pruebas por lo que se 

utilizó para la eutanasia una sobredosis de anestésico. 

 

V. MÉTODOS 
 

a. Recolección del liquen 

La muestra del liquen completo fue colectada en el departamento de Huánuco, 

provincia Huamalíes, en la zona de Puños a 3839 msnm, en los meses de 

febrero y abril (Imagen 1 y 2).  Esta región altoandina se caracteriza por un 

ecosistema de pastizales abiertos, bajas temperaturas y una marcada 

estacionalidad climática. El periodo de recolección coincidió con la época de 

lluvias en los Andes centrales, lo cual favoreció la disponibilidad del liquen 
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estudiado, debido a un incremento de su actividad metabólica y desarrollo, 

facilitando su recolección en óptimas condiciones(32,33). 

Por razones de índole personal, la recolección de las muestras fue delegada a 

pobladores locales previamente instruidos. Para este propósito, se contrató un 

servicio de transporte privado que facilitó el traslado de los colaboradores hasta 

el distrito de Puños, siguiendo la vía terrestre en dirección noreste. Una vez en 

el lugar, los recolectores se dirigieron a las zonas de crecimiento natural del 

liquen de interés, donde realizaron la recolección conforme a los lineamientos 

metodológicos establecidos previamente. 

Durante la recolección, 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 plásticas para su transporte. El traslado se realizó 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 basó en las buenas prácticas enseñadas 

durante la formación académica siguiendo los criterios aceptados para el 

manejo de muestras liquénicas. 

 

b. Descripción y taxonomía del liquen  

La identificación del liquen recolectado se realizó mediante el análisis 

morfológico y anatómico de las estructuras observadas en el espécimen, 

empleando claves taxonómicas especializadas. Se examinaron características 

macroscópicas como el color, forma y presencia de estructuras reproductivas, 

mediante lupa estereoscópica.  

Adicionalmente se llevó a cabo la prueba química de coloración por reacción 

de hidróxido de potasio (KOH) aplicado directamente sobre el talo, con el 

objetivo de detectar la presencia de metabolitos secundarios característicos del 

género Thamnolia.    

La identificación taxonómica del material liquénico fue realizada en compañía 

de la Dra. Rebeca Magdalena Pavlich, bióloga, micóloga y liquenóloga con 
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una amplia experiencia en el estudio de líquenes del Perú. Ha liderado 

investigaciones científicas sobre liquenobiota andina y ha sido presidenta de 

la Asociación Latinoamericana de Micología, lo que avala plenamente su 

idoneidad para la determinación taxonómica efectuada. 

 

c. Preparación del extracto del liquen 

La muestra de liquen luego de ser secado fue molida obteniéndose un total de 

400 gr de liquen molido. La extracción se realizó mediante maceración 

etanólica durante un periodo de 7 días a temperatura ambiente, se filtró y se 

repitió esta extracción por otros 7 días (34,35). Extrayéndose un total de 3 litros 

de extracto etanólico, el cual se concentró al vació con el rotavapor hasta 100 

ml. El extracto se dejó reposando en capsulas de porcelana a 35°C en baño 

maría en una atmosfera de nitrógeno durante un día hasta la evaporación de 

todo el solvente. Una vez concluido la evaporación total de todo el solvente, se 

obtuvo un total de 14,02 gr de extracto seco.  

Para la administración del extracto, se pesó previamente según la dosis 

correspondiente al peso promedio de los animales. Posteriormente, el extracto 

fue disuelto inicialmente en dimetilsulfóxido (DMSO), en una cantidad mínima 

suficiente para facilitar su solubilidad, una vez disuelto, la mezcla fue 

completada con agua destilada (36).. 

 

d. Determinación de compuestos totales fenólicos 

 

La determinación del contenido total de compuestos fenólicos se determinó 

utilizando el método de Folin-Ciocalteu siguiendo protocolos estandarizados. 

Para la preparación de la muestra se procedió a disolver en un vaso precipitado 

10 mg de extracto seco etanólico de Thamnolia vermicularis en 10 ml de 

metanol (60%) hasta disolverse por completo. En un tubo de ensayo se adicionó 

100 uL del extracto disuelto con 500 ul del reactivo de Folin- Ciocalteu.  La 

mezcla se dejó reposar por ocho (8) minutos a temperatura ambiente para 

permitir la reacción inicial. 

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

favoreciendo la neutralización del medio y la formación 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 máxima absorción del complejo formado, siendo directamente 

proporcional a la concentración de compuestos fenólicos presentes en el 

extracto. Para la comparación se empleó como blanco una solución preparada 

bajo las mismas condiciones sin extracto. 

La cantidad presente de compuestos fenólicos totales se determinó como mM 

de ácido gálico (AG) equivalente, utilizando para ello la curva de calibración 

de ácido gálico expresándose los resultados como mili moles equivalentes de 

ácido gálico (mM AG) por gramo de extracto seco (37,38). 

 

e. Actividad Analgésica: Ensayo de contorsiones inducidas mediante ácido 

acético 

 

La actividad analgésica fue realizada a través de la inducción de contorsiones 

por inyección de ácido 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 reducción del 

número de contorsiones producidas por la administración intraperitoneal de 

ácido 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 sódico 10 mg) y 3 grupos 

tratados con dosis crecientes del extracto etanólico seco de Thamnolia 

vermicularis (250mg/kg, 500mg/kg,1000 mg/kg).  

Para la preparación de las soluciones, se pesó la cantidad correspondiente de 

extracto seco en función al peso promedio de los animales por grupo, y este fue 

disuelto inicialmente en dimetilsulfóxido (DMSO) para aumentar su 

solubilidad y facilitar su homogenización(36). Luego, la mezcla fue completada 

con agua destilada hasta alcanzar el volumen necesario para la administración 

oral, asegurando una distribución adecuada de la dosis. Finalmente, se empleó 

una solución de ácido acético al 3% de concentración y la inyección fue de 

0.1ml en cada animal para la inducción de contorsiones (37,39).  



 

14 
 

Para el conteo del número de contorsiones se colocó al animal dentro de una 

pecera transparente y se le evaluó durante 30 minutos. Se tomó en cuenta como 

1 contorsión cuando el animal se estiraba completamente. La actividad 

analgésica fue medida de la siguiente manera: 

 

%𝐴𝑐𝑡. 𝐴𝑛𝑎𝑙𝑔é𝑠𝑖𝑐𝑎 =
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑜𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜)

𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑜𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
∗ 100  

 

f. Actividad Analgésica: Método de placa caliente 

 

Para medir la capacidad analgésica se empleó 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 realizó mediante la prueba Hot plate o prueba de placa caliente, 

donde se hizo uso de un agitador magnético con calentamiento digital. Se 

utilizó 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 sódico 10 mg) y 3 grupos con dosis diferentes del 

extracto etanólico (250mg/kg, 500mg/kg, 1000mg/kg).   

Para la preparación de las soluciones, se pesó la cantidad correspondiente de 

extracto seco en función al peso promedio de los animales por grupo, y este fue 

disuelto inicialmente en dimetilsulfóxido (DMSO) para aumentar su 

solubilidad y facilitar su homogenización(36).  

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 registró el tiempo de latencia hasta la primera respuesta a los 0, 30, 60 y 90 

minutos en cada grupo luego de la aplicación del extracto o fármaco comercial. 

Para esta prueba se consideró un tiempo de corte de 15 segundos para evitar 

lesiones en el animal luego de una exposición constante(37,39,40). Finalmente, se 

determinó el porcentaje de duración a través de la siguiente formula:  

 



 

15 
 

%𝑑𝑢𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
(𝐿𝑎𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (𝑝𝑟𝑢𝑒𝑏𝑎) − 𝐿𝑎𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)

(𝐿𝑎𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (𝑝𝑟𝑢𝑒𝑏𝑎)
∗ 100 

g. Estudio de Toxicidad aguda en ratas 

 

La toxicidad aguda fue evaluada por vía oral y se realizó siguiendo el proceso 

estandarizado por la Guideline for testing of Chemicals de la OECD Test 

423(28). La prueba incluyó un tratamiento de tres animales sanos con dosis 

límite de 2000 mg de extracto etanólico/Kg a un grupo de tres ratas macho, 

seguida de una segunda repetición con tres animales adicionales según el 

diagrama establecido por la guía (figura 1)(41,42). El volumen de muestra 

administrado por vía oral en un volumen constante fue de 2 ml por individuo. 

Cada animal fue evaluado cuidadosamente durante las dos primeras horas de 

dosificación y evaluado posteriormente de manera diaria durante catorce días, 

registrando cualquier signo clínico adverso asociado a la administración del 

extracto. Los signos clínicos evaluados fueron:  

 

1.- Comportamiento: Se observó la presencia o ausencia de agresión, episodios 

convulsivos, desplazamiento circular y de estado de letargia. 

2.- Sistema Respiratorio: Se evaluó la presencia o ausencia de disnea o jadeo. 

3.- Sistema Digestivo: Se evaluó la presencia o ausencia de estreñimiento y de 

heces liquidas (diarrea). 

4.- Sistema Cardiovascular: Se evaluó la presencia o ausencia de cianosis y 

sangrado por aberturas naturales. 

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

6.- Piel y ojo: Se evaluó la presencia o ausencia de mucosas ictéricas, respuesta 

pilo motora y reacción pupilar lumínica, evidenciando midriasis o miosis. 

7.- Estructura muscular: Se evaluó la presencia o ausencia de claudicación, 

falta de movilidad y temblor. 

8.- Compromiso Sistémico: Se evaluó la presencia o ausencia de estado 

comatoso, deshidratación, ingesta de alimento, postración, 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 procedió a evaluar una 

dosis de 5000 mg de extracto etanólico/Kg de rata en otro grupo de tres 

animales siguiendo el mismo protocolo de observación.  

 

h. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos se expresaron como media ± desviación estándar, 

empleando las unidades correspondientes a cada variable según el tipo de 

prueba. La elaboración de tablas se realizó en Microsoft Excel, mientras que el 

análisis estadístico y la construcción de las gráficas fueron llevados a cabo 

mediante el software GraphPad Prism versión 8.0. 

Para la determinación de las diferencias significativas entre grupos 

experimentales, se aplicó en análisis de varianza (ANOVA) de una vía. 

Posteriormente, se utilizaron las pruebas post hoc de Tukey para las 

comparaciones múltiples y Dunnet para las comparaciones específicas respecto 

al grupo control. Todos los análisis estadísticos fueron realizados en GraphPad 

Prism v8.0,  considerando estadísticamente significativos aquellos resultados 

con un valor de p < 0.05. 

 

VI. RESULTADOS 

 

a. Identificación y descripción taxonómica del liquen. 

Observación macroscópica: 

• Tipo de talo: fruticuloso, cilíndrico con ramificaciones 

• Coloración:  

o Hidratado: blanco cremoso 

o Seco: blanco grisáceo 

• Terminación: ápices redondeados 

• Superficie: lisa 

• Hábitat: descampado en zona altoandina con climatización fría/helada 

Prueba química: 

• Hidróxido de potasio: positivo (K+) con coloración amarilla. 
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Con relación a las características descritas, la clasificación de la muestra 

recolectada fue: 

Clasificación taxonómica 

• Reino: Fungi 

• División: Ascomycota 

• Clase: Lecanoromycetes 

• Orden: Peltigerales 

• Familia: Icmadophilaceae 

• Género: Thamnolia 

• Especie: Thamnolia vermicularis 

 

b. Cuantificación de compuestos fenólicos 

Para la determinación de la concentración de compuestos fenólicos totales se 

realizó una curva de calibración de estándar con ácido gálico (GA) 

considerando la relación entre la concentración y la absorbancia.  La curva de 

calibración generada a partir del análisis fue lineal (Grafica 1) con una 

ecuación y= 0,2429X + 0,0068 y un coeficiente de determinación de R2= 

0.9835. Este coeficiente indicaría un ajuste excelente del modelo lineal en 

relación con los datos experimentales. Como resultado, el análisis de 

absorbancia a 765 nm evidenció la presencia del contenido fenólico en el 

extracto etanólico del liquen. El contenido total de fenoles del extracto 

etanólico de Thamnolia vermicularis mostró una concentración de 181,56 ± 

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

Se evaluó el coeficiente de variación global de la curva considerando todas las 

absorbancias individuales de la curva de calibración (n=12). El valor obtenido 

fue de 12,4%, lo cual indica una precisión general moderada dentro de los 

rangos aceptables. 
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Gráfico (1). Concentración de ácido gálico (AG) en mMol Vs Absorbancia a 

765nm 

 

c. Actividad analgésica: Evaluación de contorsiones inducidas por ácido 

acético 

 

Se preparó 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 empleó 392,539 mg de extracto de liquen en 

total, dividiendo la cantidad necesaria para cada grupo en base al peso 

promedio y la preparación de 7 ml por grupo. Se adiciono 1,5 ml de DMSO y 

5.5 ml de agua para la preparación de la solución a emplear.  

En base a los resultados obtenidos, los resultados muestran una reducción del 

número de contorsiones en comparación 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). Así como, en la comparación del control 

positivo (CP). 

y = 0.2429x + 0.0068
R² = 0.9835
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El análisis determinó un aumento del porcentaje de actividad en relación 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. 

 

Muestra 
Numero de contorsiones 

 
ACTIVIDAD % 

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). Análisis del número de contorsiones y el porcentaje de 

actividad analgésica (CN=Control negativo, CP= Control positivo, EXT 

= Extracto en mg/ kg) 

 

 

Gráfico (2). Análisis del número de contorsiones según el tratamiento 

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

Se preparó 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 500mg y 26,178 

mg para el grupo de 1000 mg. Se empleó 323,071 mg de extracto de liquen en 

total, dividiendo la cantidad necesaria para cada grupo en base al peso 

promedio y la preparación de 7 ml por grupo.  Se adiciono 1,5 ml de DMSO 

y 5,5 ml de agua para la preparación de la solución a emplear. 

En base a los resultados obtenidos como se muestra en la tabla 2 y grafico 3, 

se determinó a los 60 minutos un porcentaje de duración 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 duración de 82,38 % a los 30 min y 

fue aumentando hasta 102,20 % a los 60 min (grafico 4). Sin embargo, se 

observa una reducción a los 90 min. El análisis de los resultados no demuestra 

una estadística significativa en la comparación múltiple 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 ± 0,4 

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 relación al CP   

 

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

 
 

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

experimentación, de los individuos empleados.  



 

21 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico (3). Comparación del promedio del tiempo de duración de los 

individuos con relación a 15 segs. establecidos. (N= 30 ratones)   

 

Gráfico (4). Comparación del aumento del porcentaje del tiempo de 

duración de los individuos con relación al tiempo establecido. 
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e. Evaluación toxica aguda en ratas 

Durante la evaluación, no se observó mortalidad ni signos clínicos severos de 

toxicidad en ninguno de los grupos experimentales, tanto para la dosis inicial 

de 2000 mg/kg como la segunda dosis límite de 5000 mg/kg. Durante las 

primeras dos horas de administración, se observó un estado de alerta notable 

debido posiblemente a la manipulación; posteriormente, este síntoma se fue 

reduciendo. Se detectó una ligera disminución de la actividad además del 

aumento en la producción de orina. No se evidencio ningún otro signo ni 

síntoma compatible con toxicidad sistémica. Adicionalmente, no se 

presentaron problemas en la piel ni variaciones relevantes en el peso corporal, 

ni disminución 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 evaluación, este efecto disminuyo con el pasar 

del tiempo. Se observó un aumento del volumen urinario y materia fecal 

flácidas. No se observó compromiso sistémico. No hubo reducción de peso ni 

de apetito. Adicionalmente, no se presentaron problemas en la piel ni otro 

compromiso con la salud del animal tabla 3. 

VII. DISCUSIÓN 

 

La muestra recolectada fue identificada como Thamnolia vermicularis, 

presentando un talo cilíndrico con ramificaciones y ápices redondeados, 

superficie lisa y una coloración blanco cremoso al estar hidratado a blanco 

grisáceo al secarse. Estas características concuerdan con las descripciones 

morfológicas reportadas para esta especie en ecosistemas fríos de alta 

montaña(43,44). Esta coloración, junto con su presencia en hábitat altoandino 

de vegetación abierta es compatible con la distribución ecológica reportada, 

ya que dicha especie se encuentra típicamente en ecosistemas de tundra, 

páramo y alta montaña (44,45).  Además, su reacción positiva de coloración 

amarilla también sustenta su identificación, ya que esta reacción es 

característica de los compuestos fenólicos presentes en el córtex de 

Thamnolia vermicularis(46).  
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En el caso de los líquenes los solventes más empleados son el metanol, 

acetona, diclorometano, etanol y benceno(47–50). En algunos estudios 

realizados a plantas se ha comparado la eficiencia de extracción de 

compuestos fenólicos utilizando distintos solventes: agua, metanol acetona y 

etanol, siendo el mejor rendimiento obtenido con agua a 90°C durante 5 horas 

de extracción (12,587 mg AG/g) y acetona 75% a 30°C (7,268 mg AG/g) en 

el mismo tiempo (49). También se ha reportado la efectividad de extracción 

con relación al contenido fenólico al combinar solventes, por ejemplo, 

empleando una mezcla de etanol: agua (75:25) a 50°C donde se obtuvo un 

contenido fenólico comparable a la extracción con metanol absoluto (40,84 

vs 40,14 mg AG/g) (50). En referencia a los componentes presentes en 

líquenes, algunos estudios destacan al diclorometano como un solvente eficaz 

para la recuperación de compuestos fenólicos en comparación otros solventes 

(51,52).  Aunque en el caso de Thamnolia, se ha demostrado que la maceración 

etanólica puede ofrecer un rendimiento similar (51). La cuantificación 

realizada mediante el método de Folin-Ciocalteu a una longitud de onda de 

765 nm, permitió estimar una concentración de 181,56 mg AG/g de muestra 

seca. Este valor representa una extracción considerable, alcanzada mediante 

la maceración etanólica a temperatura ambiente durante 14 días. En 

comparación con otros estudios, se ha reportado concentraciones menores en 

otros líquenes como Peltigera lacinita (12,86 ug AG/mg) e incluso Thamnolia 

vermicularis (12,48 ug AG/mg), a pesar de que fueron extraídos en un periodo 

equivalente o menor (50,51). Esta concentración pudo estar influenciada por 

factores ambientales como la altitud, el clima, el tipo de sustrato o la 

exposición a contaminantes ambientales, ya que se ha demostrado que las 

sustancias bioactivas de los líquenes son afectadas significativamente por las 

condiciones del entorno condicionando los resultados de la cuantificación 

química, así como, de la actividad biológica evaluada(9,47).  

 En relación con la precisión del método, un coeficiente de variación de 

12,4% refleja una variabilidad moderada entre las réplicas, que, si bien no 

representa un resultado óptimo, se considera aceptable dentro de los criterios 

establecidos por normativas analíticas(53), especialmente en las etapas 

preliminares de validación. Esta variación podría atribuirse a factores como 
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pequeñas inconsistencias en la preparación de los estándares, ligeras 

diferencias en el tiempo de reacción o el manejo del instrumental(54). No 

obstante, al resultar por debajo del umbral del 15%, demuestra ser 

adecuadamente preciso para fines de cuantificación de polifenoles (53,54). 

Por otro lado, la curva presentó un coeficiente de determinación de 0,9835, 

lo que sugiere que el 98,35% de la variación en la absorbancia se explica por 

la concentración de los estándares respaldando la linealidad y confiabilidad 

del método espectrofotométrico aplicado. Dicha linealidad es fundamental 

para asegurar una cuantificación exacta, reforzando la idoneidad del método 

desarrollado para el análisis de compuestos fenólicos (55). 

Se conoce que parte de la actividad farmacológica de las sustancias liquénicas 

se basa en la presencia de metabolitos secundarios como depsidonas, 

depsidos, antroquinas y terpenoides (56). Diversos estudios han demostrado la 

actividad analgésica de líquenes del género Usnea, Cladia, Cladonia, entre 

otros; debido a la presencia del ácido úsnicos y sus derivados, los cuales 

pertenecen al grupo de los dibenzofuranos (47,57). En el caso de la presente 

muestra, se identifica mediante la literatura la presencia del ácido thamnólico, 

compuesto clasificado como un depsido(47). Aunque tanto el ácido Úsnico 

como el ácido thamnólico son metabolitos propios de líquenes, 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 farmacológicos similares, particularmente en 

efectos analgésicos(57,58). 

Con relación a los resultados obtenidos, se observa una disminución en el 

número de contorsiones a medida que aumenta la dosis administrada (Grafica 

2). El análisis estadístico evidenció 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 observó diferencias 

significativas en comparación con el grupo control positivo (Tabla 2), 

indicando que, aunque el extracto mostró un efecto potencial, este no alcanzó 

la eficacia del tratamiento farmacológico estándar bajo las condiciones 
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evaluadas. Cabe señalar que el grupo tratado con 1000 mg/kg presentó una 

ligera inclinación hacia la significancia (p <0.06) lo que sugiere una posible 

respuesta dosis- dependiente que podría evaluarse en estudios posteriores. 

Resultados similares se obtuvieron para la prueba de la placa caliente donde 

se registró un aumento progresivo en tiempo de latencia en relación con la 

dosis administrada, alcanzando un mayor efecto en la dosis de 1000 mg/kg. 

El análisis estadístico evidenció una diferencia significativa únicamente para 

este grupo en comparación 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 

alcanzó el nivel del tratamiento estándar. 

Es importante considerar que el dolor es un proceso complejo que involucra 

distintos mecanismos fisiológicos, dependiendo del origen (inflamatorio, 

neuropático, nociceptivo), intensidad y vías de conducción nerviosa(59). 

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 estímulos dolorosos 

de tipo químico e inflamatorio en la cavidad peritoneal, caracterizada por la 

activación de fibras aferentes tipo C sensibles a mediadores como 

prostaglandinas e histamina (60,61). La reducción de las contorsiones que se 

observa tras la administración del extracto etanólico de Thamnolia 

vermicularis sugiere una posible acción a nivel periférico dosis dependiente, 

la cual podría estar mediada por la modulación de mediadores inflamatorios 

o interferencia con la señalización nociceptiva en las terminaciones nerviosas. 

(62).  En contraste, la prueba de placa caliente involucra una respuesta frente a 

un estímulo térmico nocivo, en la que participan receptores térmicos y vías 

de dolor central (a nivel medular y supra medular)(59,61). Los resultados de 

esta prueba indicarían una menor participación en la inhibición de la 

transmisión central del dolor (63–65).  

Adicionalmente, los resultados pueden haber estado influenciados por 

variaciones individuales en la percepción del estímulo, posiblemente 

moduladas por el estrés inducido por la manipulación experimental(66). 
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Asimismo, es probable que se haya producido una respuesta adaptativa del 

comportamiento frente al dolor térmico generado, lo que podría haber 

afectado los resultados.  

Se ha demostrado que los líquenes poseen actividades biológicas resaltantes 

como antibacterial, antifúngica, antioxidantes, entre otras (67). Sería adecuado 

evaluar el potencial del efecto antiinflamatorio del liquen Thamnolia 

vermicularis con relación a la presencia del ácido thamnólico y sus derivados. 

Este compuesto ha sido tradicionalmente empleado en la medicina china para 

tratar afecciones inflamatorias, (68) a pesar de que existen antecedentes que 

respaldan su uso, los estudios experimentales sobre sus mecanismos de acción 

y eficacia son aún limitados lo que resalta la necesidad de explorar su 

bioactividad a nivel molecular y celular con relación a los modelos de 

inflamación inducida(69). 

La toxicidad en los líquenes ha sido evaluada tanto en líneas celulares como 

en organismos de menor tamaño como pequeños crustáceos y roedores. 

Dichos estudios están relacionados a la citotoxicidad y toxicidad aguda del 

ácido Úsnico en Usnea sp y otros compuestos de Ramalina sp. Se ha 

demostrado que en dichos organismos existe una toxicidad y mortalidad 

desde pequeñas dosis hasta la dosis de 1,00 g/kg, teniendo mortalidad 100% 

en roedores pequeños para esta última, sin embargo, en algunos casos 

lograban sobrevivir a dosis de 2,00 g/kg (70–74).  En el estudio, no se detectó 

efectos tóxicos agudos letales en la evaluación del extracto de Thamnolia 

vermicularis, lo que sugiere una baja toxicidad ubicándolo en la categoría 5 

o sin clasificación toxicológica según la OECD 423 (28). 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. Así mismo, se registró la expulsión de materia fecal flácida, lo cual 

podría atribuirse como efecto del extracto administrado(75).  

Este estudio adquiere relevancia frente a la limitada disponibilidad de 

medicación en determinadas zonas del país, donde el acceso a tratamientos 

convencionales es restringido. En este contexto, resulta fundamental 

continuar con investigaciones que evalúen no solo la eficacia de extractos 
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naturales como alternativas terapéuticas, sino también su posible interacción 

con medicamentos convencionales y los efectos adversos potenciales que 

puedan derivarse de su uso, independiente del origen (76).  
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VIII. CONCLUSIONES 

 

• El liquen recolectado en la zona de Huamalíes se identificó como 

Thamnolia vermicularis. 

• Se cuantifico la cantidad de compuestos fenólicos del extracto 

etanólico teniendo como resultado 181,56 mg de AG/g de extracto 

seco. 

• El extracto etanólico del liquen del género Thamnolia vermicularis 

podría presentar efecto analgésico dosis-dependiente a nivel 

periférico.  

• El extracto etanólico evaluado a dosis de 5000 mg/kg, no presenta 

toxicidad aguda siendo la DL50 > 5000 mg/kg. 

 

RECOMENDACIONES: 

Se recomienda realizar análisis cromatográfico cualitativo del extracto 

etanólico del liquen recolectado en la zona de Huánuco mediante 

HPLC/MS.  

Se recomienda realizar estudios de toxicidad subaguda, subcrónica o 

crónica, para evaluar la seguridad del uso frecuente (30 a 90 días) de este 

liquen. 

Se recomienda realizar más estudios para la confirmación o descarte del 

efecto diurético. 
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ANEXOS Y TABLAS 
 

 

Imagen 1. Vista satelital del distrito de Puños. (Departamento de Huánuco, 

distrito de Puños, Perú. Google Maps, 2024. Maps.google.com)  

 

 

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

Huánuco, distrito de Puños, Perú. Google Maps, 2024. Maps.google.com) 
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Imagen 3. Liquen Thamnolia vermicularis secado. (fuente propia) 

 

 

Imagen 4. Fuente de porcelana con el extracto liquénico secado 

previamente. 
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Imagen 5. Disolución del extracto liquénico en metanol previo al análisis de 

compuestos fenólicos. 

 

Imagen 6. Espectrofotómetro empleado para la cuantificación de la 

absorbancia del extracto liquénico durante el análisis. 

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

dosis de 2.00 g/kg de peso de animal (guía n°423 de la OECD) (28) 
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Carta de aprobación del comité de ética 
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Carta de certificación de espécimen 
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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 (x2): 0.3525 

Desviación estándar (SD): 0.0438 

Coeficiente de variación (CV%): 12.4% 

 

 


