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Resumen

Resumen

Estudio de la actividad neuroprotectora de especies liquénicas del clado cetrarioide
(F/Parmeliaceae) y compuestos aislados.

El aumento de la esperanza de vida conlleva un incremento en la prevalencia de las
enfermedades relacionadas con la edad, entre las que se destaca a las enfermedades
neurodegenerativas. Estas patologias constituyen un serio problema de salud publica por las
graves consecuencias fisicas y psicoldgicas que sufre el paciente y su entorno y el impacto

sanitario y economico.

Su patogenia es compleja, viéndose implicados numerosos mecanismos como la agregacién
anomala de proteinas, el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial, la disfuncién sinaptica o el
desequilibro de neurotransmisores. La multiplicidad de factores implicados dificulta la busqueda
y desarrollo de tratamientos curativos con los que no sélo sea posible frenar, sino también revertir
el proceso neurodegenerativo. En la actualidad, la investigacion esta orientada a la busqueda de
"ligandos dirigidos hacia multiples dianas", actuando sobre multiples mecanismos de la
enfermedad reduciendo los efectos adversos ocasionados por interacciones en terapias

combinadas.

Desde la antigiiedad, la naturaleza ha sido utilizada como fuente de productos bioactivos.
En la terapéutica moderna, los compuestos naturales o sus derivados obtenidos mediante
semisintesis han destacado por sus propiedades farmacologicas en diversas areas terapéuticas.
En este contexto, los liquenes surgen como una novedosa fuente de metabolitos activos, que,
durante mucho tiempo, ha sido escasamente explorada. En los ultimas décadas, extractos
liquénicos y compuestos aislados han sido investigados en modelos i silico, in vitro e in vivo e,
demostrando importantes actividades farmacoldgicas tales como antioxidante, citotoxica,

antimicrobiana, antinflamatoria, analgésica, o fotoprotectora.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido el de evaluar las actividades
neuroprotectoras de extractos liquénicos y metabolitos secundarios de especies del clado
cetrarioide (Familia Parmeliaceae), determinando sus efectos sobre diversos mecanismos

implicados en la patogenia de las enfermedades neurodegenerativas.

Con la revisiéon del estado actual del conocimiento sobre las diversas actividades
farmacoldgicas de los compuestos liquénicos se observo que, a pesar de su demostrada actividad
antioxidante, la actividad neuroprotectora habia sido escasamente estudiada. Asimismo, la

quiralidad de sus estructuras permite la interacciéon con multiples enzimas.



Resumen

El trabajo experimental desarrollado en esta Tesis Doctoral comprende, inicialmente, el
analisis de catorce especies de liquenes del clado cetrarioide (Familia Parmeliaceae) en base a sus

propiedades antioxidantes e inhibitorias de enzimas colinesterasas.

Asi, los extractos de las especies Asahinea scholanderi'y Cetraria cucullata destacaron por su
capacidad in vitro inhibitoria frente a las enzimas AChE y BuChE. Los andlisis fitoquimicos por
HPLC-UV revelaron la presencia de acido alectoronico y acido colatdlico en Asahinea scholanderi
y de acido protoliquesterénico y acido tisnico en Cetraria cucullata. Por otro lado, los estudios in
silico de acoplamiento molecular mostraron que el acido alectorénico presentaba un buen
perfil de inhibicién frente a la enzima AChE, préximo al del inhibidor de referencia
donepezilo. Esta inhibicién enzimatica fue posteriormente validada en un modelo celular
neuronal. Ademads, el extracto del liquen A. scholanderi y los compuestos acido alectordénico y
acido tsnico redujeron los niveles de expresion de la enzima AChE, sugiriéndose funciones

protectoras no asociadas a la inhibicién de esta enzima.

En cuanto a la actividad antioxidante in vitro, destacaron los extractos metanolicos de
Dactylina arctica, Nephromopsis stracheyi, Tuckermannopsis americana y Vulpicida pinastri. Estos
liquenes se seleccionaron para profundizar en su estudio en un modelo de estrés oxidativo
inducido por perdxido de hidrégeno en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y .Los liquenes
que mostraron mayor capacidad neuroprotectora fueron Dactylina arctica y Vulpicida pinastri que
redujeron de forma significativa la sobreproduccion de EROS y la peroxidaciéon lipidica,
restauraron la morfologia celular, aumentaron la actividad de enzimas antioxidantes y
atenuaron el dafio mitocondrial. La especie Vulpicida pinastri presentd acido vulpinico, acido
pinastrico y Aacido usnico en su composicion y la especie Dactylina arctica los compuestos
acido lecanodrico, acido usnico y acido giroférico. El liquen Dactylina arctica fue mas activo que
Vulpicida pinastri por lo que se llevaron a cabo posteriores estudios con el compuesto

mayoritario acido giroférico empleandose el mismo modelo celular de estrés oxidativo.

El acido girofdrico ejercid su potencial actividad neuroprotectora a través de la induccion
de la respuesta antioxidante endogena (mediante el aumento de los niveles de enzimas
antioxidantes) y la potenciacién de la autofagia frente a la apoptosis como respuesta de
supervivencia celular. Ademads, debido a la implicaciéon de la disfuncién sindptica en las
enfermedades neurodegenerativas se constatd su papel neuromodulador en procesos a nivel

sinaptico como el crecimiento axonal y la sinaptogénesis, implicados en la plasticidad neuronal.



Resumen

Finalmente, se demostrd que el dcido girofdrico es capaz de atravesar la BHE en un modelo
in vitro de permeabilidad celular, sugiriéndose la difusién pasiva como transporte principal. Estos
resultados apoyan los datos obtenidos sobre sus propiedades moleculares in silico. Por otro lado,
estudios in silico de su perfil ADMET, mostraron que el 4cido girofdrico presentaba un perfil

moderado de absorcion y adecuado de toxicidad.

En conclusion, los liquenes del clado cetrarioide constituyen una fuente valiosa de
compuestos bioactivos con propiedades neuroprotectoras, que actiian sobre diferentes procesos

y enzimas implicados en la patogenia de las enfermedades neurodegenerativas



Abstract

Abstract

Study of the neuroprotective activity of lichen species of the cetrarioid clade

(F/Parmeliaceae) and isolated compounds.

As a consequence of the increase of life expectancy, the prevalence of age-related diseases
has risen, with neurodegenerative disorders being particularly prominent. These pathologies
constitute a serious public health issue due to the severe physical and psychological consequences

experienced by the patient and their environment, as well as the health and economic impacts.

Its pathogenesis is complex, involving numerous mechanisms such as abnormal protein
aggregation, oxidative stress, mitochondrial dysfunction, synaptic dysfunction, and
neurotransmitter imbalance. The multiplicity of factors involved makes it difficult to find curative
treatments that can not only slow down but also reverse the neurodegenerative process.
Presently, the focus of research is directed towards identifying "ligands aimed at multiple
targets," which act on various disease mechanisms and decrease the adverse effects caused by

combinatorial therapies' interactions.

Since ancient times, nature has been used as a source of bioactive products. In modern
therapeutics, natural compounds or their derivatives obtained by semi-synthesis have stood out
for their pharmacological properties in various therapeutic areas. In this context, lichens emerge
as a novel source of active metabolites, which, for a long time, has been scarcely explored. In the
last decades, lichen extracts and isolated compounds have been investigated in in silico, in vitro
and in vivo models, demonstrating important pharmacological activities such as antioxidant,

cytotoxic, antimicrobial, anti-inflammatory, analgesic, or photoprotective.

The aim of this Doctoral Thesis was to evaluate the neuroprotective activities of lichen
extracts and secondary metabolites of species of the cetrarioid clade (Parmeliaceae family),
determining their effects on various mechanisms involved in the pathogenesis of

neurodegenerative diseases.

A review of the current state of knowledge on the various pharmacological activities of
lichen compounds showed that, despite their proven antioxidant activity, their neuroprotective
activity had been object of little study. Furthermore, the chirality of their structures allows

interaction with multiple enzymes.
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The experimental work carried out in this Doctoral Thesis comprises, initially, the analysis
of fourteen species of lichens of the cetrarioid clade (Parmeliaceae Family) based on their

antioxidant and cholinesterase enzyme inhibitory properties.

Thus, the extracts of Asahinea scholanderi and Cetraria cucullata species stood out for their in
vitro inhibitory capacity against AChE and BuChE enzymes. Phytochemical analysis by HPLC-
UV revealed the presence of alectoronic acid and collatolic acid in Asahinea scholanderi and
protolichesterenic acid and usnic acid in Cetraria cucullata. On the other hand, in silico molecular
docking studies showed that alectoronic acid had a good inhibition profile against the AChE
enzyme, close to that of the reference inhibitor donepezil. This enzyme inhibition was
subsequently validated in a neuronal cell model. In addition, the A. scholanderi lichen extract and
the compounds alectoronic acid and usnic acid reduced AChE enzyme expression levels,

suggesting protective functions not associated with AChE inhibition.

In terms of in vitro antioxidant activity, methanolic extracts of Dactylina arctica, Nephromopsis
stracheyi, Tuckermannopsis americana, and Vulpicida pinastri stood out. These lichens were selected
for further study in a model of hydrogen peroxide-induced oxidative stress in human
neuroblastoma SH-SY5Y cells. The lichens that showed the largest neuroprotective capacity were
Dactylina arctica and Vulpicida pinastri, which significantly reduced ROS overproduction and lipid
peroxidation, restored cell morphology, increased antioxidant enzyme activity and attenuated
mitochondrial damage. The species Vulpicida pinastri showed vulpinic acid, pinastric acid and
usnic acid in its composition and the species Dactylina arctica presented the compounds lecanoric
acid, usnic acid and gyrophoric acid. The lichen Dactylina arctica was more active than Vulpicida
pinastri so further studies were carried out with its major compound gyrophoric acid using the

same cellular model of oxidative stress.

Gyrophoric acid exerted its potential neuroprotective activity through induction of the
endogenous antioxidant response (by increasing antioxidant enzyme levels) and potentiation of
autophagy against apoptosis as a cell survival response. In addition, due to the involvement of
synaptic dysfunction in neurodegenerative diseases, its neuromodulatory role in synaptic level
processes such as axonal growth and synaptogenesis, involved in neuronal plasticity, has been

demonstrated.

Finally, it was shown that gyrophoric acid can cross the BBB in an in vitro model of cell
permeability, suggesting passive diffusion as the main transport. These results support the data

obtained on its molecular properties in silico. On the other hand, in silico studies of its ADMET
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profile showed that gyrophoric acid had a moderate uptake profile and an adequate toxicity

profile.

In conclusion, lichens of the cetrarioid clade are a valuable source of bioactive compounds
with neuroprotective properties, which act on different processes and enzymes involved in the

pathogenesis of neurodegenerative diseases.



ABREVIATURAS







Abreviaturas

A

A¥Ym Potencial de membrana

AAPH 2,2'-azobis(2-metilpropionamidina)

ACh Acetilcolina

AChE Acetilcolinesterasa

ACP Proteina transportadora de acilos

AIH Absorcion intestinal humana

AQP Aquaporina

ANG-1 Angiopoyetina-1

APOE-e4 Apolipoproteina E

ARE Elemento de Respuestas Antioxidante

AT Acil-transferasa

ATG Genes relacionados con la autofagia

ATP Adenosina trifosfato

B

BACE Enzima (-secretasa

BCG Cluster de genes biosintéticos

BCRP Proteina asociada a resistencia de
cancer de mama.

BDNF Factor neurotréfico derivado del
cerebro

bFGF Factor de crecimiento de fibroblastos

BHE Barrera hematoencefalica

BuChE  Butirilcolinesterasa

C

CAS Centro activo catalitico

CAT Catalasa

ChAT Acetilcolina transferasa

CHOP  Proteina homdloga C/EBP

CitC Citocromo C

Cx Conexina

|w

DA

DAT

DH

DHA

DPPH

les]

EA

EAP

EC-SOD

EH

ELA

EMA

eNOS

EnR

EP

ERNS

EROS

|=r1

FDA

FRAP

FUS

(9]

GAP43

GAPDH

GDNF

GLU

GLUT-1

Abreviaturas

Dopamina

Transportador de dopamina
Deshidratasa

Acido docosahexaenoico

1-difenil-2-picrilhidrazil

Enfermedad de Alzheimer

Indice de potencial antioxidante
Enzima extracelular SOD
Enfermedad de Huntington
Esclerosis lateral amiotrofica
Agencia Europea del Medicamento
Oxido nitrico sintasa endotelial
Enoilreductasa

Enfermedad de Parkinson

Especies reactivas de nitrégeno

Especies reactivas de oxigeno

Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados
Unidos

Poder antioxidante reductor férrico

Proteina fusionada en sarcoma.

Proteina 43 asociada al crecimiento

recombinante

Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

Factor neurotréfico derivado de

células gliales
Glutamato

Transportador de glucosa 1



PH-GPx

GPx

GR

GSH

GSSG

GST

(e

HAT

H202

5-HT

HA

HCA

Fosfolipido hidroperoxido GPx
Glutatién peroxidasa
Glutation reductasa

Glutation sulfhidrilo

Glutation oxidado

Glutation S-transferasa

Transferencia de atomo de hidrogeno
Perdéxido de hidrogeno

Serotonina

Histamina

Andlisis de agrupamiento jerarquico

hCMEC/D3 Endotelio microvascular de cerebro

HO

HPLC

H-RMN

HRPKS

|

IChEs

JNKK

I=

KR

KS

=

LAT-1

LC-MS

LCR

LTD

LTP

humano
Hemoxigenasa
Cromatografia liquida de alta eficacia

Resonancia magnética nuclear de

protén

PKS reductoras

Inhibidores colinesterasicos

Proteina kinasa c-Jun N terminal

activada por mitégeno

Cetorreductasa

Quetoacil sintasa

Transportador de L-alfa aminoacidos
Espectrometria de masas

Liquido cefalorraquideo

Depresion a largo plazo

Potenciacion a largo plazo

10

1<

mAChRs
MAI
MAO
MCT
MCU
MDA

MDCK

mHitt
MPP+

mPTP

MRPs

MSCs
mtDNA

MTDL

NA
nAChR
NeuN
NGF
NMDA
NO*
NOz*
NQO1
Nrf2
NRPKS

NS/PCs

o

02..

Abreviaturas

Receptores muscarinicos
Moléculas de adhesién intercelular
Monoamino oxidasas
Transportadores monocarboxilato
Uniporter de calcio mitocondrial
Malondialdehido

Células renales caninas de Madin-
Darby

Proteina mutante de huntingtina
1-metil-4-fenilpiridinio

Poro de transicién de permeabilidad

mitocondrial

Proteinas asociadas a resistencia a

multiples farmacos
Células madre mesenquimales
ADN mitocondrial

Multi-target-direct-ligands

Noradrenalina

Receptor de nicotinico de acetilcolina
Antigeno Neuronal Nuclear

Factor de crecimiento nervioso
N-metil-D-aspartato

Radicales 6xido nitrico

Didxido de nitrégeno

NADPH quinona deshidrogenasa 1
Factor nuclear eritroide 2

PKS no reductoras

Células madre/células madre

progenitoras

Anion superoxido



*OOR
102

OATP

OCT

OGD/R
ONOOH

ORAC

OXPHOS
6-OHDA
8-oxodG
P

PARP

Radicales hidroxilo
Peroxilo
Oxigeno singlete

Transportadores de aniones

organicos

Transportadores de cationes

organicos
Oxigeno y glucosa/reperfusion
Peroxinitrito

Capacidad de absorcion de

radicales derivados del oxigeno
Fosforilacion oxidativa
6-hidroxidopamina

8-Oxo-2'-deoxyguanosine

poli ADP ribosa polimerasa

PAMPA-BHE Prediccion del paso de la barrera

PAS

PCA

PC12
PKSs
PRPKS

PSD95

PUFAs

QSAR

hematoencefalica
Sitio aromatico periférico

Andlisis de componentes

principales

Feocromocitoma adrenal de rata
Poliquétido sintasas

PKS parcialmente reductoras

Proteina de densidad postsinaptica
de 95 kDa

Acidos grasos polinsaturados

Relacion estructura-actividad

cuantitativa

11

RBE4

RL
ROOH
RSeOH
S

SET
SH-SY5Y
SLC
SNC
SOD

T
TARDBP
TBK1
TLC

TPC

TPSA

Trx
TrxR

TuJ1

<

VDAC

VEGF

VMAT2

IN

ZO

Z5G

Z5V

Abreviaturas

Endotelio cerebral de rata
Radicales libres
Hidroperdxido organico

Selenénico

Transferencia de electréon tinico
Células de neuroblastoma humano
Transportadores de soluto

Sistema Nervioso Central

Superdxido dismutasa

Proteina de unién a ADN TAR 43
Quinasa de uniéon a TANK 1
Cromatografia en capa fina
Contenido fendlico total

Area topolégica de la superficie

polar
Tiorredoxina
Tiorredoxina reductasa

[B-tubulina de clase III especifica de

neuronas

Canal anidnico voltaje dependiente

Factor de crecimiento endotelial

vascular

Transportador vesicular de

monoaminas 2

Zonula occludens
Zona subgranular

Zona subventricular






INTRODUCCION







Introduccion

I. INTRODUCCION
1. Enfermedades neurodegenerativas

1.1. Sistema Nervioso Central

1.1.1 Generalidades

En términos anatémicos, el Sistema Nervioso Central (SNC) esta formado por el cerebro, en
la cavidad craneal, y la médula espinal, en la columna vertebral. El cerebro a su vez se subdivide

en encéfalo, cerebelo y hemisferios cerebrales.

El SNC estd compuesto por células nerviosas, conocidas como neuronas, y células gliales
no neuronales. Elnombre de éstas tltimas deriva del término griego referido a pegamento, union,

puesto que son las responsables de mantener unido el sistema nervioso (Virchow, 1856).

Las neuronas estan constituidas por el cuerpo celular denominado soma, y por una serie de
proyecciones, las dendritas y el axén. Las dendritas aumentan la superficie neuronal y reciben
sefiales de otras células nerviosas mediante las espinas dendriticas, mientras que el axdén es
responsable de la conduccién de los impulsos nerviosos a otras neuronas o células musculares.
Las neuronas son las encargadas de trasmitir el impulso nervioso mediante la liberacion de
neurotransmisores en la sinapsis, los cuales se unen a receptores especificos en la neurona

siguiente permitiendo la trasmision de la sefial. (Per Brodal, 2010).

Las células gliales constituyen aproximadamente la mitad de las células nerviosas del SNC.
De manera general, se clasifican en microglia, que son células implicadas en la respuesta inmune,
y en macroglia, formada por oligodendrocitos que son responsables de la formacién de la vaina
de mielina del axon y de los astrocitos (Guillamén-Vivancos y col., 2015). Estos tltimos, a los que
primeramente se le atribuyd una accién tnica de soporte, participan en numerosos procesos
esenciales como la homeostasis de iones y agua, la defensa frente al estrés oxidativo, la biogénesis
mitocondrial, la plasticidad neuronal, la reparacion tisular via neurogénesis, la supervivencia
neuronal, la formacién de la barrera hematoencefalica y la formacién y eliminacion de las sinapsis

(Kim y col., 2019; Domingues y col., 2016) (Figura 1).

Formando parte del SNC, también se encuentran las células ependimales que son células
epiteliales presentes en la superficie de los ventriculos del cerebro y en la médula espinal y que
participan en la homeostasis del liquido cefalorraquideo (LCR) (MacDonals y col., 2021). Por

altimo, dentro de las células gliales, la glia radial desempefia funciones esenciales en el desarrollo
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del sistema nervioso, actuando como precursora de neuronas y otras células gliales (Campbell y

Gotz, 2002).

Microglia Astrocitos Oligodendrocitos

Citoquinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-6, IL-12, IL-1B) e

Respuesta inmune Formacién de la BHE Mielinizacion

Figura 1. Unidades celulares principales del Sistema Nervioso Central y sus funciones. (Imagen creada

con Biorender.com)

Definir las funciones del sistema nervioso es una tarea compleja. El sistema nervioso es el
responsable de coordinar la mayoria de las funciones corporales y vitales. Desde la recepcion,
procesamiento e integracion de la informacidn sensorial con la consecuente respuesta motora
coordinada hasta la regulacion de funciones corporales involuntarias como la respiracion, la
frecuencia cardiaca, los ritmos circadianos o la postura corporal. Ademas, es el encargado de
regular el sistema endocrino. Entre sus funciones cabe también destacar el control de las
funciones mentales como la memoria, el aprendizaje y el estado de animo, asi como la adaptacion

y la respuesta al dafio (Ludwing y col., 2022).

Por todo ello, las enfermedades que afectan al sistema nervioso tienen efectos devastadores
en los pacientes y, debido a la complejidad de los procesos involucrados, encontrar tratamientos

efectivos es un desafio para la ciencia.

1.1.2 Barrera hematoencefalica

Las neuronas son células sensibles a diversas sustancias y a leves cambios en la
concentracién, por lo que cualquier desequilibro quimico puede alterar el correcto
funcionamiento del SNC (Tajes y col., 2014). Por otro lado, el cerebro es uno de los 6rganos mas
activos a nivel metabdlico y requiere de un aporte de oxigeno y nutrientes elevado y constante
(Rink y Khanna, 2011). En este contexto, la necesidad de una barrera fisica y bioquimica

encargada de controlar la entrada de nutrientes y evitar el paso de toxicos y patdgenos es
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necesaria. Esta estructura altamente selectiva recibe el nombre de barrera hematoencefalica (BHE)

y separa el tejido cerebral de la circulacion sanguinea (Abbot y col., 2010).

La BHE esté4 formada fundamentalmente por células endoteliales especializadas, astrocitos,
pericitos y neuronas. Las células endoteliales presentan caracteristicas diferenciales a otras células
endoteliales del organismo lo que determina una permeabilidad limitada en ambos sentidos.
Entre estas caracteristicas se incluyen un menor nimero de vesiculas endociticas, un mayor
numero de mitocondrias, la expresién de uniones estrechas y adherentes y la presencia de

transportadores especializados (Tajes y col., 2014).

Las uniones estrechas constituyen el primer obstaculo en el transporte de sustancias y estan
formadas esencialmente por tres proteinas transmembrana denominadas claudina, ocludina y las
moléculas de adhesion intercelular (MAI), asi como por una serie de proteinas citoplasmaticas
como zonula occludens (ZO)-1,-2,-3 y cingulina, encargadas de conectar las proteinas

transmembrana con la actina del citoesqueleto (Kadry y col., 2020).

La claudina constituye la principal proteina de la unién estrecha (Chiba y col., 2008). Consta
de cuatro dominios transmembrana, dos bucles extracelulares y dos dominios intracelulares, uno
amino terminal de pequefio tamafio y otro carboxilo terminal. El primer bucle extracelular es
esencial para las propiedades de sellado de las uniones (Green y col., 2019). En el cerebro, la
claudina 5 es la dominante y la descrita como factor clave. También se ha reportado expresion de

claudina -1,-3 y -12 (Jia y col., 2013a).

A nivel estructural la ocludina presenta cinco dominios, entre ellos dos bucles
extracelulares, un bucle intracelular y sus terminales carboxilo y amino orientados hacia el
citoplasma (y unidos a ZO-1, ZO-2 y éstos a la actina). Los bucles extracelulares se relacionan con

la regulacion de la permeabilidad paracelular entre células adyacentes (Yuan y col., 2020).

Las moléculas de adhesion intercelular pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas y entre ellas destacan MAI-1, MAI-2 y MAI-3. Presentan un tnico dominio
transmembrana y una cola citoplasmatica que contiene dominios de unién a proteinas,

posiblemente relacionados con la transduccion de sefiales (Jia y col., 2013b).

Por otro lado, se encuentran las uniones adherentes situadas bajo las uniones estrechas. En
este caso, las cadherinas (proteinas transmembrana) y las cateninas (proteinas citoplasmaticas)
adoptan una organizacién similar a la presente en las uniones estrechas (Stamatovic y col., 2016).
Aunque en ambas uniones existe una asociacién con la actina del citoesqueleto, en este caso

mediada por las cateninas, las funciones que desempenan son diferentes. Las uniones adherentes
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son las encargadas de iniciar el contacto célula-célula y el mantenimiento de este. Entre la familia
de las cadherinas destaca la E-cadherina que inicia estos contactos intercelulares. A su vez, se
unen a las cateninas pl20-catenina, (-catenina y a-catenina regulando de esta manera la
organizacion de la actina del citoesqueleto, la estabilidad de las cadherinas y la sefalizacion

intracelular y la transcripcion génica (Harstsock y Nelson, 2008).

Finalmente, a nivel de las células endoteliales, es necesario comentar la existencia de las
uniones gap, constituidas por proteinas de la familia conexina (Cx). A nivel cerebral se expresan
Cx37, Cx40 y Cx43 y son esenciales en la comunicacion intercelular y transduccion de sefiales

permitiendo el paso de iones y moléculas (Stamatovic y col., 2016).

Como se ha comentado anteriormente, en esta unidad neurovascular los astrocitos y los
pericitos también juegan un papel esencial. Los astrocitos participan en la formacién y
mantenimiento de la BHE. Diversos estudios correlacionan la presencia de astrocitos con la
formacion de uniones estrechas mas fuertes (Dehouck y col., 1990; Isobe y col., 1996) y con la
expresion de transportadores fundamentales como la glicoproteina-P (Abbot y col., 2016) o de
moléculas especializadas como la acuoporina- 4 que regula las concentraciones iénicas en la BHE
(Cabezas y col., 2014). Por otro lado, los astrocitos se encargan de liberar factores de crecimiento
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor neurotréfico derivado de
células gliales (GDNF), el factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF) y la angiopoyetina-1

(ANG-1) que son esenciales para la formacion de las uniones estrechas.

Los pericitos también participan en la biogénesis y el mantenimiento de la integridad de
la BHE mediante la regulacion de la expresion de genes especificos en las células endoteliales y
la induccién de la polarizacion de los astrocitos (Armulik y col., 2010). Se encuentran entre el
parénquima cerebral y los vasos sanguineos lo que les permite actuar como mediadores de la
comunicacion entre ambas células. Otra funcion esencial es la regulacion del flujo sanguineo
cerebral en respuesta a la actividad neuronal (Mishra y col., 2016), evidenciada por la presencia
de multiples receptores de mediadores vasculares como la angiotensina I, la vasopresina y los
péptidos intestinales vasoactivos, entre otros (Kadry y col., 2020). A su vez, diversos estudios
destacan el papel de los pericitos en la respuesta inmune por su capacidad fagocitica y por su

reciente interés como células madre multipotentes (Brown y col., 2019).

e Tipos de transporte a través de la Barrera Hematoencefdlica

En situacion fisioldgica, la BHE presenta una permeabilidad restringida, permitiendo sélo

el paso de nutrientes y de ciertos metabolitos e impidiendo la entrada de diversas sustancias tales
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como moléculas tdxicas y citoquinas (Abbot y col., 2006). Esta robusta barrera también es la
responsable del fracaso terapéutico de muchos de los candidatos a farmaco para el tratamiento

de enfermedades del SNC al ser incapaces de alcanzar el parénquima cerebral

Mas del 98% de los farmacos de pequefio tamano y el 100% de las moléculas grandes, entre
las que se encuentran los medicamentos bioldgicos, son incapaces de atravesar la BHE. Ademas,
el progreso en el desarrollo de formulaciones que mejoren la penetracion de estos fdrmacos es
muy lento (Pardridge y col., 2020). Actualmente, una de las estrategias mas prometedoras para
superar estas limitaciones consiste en la incorporacién de moléculas en nanoparticulas y su
posterior modificacion y funcionalizacion para facilitar su paso a través de las células endoteliales

de la BHE.

Dado que el transporte paracelular es limitado, existen diversos tipos de transporte
transcelular, en su mayoria, sustrato-especificos (mediados por receptores, transportadores y
bombas) que permiten seleccionar qué compuestos podrian atravesar la BHE (Abbot y col., 2006).

Los mecanismos de transporte existentes, resumidos en la Figura 2, son los siguientes:

% Transporte paracelular: este transporte entre células constituye un tipo de transporte
pasivo. Debido a la existencia de uniones estrechas, es considerado despreciable ya que
solo permite el paso de iones (Tang y Goodenough, 2003).

% Transporte transcelular: es el verdadero responsable del paso a través de la BHE. Este

tipo de transporte, a través de la célula endotelial, se clasifica en:

-Difusion pasiva: este proceso basado en diferencias de concentracién entre ambos lados
de la membrana e independiente del gasto energético queda limitado a un pequefio niimero de
moléculas. Su paso viene determinado por toda una serie de propiedades fisicoquimicas entre las
que destaca su peso molecular, su lipofilia (expresada en términos de logP), su area topologica
de la superficie polar (TPSA), su potencial para unirse a iones de hidrogeno expresado mediante
la presencia de enlaces hidrégeno (donadores y aceptores), el estado de su carga y la flexibilidad

de su molécula (Mikitsh y Chacko, 2014).

La regla de Lipinski, denominada la regla de los cinco, establece como limites para que un
compuesto sea capaz de atravesar la BHE por mecanismos de difusiéon pasiva que presente un
peso molecular no superior a 500 Da, un logP<5, no mas de 5 enlaces donadores de hidrégeno (-
NH-, -OH) y no mas de 10 enlaces aceptores de hidrégeno (-N=, -O-). Si el compuesto incumple
dos o mas criterios de la regla de Lipinski, la probabilidad de paso a través de la BHE por difusion

pasiva es escasa. Es importante destacar que esta regla sigue sirviendo como criterio rapido para
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clasificar a las moléculas. A pesar de ello, cumplir todos los criterios no implica una obligada
difusién pasiva, ni se relaciona de manera directa con su paso a nivel cuantitativo, ya que sélo es
valida para compuestos que no son sustratos de transportadores activos (Lipinski y col., 2001;
Lipinski, 2000). De hecho, se ha comprobado de manera experimental que muchas de las
moléculas que presentan estas caracteristicas son incapaces de atravesar la BHE (Bodor y

Buchwald, 2003).

Entre los farmacos que se ha visto que son capaces de atravesar la BHE por este mecanismo
se encuentran los opioides o el diazepam que presentan pequeno tamafo y alta lipofilia (Puris y
col., 2002). Las moléculas gaseosas como el O2y el COztambién difunden libremente a través de
las membranas (Abbot y col., 2006). A pesar de ello, cabe destacar que muchas de las pequefias
moléculas lipéfilas que consiguen difundir son expulsadas de vuelta a la sangre por medio de

bombas de eflujo como la glicoproteina-P (Wang y col., 2019).

-Transporte mediado por proteinas. Este tipo de transporte esta mediado por
transportadores proteicos especificos presentes en la membrana luminal y/o abluminal; permiten
el transporte unidireccional de entrada o salida de moléculas o el transporte bidireccional en
funcién de gradiente. A su vez, pueden ser transportadores pasivos, independientes de energia
como el transportador de glucosa GLUT-1 presente en ambas membranas (Devraj y col,, 2011), o
transportadores activos, que requieren energia para el transporte de sustancias en contra de

gradiente. Segtin la naturaleza proteica del transportador podemos diferenciar entre:

-Transporte mediado por transportadores ABC: esta superfamilia de proteinas es una de

las mas extensas y antiguas. Esta clasificada en 7 familias denominadas desde la letra A (ABC-A)
a la letra G (ABC-G). Requieren de la hidrdlisis de ATP para el transporte de sustratos,
devolviendo en este caso a la circulacién sanguinea multiples moléculas que reconocen como
corticoides, inmunosupresores, citostaticos o antidepresivos. La regulacion de su expresion esta
mediada por mecanismos transcripcionales y postranscripcionales en respuesta a estimulos
enddgenos y exdgenos como es el estrés oxidativo o la inflamacién (Mahringer y Fricker y col.,
2016). Entre las bombas de eflujo que predominan en la BHE destaca la glicoproteina-P (ABCB1),
la proteina asociada a resistencia de cancer de mama (BCRP(ABCB2)) y las proteinas asociadas a
resistencia a multiples farmacos (MRPs/ ABCC) (Gosselet y col., 2021). Este tipo de transporte es
el principal responsable de la proteccion del SNC frente a xenobidticos, pero a su vez, del fracaso

terapéutico de muchas moléculas.

-Transporte mediado por transportadores de soluto (SLC): si bien las proteinas ABC median

fundamentalmente el transporte de salida, seran los transportadores de soluto los principales
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responsables de la captacion de sustratos. En esta superfamilia de proteinas se han identificado
canales y proteinas portadoras, de difusion facilitada, como el mencionado GLUT-1 o el
transportador de aminoacidos LAT-1, involucrado en el transporte de farmacos como
gabapentina, L-DOPA o metildopa (Morris y col., 2017). Asimismo, existen transportadores
monocarboxilato del tipo MCT1, dependientes del cotransporte de protones, que son
responsables del transporte de lactato, piruvato y cuerpos cetdnicos o del tipo MCTS,
independiente de protones y sodio, y que es el encargado del transporte de la hormona tiroidea
(Vijay y Morris, 2014). A su vez, el transporte de nucledsidos como purinas y pirimidinas esta
mediado por transportadores de difusion facilitada del tipo ENT1 Y ENT2, mientras que la
captacion de hormonas tiroideas, prostaglandinas, esteroides y péptidos estd mediada por
transportadores de aniones organicos (ej. OATP1A2) independientes de sodio (Schafer y col.,
2021). Finalmente, hay también transportadores de cationes organicos (OCT) implicados en la

entrada de neurotransmisores tipo monoamina (Koepsell, 2021).

-Transcitosis: tipo de transporte transcelular mediado por vesiculas utilizado por
moléculas de elevado peso molecular para atravesar la BHE. El proceso consiste en una primera
endocitosis o internalizacion vesicular, el posterior transporte en el interior de la célula y
finalmente la exocitosis (Ayloo y Gu, 2010). Este proceso puede ser selectivo, mediado por la

unidn especifica de un ligando a su receptor, o no selectivo, basado en adsorcion.

-Transcitosis mediada por receptor. En este caso, moléculas especificas se unen a su receptor

en la cara luminal. Este tipo de transporte permite el reciclaje del receptor de la membrana
abluminal a la luminal, siendo posible reiniciar el proceso de captacién. Ejemplos de este tipo de
transporte son el transporte de insulina mediado por el receptor de insulina (IR) o el receptor de
la transferrina (Abbot, 2013; Tajes y col.2014). Esta es la via principal de entrada de
macromoléculas a través de la barrera. Ademas, muchos de estos receptores han sido utilizados

para incrementar el paso de farmacos al cerebro (Sharma y col., 2019).
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-Transcitosis mediada por adsorcion: en este caso, el mecanismo se inicia por medio de una

interaccion electrostatica entre proteinas cargadas positivamente como las histonas y los sitios
anionicos de los grupos carboxilo de las glicoproteinas de la membrana plasmatica de las células

endoteliales (Hervé y col., 2008).
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Figura 2. Tipos de transporte a través de la barrera hematoencefalica. (Imagen creada con

Parénquima cerebral
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1.2 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son enfermedades debilitantes e incurables
ocasionadas por la pérdida progresiva de aspectos estructurales y funcionales en las células
nerviosas, llevando en tltimo término, a su muerte celular. Entre los procesos degenerativos mas
comunes se incluyen la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la

enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) (Lin y Beal, 2006).

Son muchos los factores que inducen el proceso neurodegenerativo, siendo la edad el
principal factor de riesgo. Las caracteristicas mas destacables del envejecimiento son la
inestabilidad gendmica, las alteraciones epigenéticas, la pérdida de proteostasis y el desgaste de
los telomeros como responsables. A éstas les siguen toda una serie de respuestas compensatorias
que, mantenidas en el tiempo, se convertiran en responsables del proceso, como son la disfuncién
mitocondrial, la senescencia celular y la desregulacion de la deteccién de los nutrientes. Todas
ellas en su conjunto llevaran a deficiencias en las células madre y a alteraciones en la
comunicacion intercelular y, por consiguiente, a la pérdida funcional celular (Lopez-Otin, 2013).

Las neuronas, al ser células postmitoticas, son mas vulnerables a estos efectos (Hou y col., 2019).
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Actualmente, los datos poblacionales muestran una aceleracion global del envejecimiento,
especialmente en el grupo de personas mayores de 65 afios. La Revision de las Perspectivas de
Poblacién Mundial realizada por Naciones Unidas prevé que el nimero de personas 2 80 afos
pase de 157 millones en 2020 a 459 millones en 2050 (2022 Revision of World Population

Prospects, Naciones Unidas).

Estas cifras muestran una realidad futura compleja ya que con la inversion cada vez mas
acusada de la piramide poblacional, los datos y proyecciones epidemiolégicas de las principales
enfermedades neurodegenerativas aumentan de forma exponencial. Se estima que en el mundo
hay 152 millones de personas que sufren de EA u otro tipo de demencia, con una prevalencia de
51,62 cada 100.000 personas (Nichols y col., 2022). Asimismo, en los ultimos 30 afios ha habido
un aumento de la incidencia y de la prevalencia en la EP con 8,5 millones de pacientes a nivel
mundial (Organizacién Mundial de la Salud, 2022). En relacién con la EH, los datos publicados
son limitados y variables. Estudios recientes indican una prevalencia a nivel mundial de 4.88
casos entre 100.000 (Medina y col., 2022). Finalmente, en relacién con la ELA, la incidencia en
Europa y Estados Unidos se establece en 2,3 enfermos por cada 100.000 personas al afio y una
prevalencia variable de 5,2-6,3 por cada 100.000 habitantes (Shi y col., 2022). Cabe senalar que
la variabilidad de las cifras existentes entre paises puede deberse a las diferencias metodoldgicas

relacionadas con la obtencién de los datos.

Aunque las incidencias de estas dos tltimas enfermedades (EH y ELA) son menores, la
discapacidad progresiva e incluso total que generan, al igual que ocurre con la EA y la EP, tiene
consecuencias fisicas y psicoldgicas inestimables para el enfermo y los familiares ademas de
consecuencias sociales, sanitarias y econdmicas para la sociedad en su conjunto, siendo necesaria

una actuacion integral.

1.2.1 Principales enfermedades neurodegenerativas

De acuerdo con el criterio seleccionado para clasificar las enfermedades
neurodegenerativas, éstas se pueden agrupar segun su clinica en demencias, enfermedad de la
motoneurona o parkinsonismo, segtn la distribucién anatémica de la afeccién, en desoérdenes
frontotemporales, extrapiramidales o espinocerebrales, y segin sus caracteristicas moleculares
en amiloidosis, taupatias, a-sinucleinopatias y TDP-43 proteinopatias (Dugger y Dickson, 2017).

Dada su relevancia ya comentada, cabe destacar las siguientes enfermedades:

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa progresiva y la causa

mas comudn de demencia (50-70% de los casos) (Zhang y col, 2021). Esta enfermedad se
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caracteriza inicialmente por causar pérdidas de memoria, confusion, desorientacion temporal y
espacial, problemas de comunicacién al olvidar palabras o su significado, apatia, ansiedad,
depresion e irritabilidad que progresaran hacia un grave deterioro de la memoria que impedira
al enfermo el normal desarrollo de su vida cotidiana (Atri y col., 2019). A nivel genético, el riesgo
atribuible de presentar la EA se estima en un 70%. Podemos diferenciar diversos tipos. Por un
lado, se encuentra la EA familiar autosémica dominante, generalmente de inicio temprano,
causante de menos del 4 % de casos y originada por mutaciones en el gen de la presenilina 1, de
la proteina precursora de amiloide o de la presenilina 2. Por otro lado, en la EA esporadica de
inicio tardio se han identificado mas de 20 genes que contribuyen al aumento del riesgo a
padecerla. Entre estos se destaca el alelo E4 del gen que codifica para la apolipoproteina E (APOE-
€4) (Loy y col., 2014; Bertram y col., 2007; Corder y col., 1993). En cuanto a los mecanismos
implicados en esta enfermedad se incluyen la formacion de agregados proteicos de diverso origen
dando lugar a una proteinopatia mixta, la amiloidosis primaria por la presencia de agregados AB
en forma de placas amiloides y la taupatia secundaria con la formacion de ovillos neurofibrilares
por hiperfosforilacién de la proteina tau (Dugger y Dickson, 2017). La eliminaciéon de estos
agregados esta mediada por la autofagia, proceso que se encuentra afectado en etapas tempranas
de la EA (Li y col., 2017). Otro de los mecanismos implicados es la disfuncién colinérgica,
responsable de diversas demencias, y originada por el dafio y pérdida de neuronas colinérgicas,
asi como la actividad reducida de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y la expresion reducida
de la enzima colina acetil transferasa y del receptor de n-acetilcolina (nAChR) (Ferreira-Vieira y
col., 2016). Asimismo, existe un desequilibrio a nivel de los neurotransmisores por alteraciones
en neuronas noradrenérgicas, serotoninérgicas y glutamatérgicas (Leanza y col., 2018;
Vakalopoulos, 2017; Wang y Reddy, 2017). Las respuestas del organismo frente a la presencia de
estos agregados progresan hacia una activacion persistente y dafiina de la respuesta inflamatoria
y del estrés oxidativo (Kinney y col., 2018; Liu y col., 2017). Actualmente, los tinicos farmacos
comerciales disponibles indicados para el tratamiento de la EA son los fArmacos inhibidores de
la enzima colinesterasa (donepezilo, galantamina y rivastigmina) y un farmaco antagonista de los
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), la memantina (Doroszkiewicz y Mroczko, 2022). Los
ensayos clinicos actuales estan dirigidos a actuar sobre los mecanismos neuropatogénicos
comentados previamente. Asi, se incluyen inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, agonistas
y antagonistas de los receptores de neurotransmisores, inhibidores de la enzima [(3-secretasa
(BACE) o de la enzima y-secretasa, vacunas o anticuerpos dirigidos contra la eliminacién de A
o la proteina tau y compuestos antiinflamatorios (Hung y Fu, 2017). En el afo 2021 y 2023, la

Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) aprobé los farmacos
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aducanumab y lecanemab, respectivamente, ambos anticuerpos monoclonales que actian
eliminando las placas amiloides. El farmaco aducanumab no fue aprobado por la Agencia
Europea del Medicamento (EMA) por falta de balance beneficio/riesgo (EMA EMA/112932/2022.).

El farmaco lecanemab se encuentra en proceso de revisién actual.

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa compleja y
heterogénea. En su descripcion inicial, los sintomas clasicos eran motores, propios del
parkinsonismo, caracterizados por bradicinesia, rigidez muscular, temblores, disfagia y
alteraciones posturales (Lotankar y col., 2017). Actualmente, también se reconocen sintomas no
motores como parte de la clinica de esta enfermedad, incluyéndose desérdenes del suefio, dolor,
disfuncion del sistema auténomo, sintomas psiquiatricos y deterioro cognitivo. Estos sintomas
suelen ser de aparicion anterior a los sintomas motores (Khoo y col., 2013). Entre los factores de
riesgo en la EP destaca la interaccion entre factores ambientales como la exposicion a pesticidas
o un traumatismo craneoencefalico previo y, factores genéticos autosémicos dominantes como el
gen SNCA que codifica para la a-sinucleina y mutaciones en el gen LRRK2 o en genes recesivos
como Parkin o PINK1 (Corti y col., 2011). Las caracteristicas principales de la patogenia de esta
enfermedad son la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra, la presencia de
cuerpos y neuritas de Lewy y los agregados proteicos de a-sinucleina que forman inclusiones
intracelulares. En las ulltimas décadas, se ha observado una afectacion neuronal en otras muchas
regiones del sistema nervioso como la médula espinal y el sistema nervioso periférico. También
se han identificado interacciones entre otras proteinas como tau y AB que podrian actuar de
manera sinérgica con los cuerpos de Lewy. Ademas de la agregacion proteica, la via de la
ubiquitina proteosoma y de la autofagia se encuentran alteradas, asi como la funciéon
mitocondrial (Kalia y Lang, 2015). Al igual que ocurre con la EA, en la EP, los procesos neuro
inflamatorios y el estrés oxidativo se encuentran aumentados principalmente por la disfuncion
mitocondrial (Teleanu y col., 2022). Hoy en dia, no existe tratamiento curativo para la EP siendo
las opciones terapéuticas disponibles de tipo sintomatico. Asi, para los sintomas motores se
utiliza levodopa, agonistas dopaminérgicos., inhibidores de la monoamino oxidasa B, o de la
enzima catecol O-metiltransferasa y farmacos anticolinérgicos. Para los sintomas no motores
como los antipsicoticos, los antidepresivos o los psicétropos, se emplean farmacos directamente
enfocados al sintoma que presente el paciente (Kalia y Lang, 2015). Cabe destacar el buen
resultado de los tratamientos quirtrgicos como la estimulacion cerebral profunda (Kalta y col.,

2013).

La esclerosis lateral amiotrofica es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por

la degeneracion de las neuronas motoras tanto superiores (del cortex cerebral a la médula espinal)
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como inferiores (de la médula a musculos y glandulas) (Hardiman y col., 2017). A nivel genético
se han identificado mas de 20 genes asociados con esta enfermedad, entre los que se encuentran
mutaciones en la proteina superdxido dismutasa 1 (SOD1), en la proteina de unién a ADN TAR
43 (TARDBP), en la proteina fusionada en sarcoma (FUS) y en la quinasa de unién a TANK 1
(TBK1) asi como expansiones de hexanucledtidos en el cromosoma nueve. Estas alteraciones sdlo
explican el 15% de los enfermos con ELA (Masrori y Van Damme, 2020). Ademas, en el 97% de
los casos se han encontrado en el citoplasma de las neuronas agregados de la proteina nuclear de
union a ARN TDP43, implicada en el transporte entre el nticleo y el citoplasma. Asimismo, se ha
visto que la hiperactivacién glutamatérgica, el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, la
alteracion del proceso autofagico, la neuroinflamacion mediada por la activacion andémala del
sistema del complemento, la activaciéon de cascadas apoptdticas, el dano en el ADN y ARN,
alteraciones en la integridad del citoesqueleto y el transporte axonal participan en el proceso
patogénico de esta compleja enfermedad (Chio y col., 2020). A nivel clinico, los sintomas varian
seglin sea el inicio de la enfermedad con problemas de habla y dificultad al tragar en inicio bulbar
y con debilidad muscular que avanza hasta la paralisis en inicio limbico. Los pacientes con dafios
en las motoneuronas superiores sufren espasticidad y reflejos enérgicos mientras que los que
presentan dafno en las neuronas inferiores sufren de fasciculaciones y atrofia muscular. También
se dan casos de insuficiencia respiratoria, pérdida de peso y alteraciones cognitivas (Kiernan y
col,, 2021). Para esta enfermedad actualmente tampoco existe tratamiento curativo, tan solo
sintomatico, como el riluzol (benzotiazol). Actualmente, hay varias lineas de investigacién activas
para identificar nuevos tratamientos (mas de 40 farmacos en estudio) y diversos ensayos clinicos
en fase 1y en fase 2 basados en el uso de células madre mesenquimales y neurales (Chio y col.,

2020).

La enfermedad de Huntington es una enfermedad autosémica dominante causada por un
defecto genético (expansion repetida de CAG) en el primer exén del gen HTT, presente en el
cromosoma 4. Este gen codifica la proteina huntingtina, siendo toxica en su forma mutante. Su
acumulacién en las células nerviosas causa pérdida funcional y muerte neuronal. Este dafio
celular se relaciona con la propia toxicidad de la proteina y con la interrupcién de otros procesos
como la proteostasis, la transcripcion y la funciéon mitocondrial (Tabrizi y col., 2022; McColgan y
Tabrizi, 2018). A nivel clinico, los sintomas se engloban en sintomas motores (movimientos
oculares anormales, movimientos hipercinéticos e involuntarios en las primeras fases de la
enfermedad que evolucionan a estados hipocinéticos y disténicos, asi como disfagia), sintomas
cognitivos (inicialmente con problemas de organizacion, concentracion y decision hasta un estado

de demencia) y sintomas psiquiatricos (irritabilidad, impulsividad, cambios en la personalidad y
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apatia) (Nopoulos, 2016). Actualmente no hay tratamientos modificadores de la enfermedad, sélo
sintomaticos. Numerosos ensayos clinicos se encuentran activos, tanto con farmacos dirigidos a
tratar los sintomas (a través de la modulacién dopaminérgica, glutamatérgica y sinaptica,
modulacion de los niveles de BDNF, regulacién de la funcién y biogénesis mitocondrial e
inhibiciéon de la agregacion proteica) asi como con farmacos con efecto potencialmente

modificador (modificacion genética mediante oligonucleodtidos antisentido) (Kim y col., 2021).

1.2.2 Mecanismos patogénicos

Si bien cada una de las enfermedades mencionadas presenta origenes y caracteristicas
moleculares diferentes, en todas ellas podemos encontrar puntos en comun. A nivel clinico, los
sintomas son devastadores e incapacitantes, no existiendo, como ya se ha comentado,
tratamientos modificadores de la enfermedad, s6lo sintomaticos. A nivel celular, son numerosos
los mecanismos moleculares y las vias de sefalizaciéon que se encuentran alteradas (Dugger y

Dickson, 2017).

Entre los mecanismos que contribuyen en estos procesos neurodegenerativos se

encuentran:

e Agregacion andémala de proteinas

e Estrés oxidativo

e Disfuncién mitocondrial

e Alteracion de la homeostasis de proteinas

e Alteracion los procesos autofagico y ubiquitin proteosomal

¢ Neuroinflamacién

e Muerte celular programada, también conocida como apoptosis
¢ Disfuncion sinaptica y del transporte axonal

e Desequilibro de neurotransmisores

e Disfuncién y muerte neuronal

1.3. Neuroproteccion en enfermedades neurodegenerativas: enfoque en la etiologia

del dafno vy las dianas terapéuticas

1.3.1. Estrés oxidativo y estrategias neuroprotectoras frente al dafio oxidativo

1.3.1.1 Radicales libres e Intermediarios Reactivos de Oxigeno v Nitrogeno

Los radicales libres (RL) son moléculas con uno o mas electrones desapareados en su orbital

mas externo. Esta estructura les confiere inestabilidad y alta reactividad reaccionando con otras
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moléculas, bien como oxidantes o reductores (Lobo y col., 2010). Asimismo, existen especies
intermediarias no radicales altamente reactivas. Entre los que presentan oxigeno en su estructura,
conocidos como especies reactivas de oxigeno (EROS), se encuentran los radicales hidroxilo
(*OH), anién superdxido (Oz*), peroxilo (*OOR) y los no radicales, perdxido de hidrégeno (H20z),
hidroperdxido organico (ROOH) y oxigeno singlete ('O2). Por otro lado, entre las especies
reactivas de nitrogeno (ERNS) se encuentran los radicales 6xido nitrico (NO*) y diéxido de

nitrogeno (NO:*) y los no radicales como peroxinitrito (ONOOH) (Phaniendra y col., 2015).

Estas moléculas reaccionan con moléculas no radicales como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos iniciando reacciones en cadena a través de las cuales se forman nuevos radicales libres

(Betteridge, 2000).

1.3.1.2 Fuentes de especies reactivas de oxigeno enddgenas v exogenas

La produccion de EROS ocurre de manera fisioldgica en el organismo durante los procesos
metabdlicos. Las fuentes mas importantes son la mitocondria (a través de la cadena de transporte
de electrones) y las células fagociticas (neutrdfilos y macrofagos) mediante las NAPDH oxidasas.
Otras fuentes responsables de la generacion de EROS son en menor medida, el reticulo

endoplasmatico y los peroxisomas.
A nivel mitocondrial, destacan:

< Cadena de transporte de electrones durante la fosforilacion oxidativa

La respiracion celular juega un papel esencial en la produccion de EROS. Este proceso se
basa en la reduccién del oxigeno para la formacion de enlaces fosfato generando adenosina
trifosfato (ATP). Esta molécula es la principal fuente de energia. Por cada molécula de glucosa
se generan aproximadamente 32 moléculas de ATP, consumidas en diversos procesos como el
transporte activo, la transmision del impulso nervioso, la contraccién muscular, la senalizacion

celular y la sintesis de ADN y ARN. (Dunn, 2023)

La formacion de esta molécula tiene lugar en la tltima fase de la respiracion celular, la
denominada fosforilacién oxidativa (OXPHOS). En esta fase, los transportadores de electrones
de alta energia, NADH Y FADH2 formados durante la glicdlisis y el ciclo de Krebs, transfieren
los electrones a la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Esta cadena de transporte
compuesta por cuatro complejos proteicos (I, IL III y IV), la coenzima Q y el citocromo C, sera
responsable de la formacion del gradiente electroquimico mediante el transporte de protones

desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana (cuatro protones por cada par de
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electrones). En el complejo IV, dos de estos protones reaccionan con el Oz para formar H20. La
entrada de protones de vuelta a la matriz mitocondrial tendra lugar a través del complejo V o

ATP sintasa generando ATP (Cooper, 2000; Andreyev y col., 2005)

Esta reduccion se produce de manera secuencial, ya que el oxigeno acepta cada vez uno
de los electrones, formandose intermediarios parcialmente reducidos como el anién

superoxido.

& Desaminacion oxidativa mediada vor monoamino oxidasas (MAQO)

Asimismo, entre las fuentes productoras de EROS, se incluyen a las monoamino oxidasas
(MAO-A y MAO-B), de especial relevancia a nivel del sistema nervioso. Las enzimas MAO se
localizan en la cara externa de la membrana mitocondrial y se encargan de la desaminacion
oxidativa de neurotransmisores y de aminas de la dieta. Mientras que la enzima MAO-A
cataliza la desaminacion de la noradrenalina y la serotonina, la enzima MAO-B acttia sobre la
bencilamina y la feniletilamina. Ambas isoformas acttian sobre la dopamina, la triptamina y la
tiramina. Estas reacciones finalizan con la formacion de aldehidos, amoniaco y perdxido de
hidrégeno (Di Lisa y col., 2009). Esta produccion de H202 es mayor a nivel cerebral que la que

se produce a través de la cadena de transporte mitocondrial (Cadenas y col., 2000).

A nivel exdgeno las fuentes productoras de radicales libre, entre ellas, el humo del tabaco,

el ozono, los contaminantes atmosféricos o los quimicos industriales (Lobo y col., 2010).

Las especies H202 'y Oz formadas daran lugar a los diferentes radicales previamente
mencionados. Por ejemplo, el radical Oz*- reaccionara con radicales NO* (cuya fuente es la enzima
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)) dando lugar a ONOO-. Asimismo, el radical superoxido
por accion de la enzima superdxido dismutasa (SOD) formara H:0:. (Poprac y col., 2017). El
perdxido de hidrégeno en presencia de metales de transicion como hierro y cobre se descompone,
formandose radicales hidroxilos que son los principales responsables del dafio sobre el ADN.

Esta reaccién recibe el nombre de reaccion de Fenton (Winterbourn, 1995).

1.3.1.3. Sistemas vy mecanismos antioxidantes

Para contrarrestar los efectos perjudiciales que supone la acumulaciéon de EROS, las células
han desarrollado mecanismos moleculares para hacer frente a los mismos. Estos reciben el

1

nombre de sistemas antioxidantes. En el afio 1989, se definié antioxidante como “aquella
sustancia que encontrandose a concentraciones mas bajas respecto a la de un sustrato oxidable,

retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato” (Halliwell y Gutterridge, 1989).
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Los antioxidantes pueden actuar a niveles: (i) previniendo la formacién de radicales libres
actuando sobre los intermediarios reactivos. Por ejemplo, reduciendo la formacién de
hidroperdxidos por accion de las enzimas glutatiéon peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT); (ii)
eliminando radicales libres mediante la captacion de los mismos (“radical scavenger”) o actuando
como quelantes de metales Las moléculas que actian a través de estos mecanismos participan en
las etapas de iniciacion o propagacién de la cadena de reacciones. Como ejemplo de radical
scavenger son la vitamina C y la vitamina E; (iii) mediante la eliminaciéon de biomoléculas
oxidadas, previniendo del dafio oxidativo. Por ejemplo, por accion de las enzimas proteoliticas o

nucleasas (Lobo y col., 2010).

En términos generales, se pueden clasificar en dos categorias: antioxidantes enzimaticos y
antioxidantes no enzimaticos. Entre los antioxidantes enzimaticos se encuentran la metaloenzima
SOD que cataliza la reaccion 202+ 2H*-> H20: + O2 (Halliwell, 1992). Dependiendo de sus
cofactores metalicos existen tres tipos de enzima SOD: la Cu/Zn-SOD, la Mn-SOD vy la Fe-SOD.
Por otro lado, atendiendo a su localizacion celular, estas isoformas se clasifican en enzima SOD-
1 del tipo Cu/Zn-SOD, de localizacidn citoplasmatica, la enzima Mn-SOD o SOD2, presente en la
matriz mitocondrial y estrechamente relacionada con el estrés oxidativo y esencial en su
respuesta a EROS, y la enzima extracelular EC-SOD o SOD-3 del tipo Cu/Zn (Perry y col., 2010).
Estas enzimas ademads de catalizar la conversion del radical anién O:*- a Hx0: inhiben la
inactivacion oxidativa del 6xido nitrico, reduciendo la formacion de peroxinitritos. (Fukai y Ushio

Fukai, 2011).

Otro de los antioxidantes enzimaticos de especial relevancia es la enzima CAT. Esta enzima
tetramérica, con un grupo hemo en cada monoémero, es la encargada de degradar el H202en H20
y Oz (Birben y col., 2012). Durante esta reaccion se forma un intermediario de hierro hipervalente
(compuesto I), que es reducido de nuevo por una segunda molécula de H20 siendo el resultado
final H2O2+H202—2H20+02. La enzima CAT se localiza predominantemente en los peroxisomas.
A nivel tisular, se expresa en mayor medida a nivel hepatico, en eritrocitos y en rifion (Glorieux

y Calderon, 2017), siendo menor su proporcion en el cerebro (Naziroglu, 2011).

De manera cooperativa con la enzima catalasa, la detoxificacion del H20Oze hidroperéxidos
(producto de la peroxidacién lipidica) es llevada a cabo por la familia de enzimas GPx. Estas
enzimas utilizan el GSH como sustrato donador de electrones y la reaccién que catalizan es
ROOH+2GSH— ROH+GSSG+H:0 / H202+2GSH—2H20+GSSG (Arthur,2000; Baud y col., 2004).
El mecanismo de accidn implica la oxidacién del aminodacido selenocisteina, dando lugar a un

derivado con un grupo acido selenénico (RSeOH), que sera reducido de nuevo en dos pasos por
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dos moléculas de GSH, a través de la formacion de un intermediario selenodisulfuro mixto
(Brigelius-Flohé y Maiorino, 2013). En el cerebro, existen cuatro isoenzimas selenio dependientes:
la enzima GPx1 clasica, presente en todos los tejidos y muy eficiente en la reduccion del H202; la
enzima GPx2 gastrointestinal, responsable de la reduccion de peréxidos consumidos en la dieta;
la enzima GPx3 plasmatica que es una isoenzima extracelular, y la enzima fosfolipido
hidroperdxido GPX (PHGPx4). Las tres primeras enzimas son homotetramericas y la tltima
enzima es monomeérica (Margis y col., 2008; Lobo y col., 2010; Birben y col., 2012). El pequefio
tamafio de esta ultima enzima le permite reaccionar con lipidos complejos de membrana
(Jurkovic y col., 2008). Las enzimas GSH-Px se encuentran predominantemente en el citoplasma

y en menor proporcion en la mitocondria (Tossato y col., 2008).

La enzima GPx forma parte del sistema glutation, esencial en la respuesta frente al estrés
oxidativo. Formando parte de este sistema se encuentran toda una serie de enzimas implicadas
en el metabolismo del glutation como son la enzima glutation reductasa (GR) y la enzima

glutation S-transferasa (GST).

Las enzimas GST son proteinas diméricas que median la detoxificacion de compuestos
xenobioticos a través de la conjugacion de una molécula de glutation con sus centros electrofilos
(Salinas y Wong, 1999). Existen enzimas GST citosolicas, mitocondriales y microsomales, siendo
predominantes las formas citosolicas a nivel cerebral. Se han identificado siete tipos de enzimas
GST denominadas como Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta, Omega y Zeta. En el cerebro, la enzima
GST Mu es la que mas se expresa seguida de las enzimas Pi y Alpha. Estas enzimas participan en
la homeostasis redox; en periodos libres de estrés oxidativo, la enzima GST se une a JNK en su
forma monomérica, mientras que, ante un aumento de los niveles de RL, esta enzima se dimeriza

e interacciona con GSH reduciendo el estrés oxidativo (Smeyne y Smeyne, 2013).

Por otro lado, la enzima GR es una oxidorreductasa dependiente de la coenzima FAD, como
grupo prostético y de una molécula de NADPH como cofactor para la reduccion. La reaccion que
cataliza es GSSG + NADPH +H* — 2GSH +NADP~. (Fagan y Palfey, 2010). Esta enzima GR es la
responsable del reciclaje del glutatiéon oxidado (GSSG), que se forma durante el proceso de

detoxificacion, y se recupera en su forma reducida y activa conocida GSH (Couto y col., 2016).

Junto al sistema glutation antioxidante, el sistema tiorredoxina se presenta como uno de los
principales sistemas antioxidantes del organismo. Esta constituido por NADPH, tiorredoxina
reductasa (TrxR) y tiorredoxina (Trx). La Trx es una pequefa oxidorreductasa que cataliza la

reduccion de proteinas como las peroxidasas o las ribonucledtido reductasas a través de la

31



Introduccion

donacion de electrones por la presencia de un grupo tiol-disulfuro en el aminoacido cisteina.

Asimismo, TrxR actua, al igual que la GR, para recuperar la Trx reducida (Lu y Holmgren, 2014).

Finalmente, a nivel enzimatico, es importante mencionar el papel de la hemooxigenasa
(HO). Esta enzima, a diferencia de las enzimas SOD, CAT o GPx, no acttia directamente sobre las
EROS, sino que esta relacionada con el incremento de la resistencia celular frente al dafo
oxidativo. (Dennery, 2000). La HO cataliza la degradacion del grupo hemo, dando lugar a CO,
Fe?" y biliverdina. Esta tiltima es reducida a bilirrubina por la biliverdina reductasa (Ryter y col.,
2002). La enzima HO presenta dos isoformas HO-1 y HO-2. La enzima HO-1 es inducible en
situacion de estrés oxidativo, mientras que la enzima HO-2 es constitutiva (Leffler y col., 2006).
Estimulos inductores de estrés oxidativo activan la transcripcion del gen que codifica para la
enzima HO-1 a través de la activacion de factores transcripcionales como AP-1, AP-2, NF-kB o
Nrf2. Diversos estudios reportan el papel neuroprotector de la sobreexpresion de la enzima HO-

1 inducida por diversos compuestos (Orozco- Ibarra y Pedraza- Chavarri, 2010).

Entre los antioxidantes de tipo no enzimatico se incluyen antioxidantes exdégenos como
vitamina C (4cido ascérbico) o vitamina E (a-tocoferol) y antioxidantes endogenos como
melatonina, coenzima Q, acido drico, bilirrubina, biliverdina y el mas importante y ya

mencionado, GSH.

A nivel endégeno el GSH es la principal molécula antioxidante presente en el citoplasma
de las células, y de especial relevancia en el mantenimiento de la homeostasis redox en neuronas.
A diferencia de otros tejidos, en el cerebro los niveles de GSH son menores, y su deplecion esta
relacionada con la patogenia de las enfermedades neurodegenerativas (Aoyama, 2022). Su accién
se atribuye a la presencia de residuos tiol de la cisteina que compone este tripétido (glutamato,
cisteina y glicina) (Forman y col., 2009). Como se ha explicado anteriormente, esta molécula ejerce
su accion antioxidante actuando en procesos de detoxificacion mediados por las enzimas GPx y
GST (Birben y col., 2012). Ademas, participa en el reciclaje de los radicales formados por otros
antioxidantes no enzimaticos como las vitaminas C y E, recuperando sus formas activas (Forman

y col., 2009).

El acido urico es uno de los responsables de la respuesta antioxidante a nivel plasmatico.
Actia como captador de radicales libres como 'Oz, *OH y °*OOR, formados durante la
autooxidacion de la hemoglobina o la formacion de peréxidos por los macréfagos (Pisoschi y Pop,
2015). La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es sintetizada en la glandula pineal. Tiene
efectos directos sobre los RL como Oz, *OH y NO*. Ademas, se han reportado acciones indirectas

al aumentar la actividad de enzimas antioxidantes, la sintesis de glutation o la proteccion frente
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al dafio en la cadena de transporte mitocondrial (Reiter y col., 2003; Pisoschi y Pop, 2015; Reiter y
col., 2016). La melatonina no se recupera tras su accion reductora, sino que forma una serie de
productos estables y se comporta como un antioxidante terminal (Tan y col., 2000). La coenzima
Q10 es una molécula constituida por un anillo benzoquinona y una cadena lipofila conformada
por 10 unidades de isopreno. Esta presente en todos los tejidos y células, destacando su
localizacion en la membrana interna mitocondrial en su forma reducida y oxidada
(ubiquinol/ubiquinona) (Bentinger y col., 2007). Participan en el sistema de fosforilacién oxidativa
(OXPHOS), permitiendo el transporte de electrones entre los complejos proteicos I y II,
favoreciendo la formacion del gradiente de protones. (Crane y col., 2001). Estas propiedades le
confieren la capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica en las etapas de iniciacion y
propagacion. En este proceso, la célula es capaz de regenerar de manera ciclica la forma reducida
gracias a la enzima NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1 (NQO1) (Bentinger y col., 2007;
Sifuentes-Franco y col., 2022). Por otro lado, la bilirrubina y la biliverdina actiian directamente
sobre RL como 'Oz, *OH y ONOO-. Asimismo, inhiben la accién de las enzimas NADPH oxidasa

y eNOS, fuentes de RL antes mencionadas (Jansen y col., 2012; Lanone y col.,2005).

Cabe mencionar la actividad antioxidante ejercida por las vitaminas C y E obtenidas
mediante la dieta. La vitamina E es liposoluble e interfiere en la propagacién de la peroxidacion
lipidica, actuando sobre los radicales *OOR, a nivel de la membrana celular. Por otro lado, la
vitamina C es hidrosoluble y actiia como donador de electrones, reduciendo RL a nivel intra y
extracelular. Se encarga de reducir también los radicales formados de la vitamina E. Este proceso

es mediado por el GSH (Forman y col., 2009; Padayatty y col., 2013; Birben y col., 2012).

1.3.1.4. Estrés oxidativo

Tanto las EROS como las ERNS juegan un papel dual en nuestro organismo. A nivel
fisiologico, estas moléculas, a concentraciones bajas y moderadas, participan en procesos
celulares importantes como la respuesta defensiva frente a patégenos, la regulacién autofagica,
la adaptacion a situaciones de hipoxia o la diferenciacién. Ademas, actian como intermediarios
de sefalizacion en el estrés oxidativo e inducen la adaptacion al mismo (Sena y Chandel, 2012).
Sin embargo, niveles elevados de estas especies reactivas dan lugar a situaciones patogénicas, al

actuar como mediadores del dafio de diversas estructuras bioldgicas (Valko y col., 2007).

El organismo, a través de diversos mecanismos antioxidantes ya descritos, permite
establecer un equilibrio entre la produccién y la eliminaciéon de estas especies reactivas
(homeostasis redox). Por el contrario, el aumento excesivo de EROS y una respuesta deficiente o

insuficiente de los mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos causa el denominado
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estrés oxidativo. El estrés oxidativo estd implicado en la patogenia de numerosas enfermedades
como la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y respiratorias, el cancer o las enfermedades
neurodegenerativas, sujeto de estudio en la presente Tesis Doctoral (Panieri y Santoro, 2016;

Droge y Schipper, 2007).

1.3.1.4.1 Dario oxidativo a moléculas biologicas. Biomarcadores de estrés oxidativo

Como se ha mencionado anteriormente, la alta reactividad de los radicales libres e
intermediarios reactivos de oxigeno les confiere la habilidad de atacar y reaccionar con las
biomoléculas, induciendo su disfuncién e interfiriendo en procesos vitales celulares. Esto recibe
el nombre de dafio oxidativo. Cada uno de los procesos afectados dara lugar a toda una serie de
biomarcadores de estrés oxidativo, medibles y evaluables. Aunque las propias EROS y ERNS se
puede medir, generalmente son inestables, muy reactivas y de vida media corta; esto explica el
por qué los productos de la oxidacién de biomoléculas se utilizan como biomarcadores (Dalle-

Donne y col., 2016).
% Dafio oxidativo frente a proteinas

Todos los aminodcidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de ser
atacados por los RL (Radak y col., 2011). Las proteinas mas vulnerables son aquellas que
presentan aminodacidos azufrados como la cisteina y la metionina y los aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina, histidina y triptéfano) (Berlett y Stadtman, 1997). El dafio oxidativo puede
producirse (i) por oxidacién directa del esqueleto proteico, originando cambios conformacionales
en la estructura secundaria y terciaria de la proteina; (ii) por oxidacion de aminoacidos especificos
como la cisteina dando lugar a radicales tioles que a su vez pueden reaccionar con otro tiol
generando un disulféxido o reaccionar con Oz generando radicales peroxilo o (iii) por formacion
de enlaces cruzados de proteinas (Zhang y col., 2013). Entre los marcadores de estrés oxidativo
se incluyen la nitrotirosina, la S-glutationilacion de diversas proteinas como la hemoglobina, la
actividad mieloperoxidasa y la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y fosfolipidos

(Hoy col., 2013).

Este proceso afecta a proteinas implicadas en multiples procesos celulares como enzimas,
receptores y transportadores de membrana, alterando su estabilidad, su actividad e

interrumpiendo la transduccidn de sefales (Lobo y col., 2010).
% Daflo oxidativo frente a acidos nucleicos

Las moléculas de ADN y ARN también son susceptibles al dafio oxidativo. El principal

radical responsable del dafio es el radical hidroxilo. Entre los dafios asociados a estas
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biomoléculas se destacan la presencia de sitios apurinicos/apirimidinicos en el ADN, las purinas
y pirimidinas oxidadas, y la roturas de una y/o dos cadenas del ADN. En el caso del ARN, al
estar formado por una sola cadena, las bases se encuentran mas desprotegidas y por tanto son
mas susceptibles al dafio. La oxidacion de la desoxiguanosina o la guanosina de los &cidos
nucleicos por accién del radical hidroxilo culmina con la formacion de los productos 8-oxodG u

8-0x0G, empleados como biomarcadores de dafio oxidativo (Guo y col., 2017).
% Dano oxidativo frente a lipidos

Los lipidos se localizan fundamentalmente en las membranas celulares; el dafio oxidativo
altera las propiedades de estas membranas y debido a su naturaleza reactiva se promueve la

formacion de EROS (Gaschler y Stockwell, 2017).

Entre los procesos oxidativos que afectan a los lipidos se destaca la formacion de
oxiesteroles como 7a-hidroperoxicolesterol, 7-ketocolesterol y 7a/p-hidroxicolesterol; estos
productos se utilizan como biomarcadores y estan implicados en los procesos de apoptosis e
inflamacién (Arca y col., 2007). Ademas, se destaca el proceso de la peroxidacién lipidica. Esta
mediado por el ataque de RL a los dobles enlaces carbono-carbono presentes en los lipidos,
especialmente en los acidos grasos polinsaturados (PUFAs), lo que resulta en la formaciéon de
radicales peroxilo e hidroperdxidos. Este proceso presenta tres fases: (i) iniciacién, generando el
radical lipidico (L*) tras la abstraccién de hidrégeno; (ii) propagacién, formandose radical
peroxilo (LOO*) por accién del L* con el oxigeno. Este radical reinicia el proceso, continuando la
reaccion. Finalmente, (iii) la fase de terminacion tiene lugar en presencia de una molécula
antioxidante que dona un atomo de hidrégeno al radical LOO®, que en su forma reactiva
reacciona con otros RL formando productos no radicales (Ayala y col., 2014). Entre los
marcadores de la peroxidacion lipidica se incluyen los isoprostanos y el malondialdehido (MDA)

(Hoy col., 2013).

Por otro lado, ademas del dafio descrito en las principales biomoléculas, es de especial
relevancia por su implicacion en la neurodegeneracion, la accion del estrés oxidativo a nivel de
las mitocondrias. La mitocondria, presenta su propio ADN mitocondrial (mtDNA), que muta
cuando hay una sobreproducciéon de EROS, dando lugar a la disfuncién del organulo, afectando
a la cadena de transporte mitocondrial y aumentando de manera ciclica la produccién de EROS.
Ademas, estas EROS atacan a los complejos I, II y III de la cadena respiratoria mitocondrial
impidiendo la sintesis de ATP (Ghezzi y col., 2012). Asimismo, se altera la permeabilidad de la
membrana interna de la mitocondria por la peroxidacién lipidica de sus fosfolipidos y el dafio

oxidativo ocasionado en los transportadores y enzimas respiratorias (Guo y col., 2013). Otro de
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los procesos afectados por la disfunciéon mitocondrial es la homeostasis del calcio. La membrana
externa es permeable al calcio a través del canal anidnico voltaje dependiente (VDAC). Sin
embargo, su paso a través de la membrana interna es mas restringido y esta mediado por los
canales especificos de calcio mitocondrial uniporte (MCU). La alteracién de la permeabilidad
provoca un aumento de los niveles de Ca? en la matriz mitocondrial lo que induce la formacion
del poro de transiciéon de permeabilidad mitocondrial (mPTP), liberandose Ca?* factores
apoptoticos y EROS al citoplasma (Madreiter-Sokolowski y col., 2020). Esta desregulacion de la

homeostasis del calcio deriva en neurodegeneracion y muerte celular (Guo y col., 2013).

1.3.1.4.2 Estrés oxidativo en las enfermedades neurodegenerativas

En el proceso de neurodegeneracion, el cerebro experimenta un desequilibro progresivo de
la homeostasis redox (Cobb y Cole, 2015). El estrés oxidativo se presenta como una caracteristica
comun en diversas patologias neurodegenerativas, y aunque en la mayoria de los casos no es el
desencadenante de la enfermedad, si juega un papel importante en la progresion y

empeoramiento de la misma (Teleanu y col., 2022).

En primer lugar, es importante destacar que el SNC es especialmente susceptible al estrés
oxidativo por diversas causas, entre las que cabe destacar: (i) el alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados en las membranas, especialmente de acido docosahexaenoico (DHA); (ii) el alto
consumo de oxigeno (20% del consumo basal total); (iii) los elevados niveles de metales de
transicién como Fe? y Cu*; (iv) la autooxidacién de neurotransmisores, especialmente los de tipo
catecolamina como dopamina y adrenalina; (v) una respuesta antioxidante modesta dado el bajo
contenido en mecanismos antioxidantes endégenos en comparacion con otros tejidos; (vi) la
presencia de enzimas monoamino oxidasas de neurotransmisores como la dopamina que
aumentan los niveles de HxO2 (vii), el cerebro que es un d6rgano muy vulnerable al estrés
oxidativo debido a los altos niveles de consumo de glucosa y (viii) la elevada fosforilacién

oxidativa mitocondrial para suplir la alta demanda enérgetica (Cobley y col., 2018).

A continuacidn, se detalla el papel del estrés oxidativo en el desarrollo y progresion de las

principales enfermedades neurodegenerativas EA, EP, EH y ELA:

En la enfermedad del Alzheimer, el estrés oxidativo juega un papel clave en la patogenia
de la enfermedad. La disfuncién mitocondprial, la neuroinflamacién, la acumulacién de agregados
[B-amiloide, la hiperfosforilacion de la proteina tau o la acumulacién de metales como el hierro
estan implicados en la formacién de EROS, y en consecuencia en un dafio oxidativo. A su vez, el

estrés oxidativo contribuye sobre estos procesos, ya que altera la actividad de la enzima a-secreta

36



Introduccion

o acelera la polimerizacién de la proteina tau (Chen y Zhong, 2014). Asimismo, el estrés oxidativo

esta implicado en la disfuncion sinaptica (Tonnies y Trushina, 2017)

Las causas de la sobreproduccion de EROS en la enfermedad del Parkinson estan
relacionadas con la disfuncion mitocondrial, los niveles elevados de hierro y de calcio y la
degradacion de dopamina (Telenau y col., 2022). Asimismo, la acumulacién de la proteina a-
sinucleina estd implicada en la desregulacion del transportador de dopamina (DAT) y del
transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT?2), ambos implicados en la proteccién frente a
las EROS producidas por el metabolismo de la dopamina (Harrington y col., 1996). Cabe también
destacar el papel de la neuroinflamaciéon como fuente de EROS y ERNS por activacion de la
NADPH oxidasa, 6xido nitrico inducible sintetasa o mieloperoxidasa en las células de la glia. Por
otro lado, la acumulacion de hierro con neuromelanina aumenta la produccion de radicales libres
en la sustancia negra (Percario y col., 2020). En pacientes con la EP se ha visto que el estrés
oxidativo puede actuar bien como iniciador del dafio y muerte celular ya que en estadios
tempranos de la enfermedad los pacientes presentan elevados niveles de EROS, pero sin pérdida
significativa de neuronas o bien como aceleradores de la muerte celular al aumentar la

vulnerabilidad de las células al dafio oxidativo (Trist y col., 2019).

Al igual que ocurre con las enfermedades previamente mencionadas, en la enfermedad de
Huntington el papel primario o secundario que ejerce el estrés oxidativo no esta claro. Por un
lado, se sabe que la proteina mutante de huntingtina (mHtt) causa disfuncién mitocondrial
aumentando los niveles de produccién de EROS (Lin y Beal, 2006). Ademas, el estrés oxidativo y
el aumento en los niveles de mHtt bloquean la degradacién de las mitocondrias dafiadas por
inactivacién o bloqueo de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Liot y
col., 2017). Por otro lado, se han reportado marcadores de estrés oxidativo como MDA, 8-oxodG
y 3-nitrotirosina en pacientes asintomadticos con la EH, previo al desarrollo de los sintomas

(Klepac et al., 2007).

Finalmente, en la Esclerosis Lateral Amiotrofica, la disfuncién mitocondrial y el estrés
oxidativo contribuyen activamente al proceso de neurodegeneracion. En este caso la evaluacion
de los marcadores tempranos de la enfermedad supone un handicap, debido a la juventud de los
pacientes enfermos y la reducida esperanza de vida. A pesar de ello se sabe que la mutacién del
gen SOD-1 que codifica para la enzima superéxido dismutasa o la mutacion del gen de TARDBP
que codifica para la proteina TDP-43 estan estrechamente relacionadas con el factor Nrf2

implicado en la respuesta antioxidante de la célula (Cunha-Oliveira, 2020).
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1.3.1.5. Estrategias neuroprotectoras frente al estrés oxidativo

Durante el desarrollo de esta introduccidn, se ha establecido qué es el estrés oxidativo, qué
respuesta da el organismo para defenderse del mismo, y qué papel desempena en la patogenia
de diferentes enfermedades neurodegenerativas. En la literatura cientifica se establecen diversos
abordajes terapéuticos para revertir dicho dafo oxidativo sobre las estructuras bioldgicas y por
tanto para impedir la muerte celular y la progresién de la neurodegeneracién. Entre los
compuestos responsables de la actividad neuroprotectora se han identificado numerosos
productos de origen natural que han sido investigados en diversos modelos y frente a distintas
dianas bioldgicas. Se detallan a continuacién los mecanismos neuroprotectores explorados en los

capitulos 4 y 5 del presente trabajo de Tesis Doctoral:

1.3.1.5.1 Induccion del sistema enzimitico antioxidante

Como se ha comentado en el punto 1.3.1.3 de la Introduccién, las células presentan una
serie de mecanismos antioxidantes para hacer frente a la produccion de EROS y mantener la
homeostasis redox. Como respuesta adaptativa para la supervivencia celular, estos sistemas son
inducibles. Asi, ante determinados estimulos se desencadenan cascadas de sefalizacion que
regulan la transcripcion y la expresion de genes relacionados. Los genes que codifican para las
enzimas detoxificantes antes explicadas, se encuentran en una secuencia especifica de unioén
denominada Elemento de Respuestas Antioxidante (ARE), entre los que se incluye NQO1, HO-1,
Trxs, GST, GR, SOD1, GPx y otras enzimas de fase I, Il y III (Lee y Johnson, 2004; Buendia y col.,
2016).

El principal regulador de la expresion génica de ARE es el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2).
En condiciones fisiologicas el factor Nrf2 se localiza en el citoplasma y estd secuestrado por la
proteina represora Keap-1. Keap-1 en su forma homodimérica se une a Nrf2 formando el
complejo Keapl-Nrf2, el cual se une mediante la proteina adaptadora Cullin3 al complejo
funcional ubiquitin ligasa E3. La ubiquitinizacion de Nrf2 lleva a su degradacion por el
proteasoma 26S. En situaciones de estrés oxidativo, la oxidacién de los residuos de cisteina
presentes en Keap 1 induce la disociacion del complejo y la liberacion del factor Nrf2.
Posteriormente, Nrf2 se transloca al nicleo gracias a las sefiales de localizacion nuclear (NLS) y
las secuencias de exportacion nuclear (NES). A nivel nuclear constituye un heterodimero con
proteinas de pequeno tamafio denominadas Maf, uniéndose a la secuencia ARE e iniciando la
transcripcion. Asimismo, existen otros mecanismos de regulacion del factor Nfr2 que afectan a
las diferentes etapas del proceso, ya sea la traslocacion, la activacion de la transcripcion o la

degradacion. Por ejemplo, las proteinas p62 o p21 se unen a Keap-1 impidiendo la unién del factor
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Nrf2 o bien la inhibiciéon de GSK3f que impide la fosforilacion de Nfr2, y en consecuencia su

degradacion (Buendia y col., 2016, Johnson y col., 2008, Ma, 2013) (Figura 3).

Existen otras vias implicadas en la respuesta al estrés oxidativo, de menor relevancia, como
la via del NF-Kb, la via PI3K/AKT, la via de la proteina kinasa c-Jun N terminal activada por
mitdgeno (JNKK) o la via TrkB/CREB/BDNF (Bowie y O’Neill, 2000; Maeise y col., 2012; Shaukat
y col. ,2016; Hannan y col., 2020).

En situaciones fisiolégicas
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Figura 3. Estrés oxidativo y respuesta antioxidante endégena. Fuentes de EROS, dano oxidativo, sistema

antioxidante enzimatico y via antioxidante Nrf2/ARE. (Imagen creada con BioRender.com).

La sobrerregulacion de los diferentes mecanismos antioxidantes y la inducciéon de la via
Nrf2/ARE constituyen las principales estrategias neuroprotectoras investigadas en modelos in
vitro e in vivo de neurodegeneracion (Davis y Pennypacker, 2017; Hannan y col., 2020). En los
ultimos afios, el papel de los productos de origen natural, y en especial, de los compuestos
polifenolicos han sido estudiados en profundidad. Asi, el flavonoide hesperidina ha demostrado
prometedora actividad neuroprotectora en un modelo de la enfermedad de Alzheimer en ratones
APP/PS1, reduciendo los niveles de estrés oxidativo mediante la sobrerregulacion de las enzimas
HO-1, SOD, CAT y GSH-Px, a través de la activacion de la via Nrf2 e inhibicion de la via del NF-
kB (Hong y An, 2018). En otro estudio, el resveratrol ha mostrado aumentar los niveles de SOD-
1y GSH en un modelo de citotoxicidad inducido por el péptido-3 amiloide (1-42) en células PC12
por activacion de la via PI3K/Akt/Nrf2 (Hui y col., 2018). También, el acido eldgico, en modelos
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de envejecimiento inducidos por D-galactosa en células SH-SY5Y, ha ejercido un efecto
citoprotector aumentando los niveles de GSH e inhibiendo la produccion de ROS, MDA y TNE-
a (Rahimi, y col.,2018). Por ltimo, el carvacrol ha demostrado proteger frente al cadmio en ratas
Sprague Dawley, disminuyendo los niveles de MDA y aumentando significativamente los niveles
de GSH y las actividades de las enzimas CAT, SOD Y GSH-Px en el tejido cerebral (Yildiz y col.,
2022).

1.3.1.5.2 Disminucion de la disfuncion mitocondrial v mantenimiento de la homeostasis del calcio y del

votencial de membrana

El calcio juega un papel esencial en las cascadas de transduccién de sefales y en procesos
como la liberacion de neurotransmisores. Los niveles de calcio citoplasmatico se encuentran
estrechamente regulados por numerosos transportadores y bombas (Mattson y col., 2006). El
estrés oxidativo provoca el aumento de los niveles de calcio citoplasmatico al favorecerse la
liberacién de calcio del reticulo endoplasmatico (organulo con mayor capacidad de almacenaje),
promoverse la entrada de calcio extracelular e inhibirse la actividad de las bombas Ca?* ATPasa
de salida del calcio. El aumento de calcio citoplasmatico incrementa el flujo de entrada de este
ion en la mitocondria, alterando la funcién mitocondrial e induciendo la muerte celular. A nivel
del ntcleo, se activan factores de transcripcion génica relacionados con la apoptosis (Ermak y
Davies, 2002). Como se ha comentado en el apartado 1.3.1.4. de la Introduccion, los niveles de
calcio elevados en la matriz mitocondrial inducen la formacién del mPTP que, mantenido en el
tiempo, altera la presion osmotica de la matriz mitocondrial llevando a su ruptura y a la liberacion
de factores proapoptoticos como el citocromo C (Madreiter-Sokolowski y col., 2020; Ryan y col.,

2020) (Figura 4).
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Figura 4. Disfuncion y alteracion de la homeostasis del calcio. (Imagen creada con BioRender.com).

Por otro lado, el potencial de membrana (AWm) acttia como marcador de la disfuncién
mitocondrial. En situaciones fisiologicas, el AWm se mantiene estable mientras que en situaciones
patologicas se produce una alteracion prolongada que lleva a la muerte celular (Ward y col.,
2017). El A¥Wm es generado por el sistema OXPHOS permitiendo la sintesis de ATP en la
mitocondria. Un AWm elevado indica que hay un aumento de la produccion de EROS mientras
que un AWm bajo no permitiria la produccion del ATP, siendo ambas situaciones perjudiciales

(Zorovay col., 2018).

Los estudios cientificos realizados en los ultimos afios revelan que son numerosos los
compuestos naturales que actian regulando la homeostasis del calcio mitocondrial y
estabilizando el AWm en modelos de neurodegeneracion. Asi, se ha estudiado el efecto protector
a nivel mitocondrial de diterpenos tipo kaurano en modelos in vitro de estrés oxidativo inducido
por H20: en células de feocromocitoma de rata PC-12, de sesquiterpenos como la artemisinina
que previene la pérdida del A¥m en células ganglionares de retina (RGC-5) y de derivados del
floroglucinol como la hiperforina que reduce la neurotoxicidad inducida por el péptido A en
modelos in vivo de rata APP/PS1, revirtiendo el aumento de calciomitocondrial (Génzalez-Burgos
y col., 2016; Yan y col., 2017; Zolezzi y col., 2013). Asimismo, se han reportado diversos polifenoles

con propiedades neuroprotectoras como los flavonoides baicaleina o nobiletina que previenen el

41



Introduccion

aumento del calcio intracelular y del calcio mitocondrial en modelos de dafio mediado por el
neurotoxico 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y y por
el glutamato en neuronas corticales de rata primarias (Wang y col.,, 2017; Lee y col., 2018).
También el flavonoide miricetina ejerce un efecto citoprotector al reducir la pérdida del potencial
de membrana inducido por el 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP*) en modelos de neuroblastoma
murino (MES23.5) (Zhang y col., 2011). Otros compuestos fendlicos como el acido fertilico han
demostrado restaurar el AWm en modelos de dafio inducido por oligémeros A4 (Picone y col.,

2009).

1.3.1.5.3 Inhibicion de la apoptosis

La apoptosis es un mecanismo molecular de muerte celular. Es un proceso complejo en el
que tienen lugar toda una serie de eventos que culminan con la eliminacion celular (Battistelli y
Falcieri, 2020). Entre los eventos mas caracteristicos que ocurren en una célula apoptdtica son la
condensacion de la cromatina y la fragmentacion nuclear, seguida de cambios morfoldgicos,
contraccién del citoplasma y perforacion de la membrana para terminar con la formacion de

cuerpos apoptoticos y su eliminacion fagocitica (Rashedi y col., 2007).

La regulacién de esta via es esencial para el mantenimiento de la homeostasis al eliminarse
células no deseadas o danadas. Una desregulacion de la apoptosis deriva en patologias como el
cancer o las enfermedades neurodegenerativas (Fulda y col., 2010). La apoptosis esta regulada
por la activacion de la via extrinseca de unidn a receptor de muerte celular y la via intrinseca que
se desencadena a nivel mitocondrial y del reticulo endoplasmatico. Las EROS juegan un papel

esencial en la regulacion de estas vias apoptoticas.

En la via extrinseca las EROS activan receptores de muerte celular como Fas, TNF-R1 o
TRAIL-R1 lo que desencadena la autoactivacion de las procaspasas-8 y 10. Estas enzimas seran
las encargadas de activar directamente las caspasas efectoras 3, 6 y 7 que inducen la apoptosis.
Por otro lado, la activacién de la caspasa 8 lleva a la formacion de tBid que se transloca a la
mitocondria bloqueando la actividad antiapoptdtica Bcl-2 y activando Bax y Bak (Mahmood y

Shukla., 2010).

Por otro lado, la via intrinseca mitocondrial esta mediada por la activacion de p53 y JNK
que inhiben la accién de las proteinas antiapoptéticas y activan las proteinas proapoptéticas.
Ademas, el efecto del estrés oxidativo sobre el potencial de membrana y la homeostasis del calcio
provoca la liberacién de factores proapoptéticos como citocromo C (Cit C) y AIF al citoplasma.
El citocromo C media la formacion del apoptosoma junto con la procaspasa 9 y el factor Apaf-1

induciéndose la activacién de la enzima caspasa 9 y por consiguiente la caspasa efectora 3. La via
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intrinseca en el reticulo endoplasmatico esta estrechamente vinculada con la mitocondria y la
alteracion de los niveles de calcio. Las enzimas caspasa 4 y caspasa 12 del reticulo endoplasmatico
lleva a la activacion de las caspasas 3 y 9. Asimismo la expresion génica de genes proapoptoticos
se activa frente a la inhibicion de Bcl-2 via traslocacion nuclear de la proteina homoéloga C/EBP

(CHOP) (Redza-Dutordoir y Averil-Bates, 2016; Hu y col., 2019; Matsson y col., 2000) (Figura 5).

Entre los principales activadores y ejecutores de la apoptosis se destaca a la familia de
proteinas Bcl-2 y a las caspasas. A nivel neuronal, la enzima caspasa 3 se ha identificado como el
principal efector de la apoptosis (D" Amelio y col., 2010). Asimismo, las proteinas Bcl-2 y Bcl-XL
inhiben la formaciéon del mPTP y por tanto la liberacion del Cit C y otros factores proapoptoticos

(Reed y col., 1998).
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Figura 5. Apoptosis. Vias extrinseca (receptores de muerte) e intrinsecas (mitocondria y reticulo

endoplasmaético). (Imagen creada con BioRender.com)

Son varios los compuestos naturales que inhiben la apoptosis inducida por el estrés
oxidativo. El terpenoide bilobalido ha demostrado inhibir la apoptosis mediante la reduccién de
los niveles de c-Myc, p53, Bax y la activacién de la enzima caspasa-3 en un modelo de estrés
oxidativo en células PC12 (Zhou y Zhu, 2000). En otro estudio, el flavonoide acacetina ha

mostrado proteger las células SH-SY5Y en un modelo de neurotoxicidad inducido por 6-OHDA.
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Este compuesto es capaz de disminuir la expresion de las enzimas caspasa-9 y caspasa-3, del
PARP escindido, y la liberacién del citocromo C. Ademas, la acacetina también aumenta el ratio
Bcl-2/Bax a través de la fosforilaciéon de JNK, p38 y ERK 1/2 MAPKs (Kim y col., 2017).
Recientemente también se ha estudiado el efecto protector de la timoquinona y la curcumina en
modelos de envejecimiento inducidos por D-galactosa en ratas Wistar. El tratamiento con estos
compuestos ha resultado en una reduccion de la expresiéon de mRNA en TP53, p21, Bax y caspasa
3 y un aumento de Bcl-2 (El-Far y col., 2021). Asimismo, el flavonoide quercetina ha demostrado
efectos antiapoptoticos en modelos de dafio oxidativo celular en ratas macho albino reduciendo

la expresién de la enzima caspasa-3 y aumentando los niveles de Bcl-2 (Dora y col., 2021).

1.3.1.5.4 Activacién de la autofagia

La autofagia es un proceso degradativo lisosomal en el que la propia célula elimina y recicla
proteinas mal plegadas, organulos dafiados y microrganismos patogenos (Glick y col., 2010). En
el afio 1963, Christian de Duve describié por primera vez esta via en células animales (De Duve,
1963). La autofagia se presenta como un mecanismo de supervivencia celular implicado en el
crecimiento, longevidad, homeostasis celular y diferenciacion, asi como en la prevencion frente
al dafio genoémico (Bhatia y Sharma, 2021). Actualmente existe cierta controversia en relacion con
la respuesta autofagica ya que, aunque la autofagia funciona como respuesta protectora frente al
dafio celular, si este dafio es elevado podria conducir a la muerte celular (Debnath y col., 2005).
Ademas, la existencia de una muerte celular autofagica o una modulacion de la muerte apoptdtica

sigue en debate.

Segun el modo de entrega del contenido citoplasmatico al lisosoma se diferencian tres tipos

de autofagia (Levine y Kroemer, 2019; Lee y col., 2012):

e  Macroautofagia este proceso no selectivo comprende la formacién de un autofagosoma
y su posterior fusion con el lisosoma, resultando en la eliminacién de proteinas de larga
vida y de constituyentes celulares como mitocondrias o proteosomas. En células
eucariotas es el mecanismo catabolico mas utilizado (Levine y Kroemer, 2019; Lee y col.,
2012). La macroautofagia estd mediada por los conocidos como genes relacionados con
la autofagia (ATG) que son genes muy conservados en organismos eucariotas y que se
relacionan con procesos evolutivos clave de la vida eucariota (Levine y Klionsky, 2017).
Comunmente la via canonica de la autofagia hace referencia a la macroautofagia.

e  Microautofagia: en este proceso el contenido citoplasmatico dafiado es directamente
secuestrado por la membrana lisosomal (Li y col., 2012a). Estan implicados diversos

mecanismos que permiten su clasificacion en tres tipos: microautofagia con protusion
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lisosomal o tipo 1; microautofagia con invaginacion lisosomal o tipo 2 o microautofagia
con invaginacion endosomal o tipo 3 (Oku y Sakai, 2018).

e Autofagia mediada por chaperonas: A través de este tipo de autofagia se degradan
proteinas solubles con secuencias especificas y no organulos. No implica la formacién de
vesiculas. Las proteinas solubles chaperonas HSC70 y cochaperonas forman un complejo
con la proteina, se dirigen a la membrana lisosomal, y son introducidas al interior del
lisosoma a través del receptor lisosomal LAMP-2A (Kaushik y Cuervo, 2018; Cuervo y
Wong, 2013).

También se han descrito fendmenos de autofagia especificos seguin el tipo de cargo
eliminado como la mitofagia (mitocondrias), pexofagia (peroxisomas), lisofagia (lisosomas) o

agrefagia (agregados proteicos) (Munch y Dikic,2018).

Dado que en el capitulo 5 de la presente Tesis Doctoral se aborda de manera preliminar el
efecto del acido girofdrico sobre la macroautofagia se procede a explicar brevemente sus etapas
(Yang y Klionsky, 2012; Glick y col., 2010; Feng y col., 2014) (Figura 6). La autofagia se puede

expresar en diversas etapas:

e Iniciacién/Nucleaciéon: consiste en la formacion del fagéforo o estructura
preautofagosomal (PAS) ante sefales inductoras. En ausencia de estas senales el complejo
de iniciacion ULK, responsable de la formacion del fagoéforo, estd unido a mTORCI,
inhibiendo la via. Para la formacion del fagéforo es esencial la formacién del complejo
ATG14-VPS34-p150-BECNI1.

e Formacion del autofagosoma: consiste en la elongacion del fagéforo que lleva a la
formacion de vesiculas de doble membrana conocidas como autofagosomas que contienen
en su interior el cargo. En este proceso se destaca el complejo ATG5, ATG12 y ATG16L1 y
el sistema LC3. Tras la activacion de la ruta autofagica, LC3-I (soluble en el citosol) se
conjuga con fosfatidiletanolamina (PE) dando lugar a LC3-II, asociada a la membrana del
autofagosoma. LC3-II se relaciona con el niimero de autofagosomas presentes en la célula,
empleandose como indicador del proceso. Asimismo, es importante destacar la proteina
p62 como marcador del flujo autofagico. Esta proteina se une a los agregados proteicos
ubiquitinizados que se dirigen al autofagosoma para su degradacion. Si el proceso esta
inhibido, p62 se acumula (Bjorkoy y col., 2009).

e Maduracion y fusidn con el lisosoma: en este paso el autofagosoma se une al lisosoma
constituyendo el autofagolisosoma. En el caso que el autofagosoma se fusione con un
endosoma se genera un anfisoma. La fusion estd mediada por tres familias de proteinas:

GTPasas Rab, complejos de ligacion de membranas y SNAREs.
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e Degradacion y reciclaje: el contenido es degradado en el interior del lisosoma por enzimas
hidrolasas y liberado al citoplasma donde se recicla.

Diversas enfermedades neurodegenerativas estan relacionadas con un desarrollo anormal
del proceso autofdgico, impidiéndose el aclaramiento de agregados proteicos como ocurre con
las placas (-amiloides y los ovillos neurofibrilares en la EA, con la acumulacion de a- sinucleina
en la EP, con la mHtt en la EH o con TDP43 en la ELA (Ghavami y col., 2014). Atendiendo al
estrés oxidativo, puesto que este estudio se circunscribe en este marco, las EROS estan asociadas
a la induccién autofagica. La autofagia esta implicada tanto en la deteccion del estrés oxidativo
como en la eliminacion de proteinas y organulos dafiados por la oxidacion. La desregulacion de
la autofagia causa aumentos del estrés oxidativo en diversos modelos knockout (Lee y col., 2012).
La restauracién o activacion de esta via constituye una de las actuales estrategias terapéuticas

para hacer frente a las enfermedades neurodegenerativas (Yun y col., 2020).
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Figura 6. Etapas de la macroautofagia. (Imagen creada con BioRender.com)

En las tiltimas décadas se ha investigado el efecto neuroprotector de diversos compuestos
de origen natural via estimulacion del proceso autofagico en modelos de neurodegeneracion. Asi,
en el grupo de los terpenos, se ha reportado que el sesquiterpeno cubebeno induce la autofagia
en un modelo de toxicidad inducido por el péptido {-amiloide en un cultivo primario de
neuronas. Este compuesto aumenta la expresion de las proteinas autofagicas beclina-1, ATGS5,
ATG12 y LC3-II por inhibicion de la via PI3K/AKT/mTOR (Li y col., 2019). Asimismo, el
monoterpeno geraniol ha mostrado ejercer un efecto neuroprotector en un modelo de estrés
oxidativo inducido por rotenona en células del neuroblastoma SK-N-SH. El geraniol reduce el

estrés oxidativo y la acumulacion de la proteina a-sinucleina via estimulacion autofagica tal y
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como se evidencia con el aumento de LC3-II y la disminucion de p62 (Rehka y Sivakamasundari,
2018). Por otro lado, también se han estudiado diversos alcaloides como la berberina que activa
la autofagia via inhibicion de mTOR en un modelo celular de neuroblastoma de Neuro 2a,
aclarando los agregados insolubles TDP-43 presentes en proteinopatias como la enfermedad de
ELA (Chang y col., 2016). Otros compuestos naturales que han demostrado actuar sobre la via de
la autofagia son los compuestos fendlicos. Como ejemplo se destaca el resveratrol que aumenta
los niveles de Beclin-1 y LC3-II y reduce los de LAMP1 y la proteina de la matriz mitocondrial
HSP60, promoviendo la mitofagia en un cultivo primario de neuronas expuestas a glutamato
(Pineda-Ramirez y col.,, 2020). También se ha mostrado su efectividad en modelos de EH,

induciendo la degradacion autofagica de la mHtt (Vidoni y col., 2018).

1.3.2. Déficit colinérgico e inhibidores de enzimas colinesterasas

1.3.2.1. Neurotransmisores en trastornos neurodegenerativos

Uno de los mecanismos patogénicos caracteristicos en los procesos neurodegenerativos es
el desequilibrio y alteraciéon de los niveles de los neurotransmisores. Estos desempefian un
importante papel en la neurotransmision al actuar como mensajeros quimicos endogenos
transmitiendo sefiales entre neuronas, y entre éstas y las células diana, siendo a su vez
responsables de procesos esenciales como el crecimiento, la diferenciacion y la supervivencia

neuronal (Teleanu y col., 2022).

El funcionamiento normal del sistema nervioso puede verse alterado por el aumento o
disminucion de los niveles de los neurotransmisores (Lee y Dan, 2012). Por ejemplo, en la EP es
caracteristico el déficit en dopamina (DA) y alteraciones en los niveles de otros neurotransmisores
como glutamato (GLU), GABA, noradrenalina (NA), serotonina (5-HT), histamina (HA) y
acetilcolina (ACh) (Yadav y Kumar, 2022). En el caso de la EH, los niveles de DA, GLU y ACh se
encuentran aumentados mientras que los niveles de GABA estan disminuidos (Jamwal y Jumar,
2019). En los enfermos de ELA, la neurotoxicidad se asocia con un exceso de GLU (Satarker y col.,
2022). En cuanto a la EA, el declive cognitivo y las pérdidas de memoria se asocian a la
degeneracion progresiva y muerte de las neuronas colinérgicas y a un severo déficit de ACh
(Ferreira-Vieira y col., 2016). De hecho, la primera teoria que se desarrollé6 en torno a la
enfermedad fue la “hipdtesis colinérgica” en el afio 1982 (Bartus y col., 1982). En la actualidad,
otras hipotesis estan tomando mas fuerza en relacion al origen de esta enfermedad, pero la
implicacion del déficit colinérgico en su progresion es innegable. La administracion de farmacos
que actiian directamente en la reversion de este déficit ha demostrado ser una estrategia efectiva

para ralentizar la progresion de la enfermedad.
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1.3.2.2. Déficit colinérgico

Ademas de la EA como principal ejemplo de pérdida de neuronas colinérgicas, se han
reportado alteraciones de este sistema en otras enfermedades como la EP, la ELA, la EH (Dubois

y col., 1983; Barron y col., 1987; Aquilonius y col., 1975).

Para comprender el abordaje terapéutico frente al déficit de ACh es necesario destacar las
enzimas responsables de su sintesis, transporte y degradacion, asi como los receptores
encargados de sus efectos. La ACh es sintetizada en el citoplasma a partir de la acetil-CoA y de
la colina por accion de la enzima acetiltransferasa colina (ChAT) y transportada a las vesiculas
sindpticas a través del transportador vesicular de ACh (VAChT). Con la despolarizacion de la
neurona, la ACh es liberada al espacio sindptico donde se une a sus receptores muscarinicos
(mAChRs) o nicotinicos (NAChRs). La ACh es entonces rapidamente degradada a acetato y colina
por la enzima acetilcolinesterasa (AChE). La colina liberada es recaptada por la neurona
presindptica a través de los transportadores de colina (CHT) (Amenta y Tayebati, 2008) (Figura
7).
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Figura 7. Sintesis, transporte y degradacion de la ACh. Enzimas, transportadores y receptores implicados.
Lugar de acciéon inhibidores comercializados: Donepezilo (DPZ), Galantamina (GAL) y Rivastigmina (RIV).
(Imagen creada con BioRender.com)
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En el déficit colinérgico se han reportado niveles bajos de expresion y actividad de ChAT.
(Wilcock y col., 1982). Ademas, hay una reduccién de la recaptacion de colina y de los niveles de
VAChHT, una disminucién de la liberacién de ACh, una alteracion de mAChRs y nAChRs, una
disminucion del soporte neurotréfico por NGF y una pérdida de la actividad AChE (Gasiorowska

y col., 2021).

En la actualidad, el aumento de los niveles de ACh sigue siendo uno de los abordajes
terapéuticos mas empleados e investigados en enfermedades con desérdenes cognitivos
asociados a déficits colinérgicos. Asi, se investigan tratamientos dirigidos a las diferentes dianas
bioldgicas que participan en las distintas etapas del proceso ya sea aumentando la liberacién de
ACh o la recaptacion de colina o administrando agonistas de receptores muscarinicos. Sin
embargo, hoy en dia la tinica terapia efectiva consiste en inhibir a las enzimas AChE y BuChE,

con el fin de aumentar los niveles de ACh en el espacio sinaptico (Marucci y col., 2021).

1.3.2.3. Enzimas colinesterasas

Las colinesterasas (ChEs) son enzimas responsables de la hidrolisis de la ACh, rompiendo
los ésteres de colina, dando lugar a acetato y colina (Colovic y col., 2013). Son enzimas serina
hidrolasas y presentan el aminodcido serina en su centro activo. Se descubrieron a principios del

siglo XX por Loewi y Navratil (Loewi y Navratil, 1926).

En vertebrados superiores se han identificado dos tipos de ChEs (AChE y BuChE) que

difieren entre si por el sustrato, localizacién tisular y funciones.

e La AChE esuna acetilcolina hidrolasa. Su sustrato preferente es la acetilcolina o sus
tioanalogos. Aunque esta enzima esta presente en todos los tejidos, sus
localizaciones principales son en tejido nervioso, en musculo y en el plasma (Silver,
1974; Sanz y col., 1991). Es una de las enzimas mas eficientes que se conocen, siendo
capaz de hidrolizar unas 5000 moléculas de ACh por segundo.

e La butirilcolinesterasa (BuChE) es una enzima acilhidrolasa. Se conoce también
como colinesterasa no especifica o pseudocolinesterasa. Su sustrato preferente es la
butirilcolina o la propionilcolina. Se expresa fundamentalmente en el higado,
plasma, musculo liso, musculo cardiaco y tejido nervioso.

Estructura catalitica y mecanismo de accion

Estas enzimas, aunque son codificadas por genes diferentes, presentan una secuencia
homdloga de al menos un 65% (Boison, 2007). Ademas de las diferencias comentadas, existen

leves cambios en su subunidad catalitica.
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Ambas enzimas presentan dos sitios de union esenciales en el reconocimiento molecular, el
centro activo catalitico (CAS) y el sitio aromatico periférico (PAS). El CAS esta formado por la
conocida como triada catalitica constituida por los aminoacidos serina, acido glutamico e
histidina. (Nicolet y col., 2003). Por su parte, los aminodcidos presentes en el PAS son serina,
tirosina, dcido aspartico y triptéfano en la enzima AChE y acido aspartico, glutamina, serina y
tirosina en la enzima BuChE. El PAS tiene naturaleza polar; esta cargado negativamente y esta
implicado en la unién de sustratos y ligandos con carga positiva. La presencia de un mayor
numero de aminoacidos alifaticos en la enzima BuChE parece ser la responsable del mayor
tamarfio en su bolsillo de union lo que permite la entrada de sustratos de mayor tamano (De Boer

y col., 2021; Berg y col., 2011).

En cuanto a su mecanismo de accidn, es esencialmente el mismo y se distinguen dos etapas:
(i) la unién covalente entre el grupo acilo del sustrato y el aminoacido serina del centro activo
que lleva a la rotura del enlace éster en el sustrato y la liberacién de colina. En esta etapa se forma
un intermediario acil-enzima y (ii) la liberacién del grupo acilo y la enzima mediante la accion de

una molécula de H20 (Rosenberry, 1975).

Genética y formas moleculares de las enzimas colinesterasas

A nivel génico, se distinguen dos genes diferentes para cada enzima, ACHE, presente en el
region q22 del cromosoma 7 y BCHE en la posicion q26.1- q26.2- del cromosoma 3 (Getman y col.,
1992; Gaughan y col., 1991). Mientras que BCHE no sufre empalme alternativo, ACHE da lugar a
tres transcritos: AChE-S o AChE-T, isoforma sindptica, tetrdmera; AChE-E dimérica, isoforma

eritrocitica, y AChE-R “readthrough”, monomérica (Darvesh y col., 2003; Massoulié y col., 1998).

Las proteinas codificadas por estos transcritos presentan formas moleculares diversas
debido a los multiples cambios postranscripcionales y postraduccionales, especificos de cada
tejido (Massoulié y Bon, 1982). Forman homodmeros si se agregan subunidades cataliticas
idénticas, o heteromeros, si se asocian a su vez a otras proteinas estructurales. Segtin la forma de
agregacion a su vez pueden ser formas asimétricas o globulares. Estas tltimas pueden ser
monomeros, dimeros o tetrametros (Massoulié y col.,, 1993). La distribucién de las distintas
formas difiere mucho de un tejido a otro. Alteraciones de la misma se correlacionan con

patologias como la enfermedad de Alzheimer (Campanari y col., 2016).

Funciones de las enzimas colinesterasas

La funcioén clasica de las ChEs, como ya se ha comentado, es la hidrdlisis de la ACh en la

sinapsis colinérgica dando término a la transmision del impulso. La principal enzima responsable
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de esta accidn a nivel cerebral es la AChE, dada su mayor distribucion en este tejido. Se encuentra
principalmente en las neuronas mientras que la enzima BuChE se expresa en las células de la glia
(Wright y col., 1993). Aunque en un primer momento se consider6 que la enzima BuChE no
desempefiaba un papel esencial en este proceso, ciertos estudios le atribuyen un papel regulador,
colaborando con la enzima AChE en la degradacion del exceso del neurotransmisor, e incluso
sustitutivo en situaciones de carencia de la AChE (Graybiel y Ragsdale, 1982). Asimismo, en la
EA la actividad de la AChE se ve disminuida (siendo la mayoritaria en cerebros sanos), mientras

que la actividad de la BuChE se ve incrementada de forma significativa (Greig y col., 2002).

Ademas de su funcidén en la neurotransmision se han reportado actividades “no clasicas”
relacionadas con procesos como la hematopoyesis, el crecimiento neuronal, la tumorogénesis y
la apoptosis (Silman y Sussman., 2005; Small y col, 1996; Soreq y Seidman, 2001). Se ha
establecido relacion entre la sobreexpresion de la enzima AChE y el proceso apoptotico,
postulandose su implicacion en la formacién del apoptosoma (Park y col., 2004). Ademas, la
expresion de las diferentes variantes parece estar relacionada con funciones diversas. Asi, la
AChE-R parece estar relacionada con procesos de neuroproteccién y reparacion mientras que la
AChE-T esta implicada en procesos de neurotoxicidad (Cohen y col., 2002; Perrier y col., 2006).
Asimismo, se ha relacionado ambas enzimas con la agregacion amiloide, pudiendo estar

implicadas en la maduracion de las placas (Carvajal e Inestrosa, 2011; Darvesh y col., 2012).

1.3.2.4. Neuroproteccion mediante la inhibicién de las enzimas colinesterasas

A pesar de los significativos avances en la comprension de las causas subyacentes de las
enfermedades neurodegenerativas, el desarrollo de tratamientos efectivos no ha progresado de
manera equiparable. De entre todas las enfermedades neurodegenerativas comentadas a lo largo
de este trabajo y dada la relevancia de sus datos epidemioldgicos, la EA se presenta como ejemplo
del lento avance del desarrollo farmacoterapéutico. De todas las estrategias planteadas, la
inhibicién de las enzimas colinesterasas se plantea como uno de los pocos abordajes terapéuticos
con eficacia. De los cuatro farmacos para el tratamiento de la EA aprobados y comercializados en

Espania, tres son inhibidores colinesterasicos (IChEs).

La inhibicién enzimatica es la pérdida de capacidad metabdlica de una enzima ante la
presencia de inhibidores enzimaticos. La inhibiciéon puede ser reversible (unién no covalente) o
irreversible (union covalente modificando la estructura de la enzima). Asimismo, la inhibicion
reversible puede ser competitiva (mismo sitio de union que el sustrato), no competitiva (distinto

sitio de unidn que el sustrato) o acompetitiva (se une al complejo enzima sustrato).
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De igual manera, encontramos IChEs reversibles ya sea competitivos o no competitivos, los
cuales desempefian una funcién farmacolégica e IChEs irreversibles, como pesticidas, en la

mayoria de los casos asociados a efectos toxicos (Singh y Sadiq, 2023).

Farmacos comercializados inhibidores de las enzimas colinesterasas

La utilizacion de IChEs reversibles para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas comenzd en el afio 1993 con la aprobacion del farmaco tacrina, pero se dejo
de utilizar debido a su alta hepatotoxicidad (Watkins y col., 1994). Actualmente se encuentran

comercializados:

e Donepezilo es un inhibidor selectivo de la enzima AChE. Se trata de un derivado sintético
de la N-benzilpiperidina (Sugimoto y col., 2002). Esta aprobado en Espafia desde el afio 1998.
Su vida media plasmatica es elevada y permite una dosificacion sencilla (un comprimido al
dia). Ademas de actuar como farmaco IChEs, se ha visto que tiene efectos neuroprotectores
al reducir los depositos de las placas amiloides (Castro y Martinez, 2006).

¢ Rivastigmina es un inhibidor pseudoirreversible no competitivo, de tipo carbamato. Forma
un complejo carbamoil-AChE que inactiva temporalmente la enzima (Moss, 2020). Es un
derivado del alcaloide natural fisostigmina extraida del haba de Calabar (Physostigma
venenosum). La rivastigmina inhibe tanto la enzima BuChE como la enzima AChE (Kandiah
y col., 2017). Ejerce su accién inhibitoria en el SNC, con minima accién periférica. Fue
aprobado en Europa en el afio 1999. En la actualidad, el tratamiento oral se ha sustituido por
el uso de parches transdérmicos con el fin de reducir sus efectos adversos gastrointestinales
(Winblad y col., 2007). En este caso cabe destaca su naturaleza semisintética derivada del
alcaloide fisostigmina (Russo y col., 2013).

¢ Galantamina es un inhibidor reversible, competitivo y selectivo frente a la enzima AChE,
con actividad leve frente a la enzima BuChE (Colovic y col., 2013). Ademas, tiene un efecto
dual puesto que acttia como modulador alostérico del receptor nAChRs, facilitando su
apertura y potenciando el efecto de la ACh (Maelicke y col., 2001). Fue aprobada en el afio
2000. Este farmaco es el tinico de origen natural; es un alcaloide isoquinolinico extraido de
plantas de la familia de las Amaryllidaceae, aislado en el afio 1956 de los bulbos de Galanthus
nivalis L. En la actualidad se obtiene de los bulbos de Galanthus woronowi Losinsk y Galanthus

alpines Sosn o mediante sintesis quimica (Tewari y col., 2018).
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En cuanto a sus reacciones adversas se relacionan con sus efectos colinérgicos a nivel
periférico. Las mas frecuentes se producen a nivel gastrointestinal, como nauseas, vémitos,
diarrea, anorexia y dolor abdominal. Asimismo, se pueden presentar mareos, calambres

musculares, bradicardia o sincopes.

Muchos de los pacientes abandonan su tratamiento o alteran las pautas de administracion
debido a estos efectos adversos. Ademas, los beneficios son temporales y no son tutiles en
tratamientos prolongados (Courtney y col.,, 2004). La btsqueda de nuevos inhibidores mas

selectivos, mas potentes y de accién prolongada es una importante linea de investigacion actual.

Inhibidores naturales de las enzimas colinesterasas

El origen natural o semisintético de los compuestos presentes en el mercado manifiesta la
importancia de los productos naturales como fuente de IChEs. Se han identificado diversos
compuestos de origen natural con propiedades anticolinesterasicas como alcaloides, cumarinas,
flavonoides, lignanos, polifenoles, poliquétidos o terpenos, entre otros. En la Tabla 1 se recoge
informacion relativa al tipo de compuesto natural y origen, tipo de inhibicion y selectividad por
las enzimas.

Tabla 1. Compuestos naturales con propiedades anticolinesterasicas (Tabla extraida y modificada de
Smyrska-Wieleba y Mroczek, 2023).

ORIGEN p
COMPUESTO c INHIBICION IC M
BOTANICO © (M
ALCALOIDES
Alborina Papaver setiferum Inhibidor BuChE ICso0 (BuChE): 63.1
Goldblatt Inhibidor selectivo AChE 1Cs0 (AChE): 6.8
Angustidina Nauclea officinalis Inhibidor selectivo BuChE ICso (BuChE): 1.03
(Pierre ex Pitard) Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 21.72
Merr.)
Berberina Mahonia bealei Inhibidor AChE 1Cs0 (AChE): 0.52
(Fortune)Carr.
Lappaconitina Aconitum laeve Inhibidor BuChE 1Cs0(BuChE):11.24
Royle Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 6.13
Sanguinina Hieronymiella Inhibidor BuChE ICso (BuChE): 21.5
marginata Inhibidor selectivo AChE 1Cs0 (AChE): 0.10
Hunz
Vincosamida Uncaria rhynchophylla Inhibidor BuChE ICso (BuChE): 23.18
Migq. ex Havil Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 12.4
Rubiaceae
CUMARINAS
Imperatorina Archangelicae officinalis Inhibidor selectivo BuChE ICs0 (BuChE): 14.4
L Inhibidor AChE ICso (AChE): 156
Mesuagenina A Mesua elegans Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 1.06

Kosterm.
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TERPENOS
Acido asiatico Centella asiatica Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 15.05
(L.) Urb.
Acido betulinico Garcinia hombroniana Inhibidor BuChE ICs0 (BuChE):19.1
Pierre Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 24.2
Acido ganodérico E Ganoderma lucidum Inhibidor BuChE ICs0 (BuChE):200
Karst. Inhibidor selectivo AChE ICs0 (AChE): 18.35
Amberina Amberboa ramosa Jafri Inhibidor BuChE 1Cs0 (BuChE):2.7
Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 17.5
Criptotansinona Salvia miltiorhiza Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 7
Bunge
Dihidrotansinona Salvia miltiorhiza Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 1
Bunge
FLAVONOIDES
Bilobetina Selaginella doederleinii Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 5.76
Hieron
Kaempferol Spiranthes sinensis Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 12.64
Ames
Quercetina Agrimonia pilosa Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 19.8
Ledeb.
ESTEROLES
Leucisterol Leucas urticifolia Vahl. Inhibidor selectivo BuChE 1Cs0 (BuChE):3.2
Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 83.6
POLIQUETIDOS
Acido astérrico Talaromyces aurantiacus Inhibidor BuChE IC50 (BuChE):100
(J.H. Mill,, Giddens & Inhibidor AChE IC50 (AChE): 66.7
A.A. Foster) Samson,
Yilmaz & Frisvad
Aspilactonol I Phaeospaeria sp. Inhibidor AChE ICs0 (AChE): 6.26

1.3.3 Estrategia neuroregeneradora frente al dafio neuronal

1.3.3.1 Pérdida estructural v funcional de neuronas en enfermedades

neurodegenerativas

Una de las caracteristicas principales que comparten las enfermedades neurodegenerativas
es la muerte neuronal (Gorman, 2008). Esta muerte puede ser desencadenada diversas causas,
como el estrés oxidativo, la respuesta inflamatoria o la disfunciéon mitocondrial que llevan a la
activacién de vias inductoras de muerte. Sin embargo, previo a este evento, las neuronas sufren
toda una serie de cambios a nivel estructural (retraccion de neuritas y pérdida de sinapsis) o a
nivel funcional (déficits electrofisiolégicos y activacion de vias de estrés celular) (Bredesen y col.,
2006). La alteracion de la actividad neuronal se produce a nivel molecular (alterando las cascadas
de sefializacion), a nivel sindptico y neuronal (afectando a su integridad y funcion) e incluso a
niveles superiores afectando a circuitos locales y redes neuronales superiores. De hecho, los
enfermos que padecen de enfermedades neurodegenerativas sufren fluctuaciones a lo largo del

mismo dia o semanas, lo que puede explicarse por el ajuste de estas funciones (Palop y col., 2006).
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En este contexto es importante definir el concepto de plasticidad neuronal como la
habilidad del sistema nervioso para reorganizar su estructura, sus funciones y conexiones en
respuesta a estimulos intrinsecos y extrinsecos (Puderbaugh y Emmady, 2023). Entre los
mecanismos de neuroplasticidad se encuentra la plasticidad sinaptica, referida como la
capacidad de las neuronas para modificar la eficacia y fuerza de las conexiones sinapticas y por
tanto la transmisién. La plasticidad sinaptica incluye la potenciacion a largo plazo (LTP),
intensificando la transmision de las sefiales y la depresion a largo plazo (LTD), reduciendo su
eficacia. Se relacionan con el aprendizaje y la memoria. Paralelamente se observan cambios
estructurales a nivel axonal y dendritico como es el aumento del tamafio de las espinas
dendriticas durante la LTP (Mateos-Aparicio y Rodriguez- Moreno, 2019). Por otro lado, la
sinaptogénesis se define como la formacion de sinapsis y su mantenimiento y eliminacién
dependiente de la actividad (Cohen-Cory, 2002). Esta estrechamente relacionada con el

crecimiento neuritico, axonal y dendritico.

En la EA es caracteristica la pérdida de las sinapsis en etapas tempranas de la enfermedad
(Arendt, 2001). La funcidn sindptica esta estrechamente relacionada con la cognicidn, siendo la
pérdida de la misma uno de los signos mas claros del deterioro cognitivo (Colom-Cadena y col.,
2020). A su vez, en la EP, los agregados de la proteina a-sinucleina se depositan en las neuronas
presinapticas y son responsables de la degeneracion axonal y sindptica (Belluci y col., 2016). En
la EH, previo a la degeneracion de las neuronas de proyecciones espinosas (SPN), se produce una
alteracion de la transmisién y de la plasticidad sindptica, incluso antes de la aparicién de la
enfermedad (Smith-Dijak, 2019). Asimismo, se han detectado alteraciones estructurales y

funcionales de las sinapsis en pacientes y modelos experimentales de ELA (Gulino, 2023).

Otro de los mecanismos esenciales de la plasticidad neuronal es la neurogénesis adulta,
proceso que comprende la proliferacidn celular, la diferenciacion y la migracion a partir de células
precursoras adultas. Esta capacidad esta restringida a unas areas concretas del cerebro: la zona
subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo y la zona subventricular (ZSV) de los
ventriculos laterales que migran integrandose en el bulbo olfatorio (Ming y Song, 2011). En las
enfermedades neurodegenerativas este proceso se encuentra comprometido, perdiendo esta
capacidad regenerativa enddgena. Cabe senalar, la relacion entre los sintomas tempranos de estas
enfermedades como la disfuncién olfativa o ansiedad y las regiones del hipocampo y bulbo

olfativo, responsables de esta neurogénesis (Winner y Winkler, 2015).

A la hora de evaluar el estado de estos procesos durante el proceso neurodegenerativo o el

efecto modulador de los tratamientos neurofarmacologicos es necesario establecer biomarcadores
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validados. Entre los marcadores neuronales de diferenciacion, propios de neuronas maduras,

podemos destacar (Reddy y Abeygunaratne, 2022):

e Antigeno Neuronal Nuclear (NeuN) implicado en el desarrollo del tejido neuronal,
en la diferenciacion neuronal y en la regulacion de las funciones cerebrales adultas.
Esta proteina se expresa abundantemente en el nticleo de células diferenciadas. Se
utiliza para detectar la pérdida neuronal frente al dafio.

e [-tubulina de clase III especifica de neuronas (Tu]J1) se asocia con la diferenciacién
neuronal y el crecimiento neuritico.

e La Proteina tau, que esta implicada en el ensamblaje y estabilizaciéon de los
microtibulos con la tubulina. Durante la neurogénesis adulta, este proceso es
requerido para el crecimiento de los axones (Fuster-Matanzo y col., 2012).

e Proteina de densidad postsinaptica de 95 kDa (PSD95) implicada en los procesos
de plasticidad sinaptica y sinaptogénesis.

e Proteina 43 asociada al crecimiento recombinante (GAP43) relacionada con la
plasticidad neuronal, el crecimiento axonal, la neurogénesis y el crecimiento
neuronal presindptico. Participa en la polimerizaciéon de la actina induciendo la
formacion del cono de crecimiento, favoreciendo la motilidad y por tanto el
crecimiento axonal (Chung y col., 2020)

e Sinaptofisina se encarga de regular la formacién de las sinapsis. Es una proteina

presente en las vesiculas presinapticas.

Se ha visto que en determinadas regiones cerebrales de pacientes que sufren de la EA, la
EH, la EP y la ELA, la expresion de estos marcadores se encuentra disminuida (Chung y col.,

2020).

Por ultimo, cabe mencionar la implicacion de numerosas vias de transduccion de sefiales
implicadas en la neurogénesis adulta y en la diferenciacion entre las que se destacan BDNF-TrkB,

PI3K/Akt, CREB y MAPK/ERK1/ERK2 (Zhu y col., 2022).

1.3.3.2. Modulacién terapéutica de la neurogénesis adulta v la plasticidad sinaptica

Los estudios disponibles en la literatura cientifica sobre las propiedades estimuladoras de
la neuroplasticidad de diversos farmacos y productos de origen natural como estrategia
neuroregeneradora son multiples (Carrillo-Mora y col., 2017). Estos efectos neuromoduladores se
han evaluado en modelos celulares de células madre/células madre progenitoras (NS/PCs),
células madre mesenquimales (MSCs) y en lineas inmortalizadas como las células PC-12 o SH-

SY5Y (Any col., 2018).
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Entre los productos naturales, algunos flavonoides como la wogonina o la baicalina inducen
la diferenciacion neuronal y el crecimiento neuritico en células NS/PCs (Lim y col., 2010; Li y col.,
2012b). Otros polifenoles como el resveratrol promueven la diferenciacion neuronal via
activacion SIRT1 en células MSCs mientras que la curcumina aumenta la neuritogénesis via
MAPK/ERK en células PC-12 (Joe y col., 2015; Liao y col., 2013). Por tltimo, alcaloides como la
tetrametilpirazina activa la migraciéon en células NPCs e induce la diferenciaciéon en células MSCs

y SH-SY5Y activando la via PI3K/Akt (Kong y col., 2016; Nan y col., 2016; Yan y col., 2015).

Ademas de los estudios in vitro con modelos celulares, los efectos neuroprotectores de
determinados compuestos de origen natural a través de la neuromodulaciéon han sido
investigados en modelos in vivo de neurodegeneracion. El acido geniposidico, glicosido de
Gardenia jasminoides J. Ellis ha demostrado reducir el dafio cognitivo, la acumulacion del péptido
B-amiloide, la apoptosis neuronal y el dafio axonal mediante la sobreexpresiéon de GAP43 via
PI3K/Akt en modelos de ratones transgénicos mPrP-APPswe/PS1De9 (Chen y col., 2022b). De la
misma manera, el acido rosmarinico y el acido ursolico, aislados de Rosmarinus officinalis L., han
demostrado revertir el déficit cognitivo y las deficiencias en la neurogénesis adulta y en la
sinaptogénesis inducidas por el péptido ABi.4, en ratones BALB/c. Esto queda evidenciado con la
sobreexpresion de marcadores neurogénicos como NeuN y sindpticos como sinaptofisina o PSD-

95 (Mirza y col., 2021).

Muchos de los modelos de estudio que analizan las propiedades neurorestaurativas de los
productos naturales estan basados en modelos de dafio isquémico. Asi, la saponina astragaldsido
IV ha demostrado aumentar la neurogénesis via BDNF/TrkB en un modelo de rata MCAQO/r con
isquemia cerebral (Niy col., 2020). El flavonoide baicalina ejerce sus efectos sobre el crecimiento
neuritico via BDNF/TrkB/PI3K/Akt y via MAPK/ERK1/ERK2 en modelos de dafio inducido por
deprivacion de oxigeno y glucosa/reperfusion (OGD/R) en astrocitos (Li y col., 2021). Asimismo,
en el grupo de los polifenoles, el resveratrol induce la neuritogénesis y sinaptogénesis en

neuronas primarias corticales tras OGD/R (Tang y col., 2017).

1.4. Compuestos naturales y neuroproteccion

Como ha quedado patente a lo largo de esta introduccién, es evidente el papel de los
productos naturales como compuestos activos para el tratamiento de la neurodegeneracion desde
diferentes enfoques. De igual manera se ha observado que la principal fuente de estos compuestos

bioactivos se encuentra en vegetales superiores.
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Los estudios realizados en esta Tesis Doctoral se han centrado en otros organismos de
origen natural, con caracteristicas especiales dada su naturaleza simbiotica: los liquenes. En las
ultimas décadas el interés terapéutico de sus compuestos bioactivos ha crecido notablemente.
Esta segunda parte de Introduccidon recoge informaciéon sobre su morfologia, distribucién,
composiciéon quimica, taxonomia, filogenia, usos y aplicaciones, asi como sus propiedades

antioxidantes y neuroprotectoras investigadas hasta el momento.

2. Liquenes
2.1 Liquenes

2.1.1 Caracteristicas generales

Las relaciones simbidticas constituyen una de las interacciones bioldgicas mas interesantes
de la naturaleza. El término “simbiosis” procede del griego ovuBiwoig “symbiosis” y puede
traducirse como “vida en comun” (RAE). Dentro de esta forma de asociacion de vida,
encontramos a los liquenes. De acuerdo con su definicién tradicional, son organismos
constituidos por la coexistencia de un organismo micobionte heterétrofo (hongo) y un organismo
fotobionte autdétrofo, comtinmente alga o cianobacteria (Hawksworth y Honegger, 1994). Esta
definicidon probablemente deriva del estudio del organismo mediante métodos de microscopia
clasicos. Sin embargo, los avances en técnicas metagendmicas han revelado una dimensién mas
amplia en cuanto a su composicién, llegando a hablar del concepto “microbioma del liquen”
(Spribille y col., 2022). El resultado de la simbiosis entre los dos organismos dominantes es el de
una estructura estable y compleja que permite la asociacion con otras especies fuiingicas, llamadas

hongos liquenicolas, o con comunidades bacterianas. (Grube y Wedin, 2016).

Aproximadamente el 21% de especies fingicas pueden actuar como hongos formadores de
liquenes (Song y col., 2022). E1 98% de ellos pertenece a la clase Ascomycota y sélo un 0,3% son
basidiomicetes. A nivel celular, la estructura de su pared celular no presenta diferencias
importantes entre hongos liquenizados y no liquenizados (Honegger, 2009). En cuanto al
organismo fotobionte, se han identificado mas de 40 géneros de algas y cianobacterias. Los mas
comunes, son los géneros de algas verdes Trebouxia y Trentepohlia y de cianobacterias el género
Nostoc. En la mayoria de los liquenes sera mas frecuente un alga verde como fotobionte (Friedl y

Budel, 2008).

Estos organismos simbidticos son notables por sus caracteristicas distintivas en términos de
distribucion, composicion quimica y capacidad de sobrevivir en entornos adversos. Estas
cualidades se deben a las funciones que desempefia cada participante en la simbiosis. La

evolucién de la simbiosis ha permitido su supervivencia durante millones de afios, como lo
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demuestran los informes de fésiles de al menos 415 millones de afos (Devonico inferior)

(Honegger y col, 2012).

El fotobionte, gracias a la fotosintesis permite que el micobionte asimile los nutrientes
necesarios para su desarrollo. Los modelos desarrollados sobre este proceso han sido tres: el
modelo nutricional, el anhidrobiotico y el hibrido. El primero explica que el carbono fijado por el
alga (en forma de poliol) o por cianobacterias (en forma de glucosa) y almacenado en forma de
manitol, sélo es usado para la respiracion y el crecimiento. El modelo anhidrobidtico defiende
que este carbono sélo es utilizado para la proteccion de la funcién celular durante la desecacién
y es el carbono organico asimilado por el hongo el que se utiliza para la respiracion y crecimiento.
Finalmente, el modelo hibrido propone que el propio hongo compartimenta el carbono fijado por
el autdtrofo y dedica parte a la respiracion y crecimiento y parte a la proteccion frente a la
desecacion (Spribille y col., 2022). Por otro lado, la capacidad de las cianobacterias para fijar
nitrogeno es importante en ambientes pobres nutricionalmente (Friedl y Budel, 2008). En esta
relacion de beneficio mutuo, el micobionte también juega su papel. La parte fingica exohabitante
es la dominante en la simbiosis y la responsable de la morfologia del liquen y de su reproduccion,
proporcionando estructura, soporte y proteccion tanto al fotobionte como al microbioma

bacteriano (Honegger y col., 1996; Grimm y col. ,2021)

Mientras los hongos liquenicolas establecen una relacion parasitaria o comensal, bien
dafiando al liquen o simplemente utilizando sus estructuras, las comunidades bacterianas se
consideran un elemento mas de esta simbiosis, siendo la clase Alphaproteobacteria la mas comin
(Aschenbrenner y col., 2016). Estudios del genoma y proteoma del microbioma bacteriano
presente en el liquen Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. mostraron la importancia de estas bacterias a
nivel nutricional (fijacion de nitrégeno), en la sintesis de vitaminas y hormonas, en la proteccion
frente al estrés abidtico (temperatura, irradiacion, salinidad) y biotico (insectos, plantas, bacterias
patdgenas), en la detoxificacién y en la degradacion de partes viejas del liquen (Grube y col.,

2015).

2.1.2 Morfologia v anatomia del liquen

Fruto de la simbiosis, el liquen desarrolla un cuerpo vegetativo que recibe el nombre de talo
liquénico (holobionte). Son estructuras de lento crecimiento, pero larga vida (Asplund y Wardle,
2016). En la mayoria de los casos, es el hongo el que determina la estructura, aunque altamente
influenciada por el fotobionte. Seguin el tipo de talo liquénico podemos hablar de tres grupos
morfoldgicos: crustaceo, foliaceo y fruticuloso (Figura 8). Los liquenes crustaceos se encuentran

fuertemente adheridos al sustrato (suelo, rocas y corteza de drboles) y son capaces de soportar
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condiciones extremas de desecacién (especies del género Rhizocarpum como Rhizocarpon
geographicum (L.) DC.). Existen, a su vez, diversos subtipos tales como leproso, escuamuloso,
endolitico, etc. Los talos foliosos, tienen formas mas diversas, presentan aspecto de hoja aplanada
con lobulos y ramificaciones. Se encuentran parcialmente adheridos al sustrato por su parte
inferior (ej. especies del género Parmelia). Finalmente, los talos fruticulosos tiene aspecto de

arbusto, con numerosas ramificaciones y unidos al sustrato por una zona estrecha (ej. especies

del género Usnea) (Jahns, 1973; Budel y Scheidegger, 2008).

Figura 8. Tipos morfoldgicos del talo liquénico (crustidceo, folidceo y fruticuloso). (Recuperado de
www.pexels.com)

Desde el punto de vista anatdmico, el fotobionte puede distribuirse a lo largo de toda la
estructura del talo, de manera indiferenciada (homoémero) (ej. Collema) o presentar capas
estratificadas y diferenciadas (heterémero), tipo de estructura dominante entre los liquenes. Estos
ultimos, de manera general, presentan cuatro capas: cortex superior, capa algal, médula y cortex

inferior (Jahns, 1973).

2.1.3 Distribucién geografica

Los liquenes colonizan ecosistemas diversos, desde regiones polares a climas desérticos, en
todo rango de altitudes, estando presentes en el 8% de la superficie terrestre (Nash, 2008). De
hecho, en la Peninsula Antartica, los liquenes constituyen la poblacion botanica dominante
(Convey, 2013), si bien en la actualidad su estudio esta limitado a zonas accesibles. Nuevos
métodos basados en tecnologia satélite permiten la evaluacion de estas poblaciones y sus

alteraciones (Casanovas y col., 2015).

Se han encontrado liquenes cosmopolitas en todos los continentes y en islas. Asimismo,
existen patrones de distribucién mas restrictivos como el bipolar (ambos polos), circumboreal
(eurosiberiana) o circumpolar. No obstante, existen liquenes restringidos a un area endémica
especifica (Randlane y col., 2007). Estos patrones de distribucion se veran en profundidad para

las especies del clado cetrarioide, objeto del estudio de la presente Tesis Doctoral.
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Entre las caracteristicas que les han permitido habitar regiones y climas extremos, destacan
su tolerancia a la desecacion y a la radiacion ultravioleta. Estos organismos son poiquilohidricos,
ya que, al no presentar mecanismos activos de regulacion de captacion y pérdida de agua, la
almacenan (200-300% de su peso, incluso 2000% en ciertos cianoliquenes) o liberan (hasta 10%-
20%), en funcion de la disponibilidad en el ambiente (Porada y Giordani, 2021; Kranner y col.,
2009). En periodos o zonas de escasez hidrica, son capaces de tolerar la desecacién a través de
cambios en la pared celular, en la composicion lipidica de su membrana, en la vitrificacion del
citoplasma o en la liberaciéon de éxido nitrico para reducir el estrés oxidativo (Gasulla y col., 2021).
Con relacién a la temperatura, los liquenes, poiquilotermos, son capaces de mantener su
metabolismo activo a -20°C, recobrando su actividad en casos de frios extremos (Kappen y col.,
1996) y tolerar temperaturas de hasta 60°C en estados de desecacion (Gasulla y col., 2021). En
cuanto a la exposicién a radiacion UV, se ha observado un aumento en la produccion de

pigmentos y compuestos fenolicos que reducen la penetracion de UVB (Trest y col., 2015).

Alteraciones en los patrones de distribucién de los liquenes permitiran analizar los efectos
del cambio climatico y la influencia negativa de los asentamientos humanos (Gombert y col., 2004;

Matos y col., 2017; Sancho y col., 2019).

2.1.4 Composicidén quimica

2.1.4.1 Caracteristicas generales

La naturaleza simbidtica de los liquenes modula su composiciéon quimica particular y
compleja. Los compuestos liquénicos pueden clasificarse en dos grandes grupos: metabolitos
primarios, que son compuestos inespecificos tales como vitaminas, polisacaridos, aminoacidos,
polioles, carotenoides o proteinas, sintetizados bien por el hongo o por el alga; y metabolitos
secundarios, en su mayoria compuestos organicos y sintetizados por el micobionte (Elix y Stocker

Worgotter, 2008).

Los metabolitos primarios tienen como funciéon asegurar el crecimiento, desarrollo y
reproduccion del liquen. Se encuentran en el protoplasto y en las paredes celulares. Dada su
solubilidad, se extraen con agua hirviendo (Goga y col., 2019). Datos procedentes de la literatura
cientifica indican que los polisacaridos representan del 3 al 5% del peso seco del talo liquénico,
los compuestos nitrogenados desde un 1,6% hasta un 11,4% y los carotenoides entre 1,5y 24 mg/g

de peso seco. (Hale, 1983; Culberson, 1970).
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Los metabolitos secundarios desempefian funciones esenciales en el liquen. Son
compuestos extracelulares, ya que una vez sintetizados quedan depositados en la superficie de
las hifas fingicas, en el cértex o en la médula. Constituyen entre el 0,1%-10% del peso seco del
talo, llegando en algunos casos hasta un 30% (Galun y Shomer-Ilan, 1988). Los precursores de
estos compuestos organicos son sintetizados en forma de poliol o glucosa gracias al proceso
fotosintético del simbionte autdtrofo. Si bien ciertos metabolitos secundarios han sido
identificados en las formas de vida libre de los conformantes del liquen y en plantas superiores,
la mayoria de ellos son especificos y inicos, puesto que las interacciones y comunicacién entre
los simbiontes influye en su produccién (Calcott y col., 2018; Brunauer y col., 2007). Algunos tipos
de dépsidos, como el acido rosmarinico, han sido identificados en plantas superiores,

especialmente de la familia Lamiaceae, concretamente en Rosmarinus officinalis L., Mentha spp. o

Melissa officinalis L. (Amoah y col., 2016).

La primera clasificacién de la composicion quimica de los liquenes fue establecida en el afio
1954 por Asahina y Shibata, organizada en funcién de las rutas biosintéticas conocidas hasta
entonces. Anos mas tarde, Culberson y Elix, en el afio 1989 modificarian esta clasificacion,
estableciendo una clara separacion en tres grupos principales: compuestos sintetizados a través
la ruta del acetato-polimalonato, a través de la ruta del acido mevalonico o a través de ruta del

acido shikimico (Elix y Stocker-Worgotter, 2008).

Los avances en las técnicas para la identificacion y caracterizacion fitoquimica han permitido
ampliar el nimero de metabolitos secundarios conocidos, alcanzando, en la actualidad, un
numero superior a 1000. Encontramos desde los primeros métodos basados en reacciones
colorimétricas con soluciones de yodo, hidréxido de potasio (K) e hipoclorito de calcio (C)
(Nylander, 1866) o las técnicas de microcristalizacion (Asahina y Shibata, 1954) hasta el desarrollo
de técnicas cromatograficas, espectroscdpicas y microscopicas de gran calibre. Seria en la segunda
mitad del siglo XX cuando se introduciria la técnica de cromatografia en capa fina (TLC), que
pasaria a ser el método preferente, posteriormente seria estandarizado y acoplado a bases de
datos computarizadas (Elix y col., 1988). La verdadera revolucién llegaria con la introduccién de
la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) ya que permite, tanto la identificacion de los
metabolitos mayoritarios como la identificacion y cuantificacion de muestras de pequefio
volumen y compuestos traza. Ademads, acoplado a métodos como la espectrometria de masas
(LC-MS), la resonancia magnética nuclear de proton o 13C (H-RMN o 13C-RMN) o la
cristalografia de rayos X permite el analisis estructural del metabolito (Elix y Stocker-Worgotter,

2008).
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2.1.4.2 Metabolitos secundarios y su ruta biosintética

Siguiendo la clasificacion inicial de Culberson y Elix hasta las tiltimas versiones propuestas
por Muller (2001) y Stocker Worgotter (2014), y sumado a la incorporacién de los metabolitos

identificados en estos ultimos cincuenta afios, la clasificacion actual seria la siguiente:

Derivados de la via del acetato-polimalonato

Constituyen el grupo mayoritario de metabolitos secundarios. Como se indicara de manera
mas extensa en el capitulo 1 de esta Tesis Doctoral, esta ruta es la responsable de la sintesis de los
metabolitos secundarios liquénicos mas representativos y peculiares de los liquenes, ya que
algunos de ellos solo estan presentes en estas especies; estos compuestos reciben el nombre de
poliquétidos. Partiendo de esta via de sintesis podemos distinguir una serie alifdtica de
compuestos tales como el acido caperatico o protoliquesterénico (acidos alifaticos formados por
una unidad de acetil-CoA y sucesivas unidades de malonil-CoA) y una serie dominante de
compuestos aromaticos. Entre estos ultimos destacan las depsidonas, los dépsidos, los
tridépsidos, los dibenzofuranos y el acido tisnico y sus derivados. Ademas, otros compuestos
aromaticos, no exclusivos de liquenes y presentes en otras especies fingicas o vegetales tales
como las antraquinonas, xantonas, cromonas o naptoquinonas son sintetizados también a través

de esta ruta.

En términos generales, la condensacion de unidades de acetil-CoA y malonil-CoA, y su
posterior ciclacién por la accion de las poliquétido sintasas (PKSs) dara lugar a la formacion del
acido orselinico o B-orselinico (precursor de dépsidos, tridépsidos, depsidonas y dibenzofuranos)
(Culberson, 1964) y a la metilfloroacetofenona (precursor de acido tisnico) (Calcott y col., 2018).
El primero de ellos se sintetizard por condensacion alddlica mientras que en el segundo caso
tendra lugar una reaccién de condensacion de Claisen (Goga y col, 2018). Estas rutas biosintéticas
se analizaran en profundidad en las publicaciones 1y 2 del capitulo 1 dado que estos grupos de

compuestos desempefan importantes actividades farmacoldgicas.
Atendiendo a la descripcion de su estructura quimica se incluyen (Figura 9):

Los dépsidos y tridépsidos estan formados por la condensaciéon de dos o mas unidades de
orcinol y /o B-orcinol, mediante enlace éster. Esta condensacion puede dar lugar a diversas
estructuras: paradépsidos, metadépsidos, [-orcinol paradépsidos, (-orcinol metadépsidos o
orcinol-f3-orcinol dépsidos, que posteriormente sufrirdn una serie de variaciones en el grado de
metilacion de sus grupos -OH, -COOH, en su grado de oxidacion o en la longitud de sus cadenas

alquilicas. Estas variaciones seran las responsables de que este grupo de metabolitos secundarios,
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que incluye mas de 100 estructuras, sea uno de los mas abundantes (Ibrahim y col., 2021).
Destacamos dépsidos como la atranorina, el acido lecanodrico, el acido girofdrico y el acido

evérnico, entre otros.

Las depsidonas son poliquétidos sintetizados por ciclacién intramolecular entre un radical
fenoxilo y uno arilo de un paradépsido mediante enlace éter. Se ha propuesto la hidroxilacion, la
migracion del grupo acilo, el reordenamiento SMILES y la esterificacion como pasos claves en su
biosintesis (Stocker-Worgotter, 2014). En este grupo de sustancias liquénicas encontramos el

acido alectoronico, el acido protocetrarico, el acido estictico o el acido constictico, entre otros.

Por otro lado, los dibenzofuranos, como el acido didimico o isotrepsilico, se sintetizan a
partir de orcinol o (3-orcinol, como las estructuras ya presentadas, mientras que el acido tisnico,
que en ocasiones se engloba dentro del grupo de los dibenzofuranos, debido a su estructura
quimica, esta constituido por la condensacién entre dos unidades metilfloroacetofenona (Millot

y col., 2016).

Por ultimo, entre los derivados de esta ruta, no exclusivos de especies liquénicas
destacamos las quinonas, pigmentos producidos por las hifas del cértex superior y que
desarrollan una funcién fotoprotectora para el liquen. Encontramos antraquinonas (ej. averantina
identificada en Solorina crocea (L.) Ach.), xantonas (ej. acido secaldnico en Pseudoparmelia sp),
antronas (ej. crisofanol en Cladonia furcata (Huds.) Schrad.), o naptoquinonas (ej. hibocapona en

Lecanora hypercarpa (Tuck.) Brodo) (Elix y Nash, 1997; Stocker-Worgotter, 2014).
Derivados de la via del acido mevalénico

Esta via es la responsable de la sintesis de terpenos y esteroides. Utilizando acetil-CoA como
iniciador, y tras una serie de reacciones sucesivas de condensacion y reduccién, da lugar al acido
mevalodnico, a partir del cual se sintetizaran los precursores de los terpenos, los ésteres difosfato
(dimetilalil pirofosfato e isopentenil pirofosfato). Estos precursores seran responsables de la
sintesis de monoterpenos como el limoneno en Evernia prunastri (L) Ach, diterpenos como el fitol,
o triterpenos como la zeorina presente en especies del género Lecanora spp. (en niveles de 1,32
mg/mg de peso seco), considerado el terpeno principal y mdas abundante entre las especies

liquénicas (Goga y col., 2019; Sato y col., 2011).

Con relacién a los esteroides se han identificado diversas moléculas como el ergosterol o

liquesterol, siendo el primero el méas abundante (Goga y col., 2019).

64



Introduccion

Derivados de la via del acido shikimico

Finalmente, el uiltimo grupo mayoritario de metabolitos secundarios deriva de la via del
acido shikimico. Si bien las rutas anteriores tenian como inicio una molécula de acetil-CoA, en
este caso sera a través del acoplamiento entre el fosfoenolpiruvato y la D-eritrosa 4 fosfato.
Ademas, en su sintesis se requiere de aminoacidos como la fenialalanina o el triptéfano. Recibe
este nombre ya que la ruta tiene como intermediario el acido shikimico. Finalmente, a través de
una serie de reacciones secuenciales se sintetizaran las terfenilquinonas (como el acido
polipdrico) y los derivados del acido pulvinico. En este tltimo grupo encontramos compuestos
tales como el acido vulpinico en Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.]J.Lai. o el acido

rizocarpico, caracteristico de especies del género Rhizocarpon (Stocker-Worgotter y col., 2014).
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Figura 9. Estructuras quimicas de los principales grupos de metabolitos liquénicos secundarios: A) dépsidos,

B) depsidonas, C) tipo dibenzofurano, D) acido pulvinico

2.1.4.3 Enzimas poliguétido sintasas (PKS)

A pesar del elevado nimero de compuestos especificos sintetizados por los liquenes, su
velocidad de crecimiento maxima es muy lenta, con valores, dependiendo de la especie de 0,5 a
8 mm al ano (Hale, 1973). Ademas, su ratio de crecimiento maximo varia, dependiendo de
factores como la temperatura, la humedad, y el clima, ya que determinaran el periodo
fotosintéticamente mas activo (Seminara y col., 2018). Por ello, en el estudio del potencial

farmacoldgico de estas moléculas existen obstaculos técnicos y bioldgicos relacionados con el

65



Introduccion

nivel de produccion de estos metabolitos prometedores. La aplicacidon de técnicas metagendmicas
y el estudio de las enzimas encargadas de su sintesis y de los genes que las codifican permiten
avanzar en el descubrimiento de nuevos metabolitos liquénicos y aumentar su produccion via
heterologa, en organismos de rdpido crecimiento (ej. produccion del dépsido acido lecandrico en

Saccharomyces cerevisine Meyen ex E.C. Hansen) (Kealey y col., 2021).

El grupo mas estudiado de compuestos pertenece a aquellos derivados de la via del acetato-
polimalonato, los poliquétidos, y las enzimas encargadas de su sintesis reciben el nombre de

poliquétido sintasas.

Los genes que participan en la sintesis de los metabolitos secundarios se encuentran
habitualmente de manera secuencial en un tramo del genoma constituyendo lo que se conoce
como cluster de genes biosintéticos (BCG). El cluster esta constituido por un gen central y una
serie de genes accesorios. Asi, el gen que codifica la enzima poliquétido sintasa sera el gen central
del claster PKS, mientras que los genes accesorios codificaran para enzimas responsables de

modificaciones, regulacién o transporte de la molécula (Singh, 2023).

Las poliquétido sintasas son enzimas multidominio y se dividen en PKS no reductoras
(NRPKS), parcialmente reductoras (PRPKS) o reductoras (HRPKS) segtin los dominios presentes.
En todas ellas encontramos los dominios esenciales para la sintesis de poliquétidos, que son el
quetoacil sintasa (KS), acil-transferasa (AT), y la proteina transportadora de acilos (ACP),
responsables de la condensacion descarboxilativa y la formacion del intermediario $-quetoacil-
ACP. En el caso de las HRPKS se encuentran ademés dominios reductores como cetorreductasa
(KR), deshidratasa (DH) y enoilreductasa (EnR), responsables de la versatilidad quimica de estas
moléculas (Sabatini y col, 2018; Stocker-Worgotter, 2008). Los compuestos liquénicos se
sintetizan a través de PKS no reductoras clasificadas en grupos (del grupo I derivados del orcinol,
del grupo VI derivados de dibenzofurano (acido tisnico) y del grupo IX derivados del 3-orcinol)

(Lui y col., 2015; Singh, 2023).

El estudio de los genes que codifican PKS, ha permitido, no sélo avanzar en la expresién
heterologa de PKS fungicas en otros organismos, sino que ademas estas secuencias génicas han
sido utilizadas en estudios filogenéticos debido a que el dominio KS es altamente conservado
(Grube y Blaha, 2003). Recientemente se ha propuesto una filogenia basada en PKS fungicas, con
624 secuencias, confirmando que los genes PKS existentes superan en niimero a los metabolitos

secundarios conocidos (Gerasimova y col., 2022).
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2.1.5. Taxonomia v filogenia

Para establecer un marco organizativo que permita comprender y clasificar el gran nimero
de especies liquénicas, que oscila entre 17.000 y 20.000, la taxonomia desempefia un papel
esencial. En el afio 1753, Linneo incluy6 en su clasificacion botanica 80 liquenes, que formarian el
género Lichen (Linneaus, 1753). Mas tarde, Acharius, considerado el padre de la liquenologia, se
encargaria de ampliar esta clasificacién describiendo nuevas especies y reorganizandolas en 40
géneros diferentes (Acharius, 1814). El descubrimiento, en el afio 1867, de la naturaleza dual de
este organismo haria replantearse el sistema de clasificaciéon y nomenclatura, apareciendo dos
corrientes (Nageli y Schwendener, 1867). Por un lado, la escuela centroeuropea mantenia los
liquenes como grupo separado de los hongos mientras que la escuela americana instaba a integrar
a los liquenes en la clasificacion fingica, aunque en ambos casos el liquen recibiria el nombre del
organismo micobionte (Lucking y col., 2021). Actualmente, la clasificacién taxonémica y

filogenética del liquen esta integrada en la clasificacion de los hongos.

Los métodos tradicionales han permitido la descripcién y clasificacion de especies durante
mas de 250 afos. Ademas, los liquenes presentan una compleja historia evolutiva, ya que en
algunos casos no comparten un origen comun (grupo monofilético), sino que presentan hasta
cinco origenes diferentes (Gargas y col., 1995). Con la entrada de técnicas moleculares del DNA
barcoding (cédigo de barras molecular) el concepto de clasificacion clasico basado en criterios
morfoldgicos, fisioldgicos y anatémicos ha pasado a un segundo plano. Ambos abordajes
presentan sus ventajas y desventajas, y es por ello por lo que en los tltimos afios se aboga por
una forma de taxonomia y filogenia integrativa (Sheth y Thaker, 2017), donde las técnicas

moleculares tienen un peso fundamental.

Mientras que en muchos casos las técnicas del DNA barcoding han confirmado la hipétesis
planteada a través de la taxonomia basada en el fenotipo, la existencia de familias liquénicas como
Parmeliaceae o Graphidaceae con un alto nimero de las llamadas “especies cripticas” ha generado
clasificaciones erréneas que solo han sido visibles con el uso de estas técnicas moleculares
(Sohrabi y col., 2014). En algunos casos, organismos con formas morfologicas distintas pero
pertenecientes a la misma especie habian sido clasificados como diferentes, o bien especies
parecidas a nivel morfoldgico habian sido englobadas en un mismo individuo (Divakar y col.,

2015).

La herramienta de identificacion de especies conocida como DNA barcoding utiliza una
secuencia de ADN una region del genoma que abarca uno o varios genes especificos, presentes

en todos los organismos, para proporcionar informacién a nivel de especie (Kress y Erickson,
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2008). Tras amplificar, mediante el uso de la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa),
las secuencias diana y su posterior secuenciacion, estas se compararan con bases de datos de
referencia, como es el caso del Genbank (Kelly y col., 2011). Entre las secuencias nucleotidicas
utilizadas en estudios de taxonomia y filogenia de liquenes se destacan por un lado la subunidad
pequenia (SSU) y la subunidad grande del ADN ribosomal, las cuales al ser regiones conservadas
en hongos permiten la identificacion y clasificacion a niveles taxondmicos superiores (familia o/y
superiores). Por otro lado, se encuentran las regiones del espaciador transcrito interno (ITS), las
cuales son variables en hongos y permiten evaluar la filogenia a nivel de género y especie y,
finalmente las regiones PKS, antes mencionadas (Ihlen y Ekman, 2002; Kelly y col, 2011; Thell y
col., 2002; Shishido y col., 2021).

Estudios comparativos realizados por Schoch y colaboradores destacaron la regién ITS
como el marcador mas efectivo, proponiéndolo como principal marcador fingico al “Consortium
for the Barcode of Life” (Schoch y col., 2012). Desde ese momento hasta la actualidad la region
ITS ha sido aceptada como el marcador de coédigo de barras estandar para hongos. Ademas, en
los ultimos afios la comunidad cientifica ha aumentado considerablemente el nimero de especies
identificadas utilizando esta region del genoma, existiendo bases de datos con un extenso

volumen de informacién (Badotti y col., 2017).

2.2. Liquenes del clado cetrarioide

2.2.1. Familia Parmeliaceae

Las especies liquénicas utilizadas durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral pertenecen al
clado cetrarioide, uno de los siete linajes monofiléticos que constituyen la familia Parmeliaceae.

(Crespo y col., 2007).

Entre los aproximadamente 60 érdenes de liquenes de la division Ascomycota, la familia
de liquenes parmelidceos pertenece al orden Lecanorales. Esta familia es la mas numerosa
englobando unas 2.800 especies en alrededor 80 géneros diferentes (Crespo y col., 2011). La
familia Parmealiaceae se caracteriza por presentar una distribucién geografica cosmopolita
encontrando especies en los dos hemisferios, desde regiones templadas a zonas polares (Divakar
y col.,, 2019). De manera primigenia se establece la distribucion de esta familia en regiones del
hemisferio sur, en zonas del sur de Africa, de América y de Australia. Con el aumento del estudio
y de las expediciones de recolecciéon se han encontrado especies en regiones templadas y

tropicales (Thell y col., 2012).
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En la actualidad, a través de estudios filogenéticos se pretende comprender qué eventos
climaticos y geoldgicos fueron los responsables de los actuales patrones de distribucién (Divakar
y col., 2019). Ademas, esta familia presenta una elevada diversidad de formas de crecimiento y
un linaje mas joven. Estudios moleculares sitian el origen de esta familia hace 102 millones de
afos con un crecimiento notable de especiacion hace 20-25 millones de afios, coincidiendo con el

aumento de temperaturas en el Oligoceno tardio (Kraichak y col., 2015).

La busqueda del origen y la diversificacion de los distintos clados se encuentra con el
handicap de la escasez de muestras fdsiles de especies liquénicas (Amo de Paz y col., 2011). Hasta
el momento se han establecido siete clados principales: parmelioide (con mayor nimero de
representantes), usneoide, hipogimnioide, alectorioide, psiloparmelioide, anzioide y el
cetrarioide. Se puede inferir de los distintos estudios que los periodos clave para la diversificacion
de los linajes principales de Parmeliaceae fueron el Paleoceno, el Eoceno y el Oligoceno, mientras
que la especiacion subsiguiente ocurrié principalmente durante el Oligoceno y el Mioceno. La
diversificaciéon del clado parmelioide (el mayor y mas estudiado) esta establecido hace
aproximadamente 60 millones de afios, mientras que el origen del clado cetrarioide data de hace
37 millones de afios, con la division inicial de los géneros Melanelia y Esslingeriana (Divakar y col.,

2015; Abbas y Guo, 2015; Amo de Paz y col., 2011).

Atendiendo a la morfologia, esta familia presenta formas de crecimiento muy heterogéneas
encontrando liquenes crustaceos, foliosos o fruticulosos. Las similitudes en términos
morfolégicos se encuentran a nivel microscdpico, ya que presentan una ontogenia (morfogénesis)
comun del ascoma (cuerpo fructifero que contiene ascos o esporangios) asi como la anatomia
caracteristica del mismo (Crespo y col.,, 2007). A nivel de clado, los liquenes alectorioides
presentan formas fruticosas con hifas dispuestas de manera paralela, y ascoporas pigmentadas
(Esslinger, 1989). Los liquenes anzioides tienen un talo folioso con ascos poliesporados y
ascoesporas curvadas (Poelt, 1973) y los liquenes hipogimnioides presentan talos foliosos sin
presencia de rizinas. Por otro lado, los liquenes parmelidceos se caracterizan por presentar un
talo folioso con picnidios y apotecios laminales (de Priest, 1999) mientras que los liquenes del
clado usneoide tienen un talo fruticuloso. Por ultimo, los liquenes cetrarioides, clado objeto de
estudio de esta Tesis Doctoral, presentan talos de folioso a subfruticulosos con picnidios y

apotecios marginales (Karnefelt y col., 1992).

Cabe mencionar que, ademas, la diversidad quimica de esta familia ha permitido que los
liquenes parmelidceos sean una de las fuentes de metabolitos secundarios mas importantes con

notables actividades farmacoldgicas, como se podra observar en el capitulo 1 de este trabajo.
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El andlisis de los principales compuestos liquénicos identificados en estos liquenes estara

enfocado en el clado cetrarioide.

2.2.2. Clado cetrarioide

El clado cetrarioide ha estado sujeto a numerosos estudios taxondmicos en los ultimos afios,
resultando de notable dificultad una resolucion filogenética definitiva. El nimero de géneros
tiene una tendencia a la baja, pero los ajustes basados principalmente en estudios moleculares
siguen y seguirdn variando la estructura general del clado (Thell y col., 2009; Nelsen, 2011;
Divakar y col., 2017). Algunos géneros con morfologia cetrarioide han sido posicionados fuera

del clado tras estudios filogenéticos.

En la actualidad se mantiene que el clado cetrarioide esta formado por diesiete géneros y
aproximadamente 90 especies de liquenes: Ahtiana, Allocetraria, Arctocetraria, Cetraria, Cetrariella,
Cetreliopsis, Dactylina, Esslingeriana, Flavocetraria, Kaernefeltia, Masonhalea, Melanelia, Nephrompsis,
Tuckermanella, Tuckermannopsis, Usnocetraria y Vulpicida (Thell y col., 2012; Thell y col., 2009)
(Figura 10).
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Figura 10. Adaptacién de la clasificacién filogenética propuesta por Thell y colaboradores (2012) a
través del estudio molecular de representantes de los diversos géneros conformantes del clado cetrarioide.
Las flechas verdes hacen referencia a nueve de las catorce especies liquénicas utilizadas en el desarrollo de
esta Tesis Doctoral. (Imagen creada con BioRender.com)
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Estos géneros se han clasificado en cinco subclados: Esslingeriana, Dactylina, Melanelia,
Cetraria y Nephromposis, siendo estos tltimos los mas antiguos y de mayor tamano (Thell y col.,
2012). Estudios recientes propusieron reunificar todos los géneros y dividirlos en estos dos

grandes subclados (Divakar y col., 2017).

A nivel morfoldgico y geografico, estos dos grandes grupos presentan diferencias. La
mayoria de las especies del subclado Cetraria presentan un talo liquénico folioso o subfruticuloso
marréon o amarillo verdoso, dorsiventral con apotecios y picnidios marginales, ascosporas
elipsoides, encontrando especialmente ejemplares en Europa e Himalaya. Por otro lado, el
subclado Nephromopsis engloba ejemplares con talo folioso de color amarillo, o amarillo grisaceo,
dorsiventral con apotecios y picnidios marginales, con ascosporas globosas o subglobosas, con
especial representacion en regiones occidentales de América del Norte y del este de Asia (Divakar

y col., 2017).

En términos de fitoquimica, se han revisado los diferentes géneros constituyentes del clado,
identificando representantes de metabolitos secundarios de los grandes grupos de compuestos.
Acidos aliféticos tales como el 4cido caperético o los acidos liquesterénico y protoliquesterénico
estan presentes en la mayoria de los géneros. En algunas especies del género Nephromoposis se
han identificado 4cidos alifaticos propios como el nefrosterinico o isonefrosterinico. Dépsidos
como el dacido fumarprotocetrarico, protocetrarico (Cetraria, Allocetraria, Cetreliopsis), o
tridépsidos, como el acido giroférico (Dactylina y Cetrariells). Depsidonas como el acido
alectorénico y colatolico (Tuckermannopsis y Masonhalea) o derivados de la ruta del acido
shikimico como el 4cido pinastrico y vulpinico (género Vulpicida). El acido tisnico, de estructura
tipo dibenzofurano y el compuesto mas estudiado desde el punto de vista farmacologico, esta
presente en muchos de los géneros de este clado (Ahtiana, Allocetraria, Dactylina, Nephromopsis,

etc) (Tabla 2).

Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados en especies de los distintos géneros del clado cetrarioide.

Géneros Metabolitos secundarios REF

Ahtiana Acidos caperatico, liquesterénico, protoliquesterénico y tsnico.  Thell y col., 1995

Allocetrariat  Acidos caperatico, liquesterénico, protoliquesterénico y tsnico. Wang y col.,2015

Acidos fumarprotocetrarico* y protocetrarico* Rai y col.,2013

Artocetraria Acidos norrangiférmico y rangiférmico. Xuy col., 2016
Brodo, 2016

Cetraria# Acidos liquesterénico, protoliquesterénico y Rai y col.,2013

fumarprotocetrarico* y protocetrarico*

Dactylina# Acidos giroférico, tsnico, barbatico y fisédico Thomson y Bird, 1978
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Esslingeriana Atranorina Thell y col.,2012
Qvstedal y col.,2009
Flavocetraria# Acidos tisnico, liquesterénico®, protoliquesterénico®, Xuy col., 2016
baeomicésico* salazinico* y escuamatico®. Shrestha y col.,2014
Bjerke y col 2004
Nguyen y col 2014
Cetrariella# Acidos giroférico e hiascico o acidos alectorénico y colatdlico Thell y col.,2009
Qvstedal y col.,2009
Szczepanska,2017
Cetreliopsis Acidos liquesterénico, protoliquesterénico, tsnico, salazinico, Thell y col.,2009
fumarprotocetrarico* y protocetrarico
Kaemefeltia Acidos liquesterénico y protoliquesterénico Thell y col.,2009
Melanelia Atranorina, cloroatranorina, acidos caperatico, constictico, Xuy col., 2016
estictico, norstictico, criptostictico, menegazziaico o acidos Shrestha y col.,2014
perlatdlico y estenospdrico Hale y col.1989
Masonhalea Acidos alectorénico o 4cidos liquesterénico y Thell y col.,2009
protoliquesterénico Hale y co0l.1989
Nephromopsis# Acidos liquesterénico, protoliquesterénico y tisnico. Xuy col., 2016
, o o ] . Shrestha y col.,2014
Acidos constictico*, estictico*, isonefrosterinico* Mishra y Upreti, 2015
nefrosterinico*. fumarprotocetrarico* anziaico*, olivetdlico®, Wang y col.2018
caperatico* alectoronico* y a-collatolico®.
Tuckermanella Acidos caperatico y alectorénico®. Xuy col., 2016
Tuckermannopsis Acidos alectorénico, colatélico, olivetdlico®, liquesterénico, y Xuy col., 2016
# protoliquesterénico Shrestha y col.,2014
Mishra y Upreti, 2015
Usnocetraria Acidos caperatico, liquesterénico, protoliquesterénico, Klepsland y Timdal,
secalénico y tisnico. 2010
Thell y col.,2009
Vulpicida# Acidos pinastrico, vulpinico y tsnico. Fernandez Moriano y
col. 2015
Thell y col.,2009

Leyenda. El simbolo # se ha utilizado para indicar los géneros de las especies incluidas en esta Tesis Doctoral.

El simbolo * se ha utilizado para indicar que la presencia de ese compuesto varia segin la especie.

2.2.3 Especies liquénicas utilizadas en el desarrollo de la Tesis Doctoral

El interés por el uso de liquenes para diversos fines ha crecido en las tltimas décadas.

Ademas de liquenes frescos recolectados en zonas determinadas, muchos estudios utilizan

muestras liquénicas conservadas en herbarios. Diversos estudios han confirmado que los

especimenes de herbario no presentan una pérdida significativa de metabolitos secundarios,

puesto que una vez formados, los cristales de estos compuestos son muy estables (Goga y col.,

2018).

Resulta relevante destacar que las continuas fluctuaciones en los &mbitos de la taxonomia

y la filogenia han ocasionado una significativa cantidad de modificaciones nominales, lo cual se
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traduce en la existencia de diversas referencias bibliogréficas que aluden a una misma especie
con diferentes denominaciones, fendmeno conocido como sinonimia. En el marco del clado

cetrarioide, las especies elegidas exhiben rasgos distintivos que se describen a continuacion:

Allocetraria ambigua (C. Bab.) Kurok & M.J.Lai. Presenta un talo liquénico folioso de
suberecto a erecto, amarillo palido, de superficie lisa o ligeramente rugosa con ricinas escasas.
Destaca por la anchura de sus lébulos céncavos (hasta 3 mm). Presenta pseudocifelas, apotecios
y picnidios marginales, ascos clavados y ascosporas elipsoides. El cdrtex superior mide
aproximadamente 30 pum y la médula 120-160 pm. Presenta acido tisnico en el cortex y acidos
liquesterénico y protoliquesterénico en la médula. Es un liquen endémico de la region del

Himalaya (Randlane y Saag, 1993; Thell y col., 1995).

Asahinea scholanderi (Llano), que también recibe el nombre de Cetraria scholanderi (Llano).
Presenta un talo liquénico folioso con lébulos de 12 mm de ancho en forma de roseta, parte
superior de color blanquecino moteado en negro e inferior de color negro. Carece de
pseudocifelas, apotecios y ricinas. Picnidios de pequefio tamario, conidios de morfologia curvada.
El cortex superior mide entre 18-26 um, la médula entre 65-240 um y el cortex inferior entre 16-
26 pum. Las ascosporas tienen forma subgloboide-ovalada. Presenta acido alectordénico, a-
colatolico y atranorina. Crece sobre rocas y suelo, en zonas alpinas de regiones del norte de

América y Siberia (Thomson, 1984; Goward y col. 1994).

Cetraria commixta (Nyl.) Th. Fr. También conocida como Cetrariella commixta (Nyl.) A.
Thell & Kéarnefelt. Este liquen folioso dorsiventral adopta forma de rosetas de gran tamario (hasta
15 cm). Sus lobulos alargados presentan forma convexa. De color marrén a marrén negruzco, con
pseudocifelas de pequefio tamafio, ricinas dispersas, apotecios situados en la punta de los 16bulos
y conidios cilindricos. Esta especie presenta ascosporas elipsoides. Contiene 4cido alectéronico y
colatolico. Es un liquen circumpolar que crece sobre rocas, especialmente en zonas frias y

hiamedas de América del Norte (Thomson, 1984).

Cetraria crespoae (Barreno & Vazquez) Karnefelt. Presenta talo liquénico fruticuloso, erecto
y rigido, de color marrén oliva con ramificaciones dicotomicas y abundantes espinas. Tiene
pseudocifelas abundantes y ovales, apotecios terminales ligeramente convexos, ascos de 8
esporas, cilindrico-clavados con ascosporas unicelulares globosas o subglobosas, conidios de
forma oval o cilindrica y picnidios inmersos en las espinas. No se ha reportado informacion sobre
sus metabolitos secundarios. Crece sobre arbustos, especialmente en las ramas de coniferas en

regiones de la Peninsula Ibérica, sur de Francia y Cerdefia (Barreno y Vazquez, 1993).
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Cetraria cucullata (Bell.) Ach. Esta especie con el uso de técnicas moleculares fue
clasificada como Flavocetraria cucullata (Bell.) Karnefelt & Thell, del género Flavocetraria. Presenta
un talo liquénico fruticuloso de color amarillo verdoso, de aspecto rugoso con conidios
bifusiformes. Sus ascosporas son elipsoidales. Como metabolitos secundarios, presenta acido
protoliquesterénico y acido tsnico. Crece en suelo, detritos, hojas y musgos en regiones del

hemisferio norte (Lai y col., 2009).

Cetraria ericetorum (Opiz). Esta especie tiene un talo fruticuloso de color marrén con base
rojiza y 16bulos de 0,5 a 8 mm de ancho, de forma redondeada a fusiforme. Presenta abundantes
pseudocifelas en los margenes, apotecios frecuentes, picnidios laminares o marginales y conidios
sésiles. Sus ascosporas son elipsoides. Entre sus metabolitos secundarios se destacan los acidos
protoliquesterénico y liquesterénico. Crece sobre el suelo y sobre musgo en regiones templadas

de América del Norte, tanto en altitudes bajas como en zonas alpinas. (Nash y col., 2002).

Cetraria nivalis (L.) Ach. Esta especie con el uso de técnicas moleculares fue clasificada
como Flavocetraria nivalis (L.) Karnefelt & Thell, del género Flavocetraria. Presenta un talo liquénico
fruticuloso de color amarillo verdoso, de aspecto liso (principal diferencia con C. cucullata) con
conidios bifusiformes. Sus ascosporas son elipsoides. Comparte metabolitos secundarios y

distribucién geografica con C. cucullata (Lai y col. ,2009; Kéarnefelt y Thell. 1994).

Dactylina arctica (Hook) Nyl. Presenta un talo fruticuloso de color amarillo palido, con
ramificaciones abundantes. Debido a su caracteristica morfologia en forma de dedo recibe el
nombre de liquen “dactilar”. Tiene un talo secundario prominente denominado podentia. Entre
sus metabolitos secundarios se destaca el acido tisnico y el acido giroférico. Es un liquen artico
que crece en zonas de tundra, en musgos y en zonas circumpolares, desde Alaska hasta

Washington (Thomson y Bird, 2011; Walker y col., 1989).

Nephromopsis laureri (Kremp. Kurok). Esta especie liquénica presenta un talo folioso
dorsiventral sorediado con soredios marginales e isidios ausentes. Su superficie superior es de
color verde amarillento y su superficie inferior va de blanco a marrén palido. Presenta
pseudocifelas redondeadas y blancas y ricinas bifurcadas. La presencia de apotecios es
infrecuente. Sus ascos estan clavados y sus ascosporas unicelulares son subglobosas. A nivel
fitoquimico se han identificado acidos grasos como liquesterénico y protoliquesterénico en la
médula y acido tisnico en el cdrtex. Crece en cortezas de arboles de zonas montafiosas de regiones

de Centroeuropa, Asia y Ameérica central y del Sur (Randlane y Saag, 2007; Thell y col., 2005).
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Nephromopsis pallescens (Schaer.) Y.S. Park. Presenta un talo dorsiventral con 16bulos
anchos de 8 a 15 mm, de color amarillo verdoso en su cara superior, y blanquecino en la inferior.
En esta especie las pseudocifelas se encuentran en la cara inferior y presenta apotecios laminales
pequenios y numerosos. Contiene acido tisnico en el cortex y acidos alectoronico, liquesterénico y
protoliquesterénico en la médula. Crece en las cortezas de los arboles de bosques montafiosos de
altitudes medias y elevadas. Se encuentra especialmente en el continente asiatico, en zonas
meridionales (China, India, Japén, Rusia y Tailandia) (Randlane y col., 1995; Randlane y Saag,
2007).

Nephromopsis stracheyi (C.Bab.) Miill. Arg. Este liquen presenta un talo folioso grueso con
lébulos de unos 3 cm de ancho. De color verdoso o gris amarillento en su cara superior y
marronaceo en su cara inferior. Tiene pseudocifelas ovales o redondeadas. Ademas, presenta
ricinas simples y escasas, picnidios poco habituales y marginales, picnoconidios bifusiformes y
apotecios marginales, de gran tamano. Sus ascosporas son elipsoides. Respecto a sus metabolitos
secundarios, presenta acido dsnico en el cortex y segin su quimiotipo, acido olivetérico
(quimiotipo I) y &cido anziaico (quimitipo II). Crece en las cortezas de los arboles en regiones
meridionales de Asia (India, Taiwan, China y Nepal). (Randlane y Saag, 1998; Randlane y Saag,
2007).

Tuckermannopsis americana (Spreng) Hale. Su talo liquénico es folioso con 16bulos de ente
1y 4 mm de ancho, de color marrdn palido o verdoso. Presenta pseudocifelas dispersas y carece
de soredios. Sus picnoconidios tienen forma bifusiforme. Sus ascosporas son globosas. Presenta
acido alectordnico y colatdlico en la médula y en ocasiones atranorina en el cértex. Crece en
bosques de coniferas en regiones orientales de Norte América. También ha sido recolectado en

Europa y zonas del norte de Asia (Lai y col., 2009; Esslinger y Egan, 1995).

Tuckneraria ahtii (Randlane & Saag). Actualmente su nombre aceptado es Nephromopsis
ahtii (Randlane & Saag) Randlane & Saag. Liquen folioso de color pélido o marrén amarillento
con lébulos de redondeados a elongados. Apotecios marginales, ascosporas subglobosas,
picnidios marginales y numerosos y picnoconidios bifusiformes. Puede presentar acido tisnico
en el cértex y acidos liquesterénico, protoliquesterénico y en ocasiones caperatico en la médula.
Crece en cortezas de coniferas en regiones meridionales y orientales de Asia. (Randlane y col.,

1994).

Vulpicida pinastri (Scoop) Mattsson & M. J. Lai. Presenta un talo liquénico folidceo con
lobulos de 1,5 mm de ancho formando rosetas, de color amarillo verdoso o amarillo y de aspecto

liso. Carece de pseudocifelas y escasas ricinas. Los apotecios y picnidios son de presencia rara.

75



Introduccion

Los ascos son clavados y las ascosporas son casi esféricas. En términos de su fitoquimica presenta
acido usnico en el cortex y acidos vulpinicos y pinastricos, asi como triterpenos (zeorina) en la
médula. Crece en las cortezas de los arboles de regiones montafiosas continentales del hemisferio

norte (Lai y col., 2009; Nash y col., 2002).

Las imagenes de cada una de estas especies liquénicas del clado cetrarioide empleadas en
la presente Tesis Doctoral y procedentes del Herbario de la Facultad de Farmacia se mostraran

en el capitulo 2 de este trabajo.

2.3. Usos y aplicaciones de los liquenes para el ser humano

2.3.1. Ecologia: bioindicadores de contaminacién y cambio climéatico

La presencia de estos organismos en mdultiples regiones unido a su capacidad de
bioacumular metales y otros contaminantes al no presentar cuticula externa les convierte en
eficaces bioindicadores de contaminaciéon y cambio climatico (Sancho y col., 2019). Desde la
utilizacion por primera vez de los liquenes como bioindicadores de contaminacion atmosférica
en el afio 1866 (Nylander, 1866) hasta la actualidad, los liquenes se han convertido en los

organismos mas utilizados para este fin (Abas, 2021).

Uno de los parametros analizados es el analisis de elementos traza relacionados con
actividades humanas e industriales (Giordani y col., 2019). La bioacumulacion de elementos como
Al, As, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Sb, Pb y V ha sido analizada en diversos liquenes como por
ejemplo Xanthoria parietina (L.) Th., Pseudoevernia furfuracea (L.) Zopf., Cetraria islandica (L.) Ach.
y Parmelia caperata (L.) Ach. (Nimis y col., 2000; Saib y col., 2023; Cercasov y col., 2002). Asimismo,
los liquenes también han sido utilizados como herramienta de biomonitorizacién radiactiva,
encontrandose nimeros estudios comparativos de niveles de cesio en las regiones proximas a
Cherndbil (Seaward y col., 1988) o de presencia de urano y cesio en la region norte de Siberia,
zona coincidente con ensayos nucleares (Malikova y col., 2019). Otro de los parametros
analizados son los niveles de azufre o nitrégeno producidos por la actividad humana; esto sdlo

es asumible por ciertas especies de liquenes acidoéfilos y nitréfilos (Abas y Din, 2021).

La biomonitorizacién también se enfoca desde el estudio de los cambios de diversidad en
poblaciones liquénicas. Las comunidades de liquenes se clasifican en especies sensibles,
moderadas o tolerantes (Abas, 2021). Por ejemplo, el cambio climatico y la consiguiente alteracion
en la temperatura hace que las poblaciones de liquenes epifitos aumenten mientras que las
poblaciones de los liquenes terricolas que son mas sensibles disminuyan (Aptroot y van Herk,

2007).
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El estudio de las alteraciones a nivel fisioldgico o morfoldgico en el liquen también aporta

informacién a nivel ecologico (Abas, 2021).

2.3.2. Industria alimentaria v cosmética

Desde la Antigiiedad, una de las caracteristicas mas valoradas en relacion con la calidad de
un producto es su color. La aparicion de colorantes sintéticos en el siglo XIX tuvo un importante
impacto en las industrias textiles, cosméticas y alimentarias. Ante los efectos nocivos de ciertos
colorantes sintéticos, en los tltimos afios se ha incrementado la basqueda de colorantes de origen
natural. La identificacion de nuevos pigmentos procedentes del micobionte del liquen como la
tripefelonamida A (de color amarillo), o la grafisquinona (de color rojo) aislados de Graphis
desquamescens (Fée) Zahlbr. y Trypethelieum eluteriae Spreng. abren nuevas vias de obtencion de

compuestos para este fin (Kalra y col., 2020).

También se ha reportado el uso de extractos procedente de Evernia prunastri (L.) Ach. y de

Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf para la creacion de fragancias (Joulain y Tabacchi, 2009).

Desde el punto de vista alimentario, algunos liquenes han sido utilizados de manera
tradicional como alimento en forma de ensaladas, sopas, especias, fritos o guisos, en regiones de
China, India y Oriente Medio (Zhao y col., 2021). Ademas, en periodos de hambrunas se ha
reportado el uso de Cetraria islandica (L.) Ach como ingrediente del pan en paises como Republica

Checa, Noruega o Estonia (Pawera y col., 2017).

2.3.3. Medicina tradicional

El uso de liquenes como remedios naturales para el tratamiento de diversas afecciones se
extiende a lo largo de los siglos y en diversas culturas alrededor del mundo. Se han publicado
estudios etnobotanicos y etnofarmacoldgicos sobre su uso en regiones de Africa, Europa, Asia,

América del Norte y América del Sur (Crawford, 2019).

Hipdcrates en los siglos cuarto y tercero a.C. ya reportaba el uso de liquenes en la medicina
tradicional (Lebail, 1853). Dioscérides, Galeno o Pablo de Egina incluian en sus respectivos
escritos el uso de un liquen fruticoso “splachnon”, que posiblemente se tratase de especies del
género Usnea. Seria en el siglo XV, con la recuperacion del conocimiento griego cuando la
fitoterapia recobré su importancia en Europa Occidental. Entre los liquenes mas utilizados a
principios de la Edad Moderna se encuentran Cetraria islandica (L.) Ach, Cladonia pyxidata Hoffm.
(L.), Peltigera aphtosa (L.) Willd., Usnea spp., Evernia prunastri (L.) Ach. y Lobaria pulmonaria (L.)

Hoffm. Entre estos, solo Cetraria islandica (L.) Ach continua en uso (Crawford, 2019).
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En cuanto a las formas de uso y las patologias mas habituales, los liquenes se han aplicado
de manera tépica, en forma de emplastos; o por via oral, a través de decocciones o ténicos. Los
sindromes tratados incluyen afecciones dermatologicas (heridas, infecciones y llagas), digestivas
(dispepsia, diarrea y disenteria), pulmonares (tisis, catarro y asma) y ginecoldgicas (Illana-

Esteban, 2012).

En relacion con el clado cetrarioide se han comunicado usos medicinales de diversidad de
especies de liquenes como Flavocetraria cucullata (Bell.) Karnefelt & Thell y Flavocetraria nivalis (L.)
Karnefelt & Thell en forma de tés para el tratamiento de asma o mareos, en regiones de Espafia o
Bolivia, respectivamente (Agelet y Vallés, 2003; Bastien, 1983). Especies del género Vulpicida,
especies como Vulpicida canadensis (Rasanen) J.-E. Mattsson & M. J. Lai y Vulpicida juniperus (L.)
J.-E. Mattsson & M. ]. Lai han sido utilizadas tradicionalmente para resfriados e ictericia (Hebda
y col.,, 1996; Regnault, 1802). En China ha referido el uso de Vulpicida pinastri (Scoop) Mattsson &
M. J. Lai y Cetrelia pseudolivetorum (Asahina) W.L. Culb. para diversos sindromes, desde
afecciones pulmonares hasta heridas, hemorragias uterinas, infecciones de la piel, cancer o

espasmos (Crawford, 2019).

Cabe destacar que la solidez del uso tradicional de Cetraria islandica (L.) Ach hace que en la
actualidad se encuentren comercializados numerosos productos y preparaciones que lo
contienen. En diversas regiones espanolas se ha utilizado tradicionalmente para el tratamiento
del asma, la inflamacion, la congestion y la tuberculosis (Agelet y Vallet, 2003). Ademas, se ha
notificado su uso para el tratamiento de resfriados, bronquitis y neumonia en regiones del norte
de Italia (Bellia y Peroni, 2015). Estudios etnobotanicos en diferentes regiones europeas (Estonia,
Bulgaria, Suecia y Lituania) confirman su uso para el tratamiento de enfermedades pulmonares.
En algunas zonas también se ha identificado su utilizacion para tratar enfermedades digestivas y

la curacidén de heridas (Crawford, 2019).

Por todo ello, el uso medicinal de Cetraria islandica (L.) Ach se encuentra en Farmacopeas
desde el afio 1906 (en la Farmacopea Austriaca) hasta la actualidad, en la Farmacopea Europea.
La monografia de esta tltima propone a este liquen como medicamento a base de plantas basado
en su uso tradicional. Se utiliza, en forma de infusién y en formas soélidas o liquidas, por via oral
o para su aplicacion sobre la mucosa oral. En el mercado se encuentran preparaciones que
contienen extractos de este liquen en combinacion con otras plantas medicinales. El Comité de
Medicamentos a base de plantas de la Agencia Europea del Medicamento (HMPC/EMA)
establece dos indicaciones principales: como demulcente para el tratamiento de la irritacion de

boca y garganta y la tos seca asociada y para la pérdida de apetito (EMA/HMPC/36866/2014).
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Asi pues, en base a su uso tradicional, el estudio de las actividades bioldgicas y aplicaciones
farmacologicas de los liquenes ha adquirido una renovada importancia. Esta atencion no sélo se
enfoca en la validacion de este uso tradicional, sino también se centra en la buisqueda de extractos
liquénicos y metabolitos secundarios activos frente a nuevas patologias, demostrando un amplio

rango de actividades de interés farmacoldgico.

2.3.4. Propiedades farmacoldgicas de compuestos liguénicos

A medida que los procesos de identificacion y aislamiento de los metabolitos secundarios
liquénicos han avanzado, se ha producido un aumento en la disponibilidad de estos compuestos,
lo que ha permitido la realizacidon de estudios mas exhaustivos sobre sus actividades bioldgicas,
antes solo dirigidos al estudio del 4cido tisnico (compuesto més estudiado gracias a que fue el
primero disponible comercialmente). Una vez revisada la composicion quimica de los
metabolitos secundarios presentes en las especies liquénicas del clado cetrarioide se llevd a cabo
una revisién del estado actual del conocimiento sobre las actividades farmacoldgicas de los tres
grupos de metabolitos secundarios de liquenes mas predominantes: depsidonas, dépsidos y
dibenzofuranos incluyendo el acido tisnico (cuya busqueda se restringio entre los afios 2010 y
2021, debido a la ya existencia de numerosos trabajos en la literatura cientifica). Esta informacion

se recoge en el capitulo 1 de la presente Tesis Doctoral.

Con el fin de destacar ciertos datos clave, las actividades mas destacadas en los tres grupos
quimicos fueron su actividad antimicrobiana, antioxidante y citotoxica. De manera aislada, otras
actividades como antidiabética, antiinflamatoria, analgésica o cicatrizante también fueron

demostradas.

2.4. Actividades antioxidantes y neuroprotectoras de los liquenes

Desde el enfoque que se plantea este trabajo, es importante poner en antecedentes el efecto
antioxidante y neuroprotector ya demostrado en la literatura cientifica de diversos extractos

liquénicos y sus metabolitos secundarios.

2.4.1 Actividad antioxidante de los liquenes del clado cetrarioide

Ciertos liquenes son capaces de habitar en climas en los que los niveles de desecacién e
irradiacion son extremos. Mientras que estos organismos en sus formas de vida libre no son
capaces de tolerar estas situaciones de estrés oxidativo, el liquen parece responder de manera
mas favorable, recuperando sus niveles de GSH y reestableciendo su equilibrio redox (Kranner y
Birtic, 2005). Mientras que la accion protectora ejercida por los sistemas antioxidantes intrinsecos

del liquen como barreras fisicas, sistemas enzimaticos (SOD, CAT, GR) o contenido en glutation
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o tocoferol esta demostrada, el papel de los metabolitos secundarios en su proteccion se encuentra
en discusion. Estos metabolitos se encuentran en forma de depdsitos extracelulares por lo que
tendrian un efecto limitado a nivel del metabolismo liquénico (Lohézic-Le Dévehat y col., 2014;
Kranner y col, 2008). Por el contrario, al encontrarse en su mayoria en la parte superior de la
médula o cortex, presentan accion fotoprotectora actuando como filtros UVB (Nguyen y col.,

2013).

El caracter polifendlico de los poliquétidos y dibenzofuranos les convierte en prometedores
antioxidantes por sus actividades tanto como captadores de radicales y como quelantes de

metales (Bay, 2020; Hoa, 2020; Le Roux, 2011).

Partiendo de esta premisa, el mayor niimero de trabajos publicados ahondan en la actividad
antioxidante de extractos y metabolitos secundarios a través del uso de técnicas in vitro como
ORAC, FRAP o DPPH. También se ha estudiado su efecto sobre los niveles de moléculas no
enzimaticas implicadas en la respuesta antioxidante y sobre la actividad y la expresion de
enzimas antioxidantes. Entre los liquenes cetrarioides, se han encontrado diversos estudios
relativos a la actividad antioxidante de especies del género Cetraria. Extractos acuosos y
metanolicos de Cetraria islandica (L.) Ach han demostrado potencial antioxidante en diversos
estudios in vitro con valores de inhibicion del 96% de la peroxidacion lipidica del sistema del
acido linoléico, aumento de su capacidad captadora del radical superdxido y poder reductor

(0,05-0,45 pg/mL) (Grujicic y col., 2014; Gulcin y col., 2002; Stadnytska y col., 2020).

El potencial antioxidante también se ha observado en modelos in vivo (ratas Sprague-
Dawley) de diabetes mellitus tipo 1, en los cuales el aumento de la actividad de enzimas como
SOD, CAT y GPx asi como la disminucion de los niveles de malondialdehido (MDA) mejoraron
el estado de estrés oxidativo inducido en la diabetes y previnieron frente al dafio en células

pancreaticas y renales (Bakir y col., 2015; Colak y col., 2013; Colak y col., 2014).

Por su parte, Tomovic y colaboradores (2015) demostraron el caracter antioxidante de
Cetraria aculeata (Schreb.) Fr con valores 6ptimos DPPH (ICs0 51,6 ug/mL), de inhibiciéon de
peroxidacion lipidica (ICs0 45,5 ug/mL), o quelante de ion ferroso ((ICs0 50,4 pg/mL). Este liquen
también incremento la actividad de las enzimas del sistema antioxidante como SOD y GPx en

linfocitos humanos (Tomovic y col., 2015).

En relacion con las especies del género Vulpicida, la capacidad antioxidante de Vulpicida
pinastri (Scop.) ].-E. Mattsson & M. J. Lai se demostr6é mediante los ensayos de DPPH y NBT con

valores de ICs0 75,6 y 65 pg/mL, respectivamente (Legouin y col., 2017). Estudios de nuestro grupo
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de investigacion también determinaron el potencial antioxidante de Vulpicida canadiensis
(Rasdnen) J.-E. Mattsson & M. J. Lai. (Fernandez Moriano y col., 2015). Otras especies englobadas
en el clado cetrarioide han demostrado actividad antioxidante como Melanelia subaurifera (Nyl.)
Essl. (DPPH ICso0 165,1 pg/ml), Melanelia fuliginosa (Fr. ex Duby) Essl. (DPPH ICso 266,3 ug/ml) o
Flavocetraria nivalis (L.) Karnefelt & Thell (TEAC de 7,9 mM) (Risticy col., 2016; Singh y col., 2011).

Con relacién a los géneros cetrarioides Ahtiana, Allocetraria, Arctocetraria, Cetrariella,
Cetreliopsis, Dactylina, Esslingeriana, Kaernefeltia, Masonhalea, Nephromopsis Tuckermanella
Tuckermannopsis 'y Usnocetraria no se ha encontrado informacién relativa a su actividad

antioxidante en la literatura cientifica, abriendo un nuevo campo de estudio.

En cuanto a los metabolitos secundarios, se presenta informacién detallada sobre su

actividad en el capitulo 1 de esta Tesis Doctoral.

2.4.2 Actividad neuroprotectora de liquenes y metabolitos secundarios

Como se ha podido constatar en la primera parte de esta introduccion, las enfermedades
neurodegenerativas y el dafio neuroldgico constituyen un importante problema de salud publica
en la sociedad moderna y la falta de tratamientos eficaces impulsa la bisqueda de nuevas

moléculas. Los productos naturales, y en este caso, los liquenes, son una valiosa fuente de estas.

Basados, en la mayoria de los casos, en sus propiedades antioxidantes, se encuentran en la
literatura numerosos trabajos que describen el potencial neuroprotector de los liquenes. La
mayoria de ellos se han realizado en modelos celulares in vitro, siendo escasos los realizados in

vivo.

En esta linea de investigacion nuestro grupo ha liderado los estudios de neuroproteccion
con extractos liquénicos y sus metabolitos aislados demostrando efectos protectores en modelos
de estrés oxidativo inducidos por el reactivo de Fenton y por el peroxido de hidrégeno en células
de astrocitoma humano (U373 MG) y en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
Xanthoparmelia conspersa (Ehrh. ex Ach.) Hale, Xanthoparmelia camtschadalis (Ach.), Cetraria
islandica (L.) Ach. Cast, Vulpicida canadensis (Rdsanen) J.-E. Mattsson & M. J. Lai, e Hypotrachyna
formosana (Zahlbr.) Hale han demostrado capacidad para reducir la produccion de especies
reactivas de oxigeno y los niveles de peroxidacion lipidica, asi como para aumentar los niveles
de glutatiéon reducido y la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD, GPx y GR (de Paz
y col., 2010; Fernandez-Moriano y col., 2015; Sieteiglesias y col., 2019). Ademas, también se ha

demostrado que los liquenes Hypotrachyna formosana (Zahlbr.) Hale y Cladonia uncialis (L.) Weber
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ex F. H. Wigg son capaces de inhibir de forma moderada a las enzimas acetilcolinesterasa (AChE)

y butirilcolinesterasa (BuChE) (Sieteiglesias y col., 2019).

En relacién a los metabolitos secundarios, Ferndndez-Moriano y colaboradores (2017),
demostraron que el acido fumarprotocetrarico, el acido evérnico y el acido tsnico, prevenien la
disfuncion mitocondrial y la alteracién de la homeostasis del calcio inducidas por el perdxido de
hidrogeno, reducen la muerte celular por apoptosis y aumentan la expresiéon de enzimas
antioxidantes sefialando como mecanismo de accion la activacion de la via Nrf2 (Fernandez-

Moriano y col., 2017a; Fernandez- Moriano y col., 2017b).

Investigadores de otros grupos también han llevado a cabo estudios in vitro con interesantes
resultados. Los efectos neuroprotectores del acido evérnico fueron corroborados en un modelo
de la enfermedad de Parkinson inducido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP) en
cultivo primario de neuronas, reduciendo la disfunciéon mitocondrial, el estrés oxidativo y la
activacién de la microglia (Lee y col., 2021). Otros compuestos liquénicos, como el acido
isolecanorico también se evaluaron en modelos in vitro de la enfermedad de Parkinson y de la
esclerosis lateral amiotréfica inducidos respectivamente por rotenona y L-BMAA en células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, observandose reduccion de la disfuncion mitocondrial, del
estrés oxidativo y del estado apoptdtico, asi como inhibiciéon de las proteinas GSK3p y caseina

quinasa 1 (CK1) (de Pedro y col., 2016)

Mapari y colaboradores (2021) demostraron la capacidad neuroprotectora en modelos de
estrés oxidativo en células de neuroblastoma de ratén (N2a) de los compuestos acido
protocetrarico, acido lecandrico y zeorina aislados de las especies de liquenes Flavoparmelia
caperata (L.) Hale, Flavopunctelia flaventior (Stirt.) Hale y Heterodermia leucomelos (L.) Poelt asi como
su actividad inhibitoria de las enzimas AChE y BuChE, destacando el triterpeno zeorina (Mapari
y col,, 2021). Ademas, la biruloquinona, aislada del liquen Cladonia macilenta Hoffm, mostro
efectos multidiana frente a la enfermedad del Alzheimer al reducir el dafio oxidativo inducido
por perdxido de hidrdgeno y por el péptido B-amiloide en modelos de cultivos de células de
feocromocitoma adrenal de rata (PC12) asi como inhibir la actividad de la enzima AChE (ICs0=27,1
pug/mL) (Luo y col., 2013). Asimismo, Reddy y colaboradores (2016) estudiaron el caracter
neuroprotector de la depsidona acido fisodico y de los dépsidos atranorina y acido perlatolico al
presentar actividad neurogénica y neurotrofica en células de neuroblastoma de ratén Neuro2A
(modelo in vitro) y en cultivos primarios de hipocampo de ratén (modelo ex vivo) mediante la

modulacion de la expresion génica de BDNF Y NGF (Reddy y col., 2016).

82



Introduccion

Studzinska-Sroka y colaboradores (2021) enfocaron el estudio neuroprotector de los
liquenes frente a una de las neoplasias cerebrales mas dificiles de tratar, el glioblastoma
multiforme demostrando que los acidos tisnico, evérnico y fisddico presentan citotoxicidad frente
a dos lineas celulares de glioblastoma humano A-172 y T98G, mejorando el estado inflamatorio
y el estado de inmunosupresién mediante la inhibiciéon de las enzimas IDO1, COX-2 e
hialorunidasa. Ademas, mediante la metodologia PAMPA para la prediccion del paso a través de
la barrera hematoencefalica (PAMPA-BHE) comprobaron que estos compuestos eran capaces de

atravesarla (Studzinska-Sroka y col., 2021a; Studzinska-Sroka y col., 2021b.).

Por ultimo, en los ultimos afios también se ha estudiado el papel neuroprotector de los
liquenes empleando modelos in vivo. El 4cido tisnico ha sido estudiado en un modelo de la
enfermedad de Parkinson en ratones inducido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina
(MPTP), demostrando actividad antiinflamatoria a través de la inhibicion de NF-«kB (Lee y col,,
2020). Asimismo, este dibenzofurano demostrd efectos neuroprotectores en un modelo de la
enfermedad de Alzheimer inducido por el péptido APi4 en ratones, reduciendo el estrés
oxidativo, la inflamacién, y mejorando el aprendizaje y memoria (Cazarin y col., 2020). Este
compuesto también ha sido estudiado en modelos de dafio cerebral de rata causado por isquemia,
mejorando la memoria espacial, disminuyendo la actividad antiapoptoética, el desbalance redox
(reduciendo los niveles de peroxidacion lipidica y aumentando la actividad del sistema
antioxidante enddgeno) y el proceso inflamatorio (Erfani y col., 2020). Finalmente, el dépsido
acido evérnico también ha sido estudiado en el modelo de la enfermedad de Parkinson antes
comentado en ratones C57BL/6, reduciendo la disfunciéon motora y la pérdida neuronal

dopaminérgica y la neuroinflamacion (Lee y col., 2021).

El estudio de la actividad neuroprotectora de los liquenes contintia avanzando. Asimismo,
cabe destacar que solamente se han estudiado un niimero de moléculas limitadas de entre los
mas de mil metabolitos secundarios liquénicos identificados hasta el momento, existiendo un
importante potencial para el descubrimiento de nuevas moléculas con interesantes actividades

farmacoldgicas.
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Existe evidencia sobre la capacidad de los productos naturales para ejercer un efecto
neuroprotector a través de diferentes mecanismos, en estudios llevados a cabo en distintos
modelos experimentales de enfermedades neurodegenerativas. Los compuestos liquénicos
tienen estructuras privilegiadas que les otorgan propiedades antioxidantes,
neuroregeneradoras e inhibidoras enzimaticas; sin embargo, su capacidad neuroprotectora ha
sido escasamente investigada. Teniendo en cuenta esta hipotesis, el objetivo general de la
presente Tesis Doctoral es evaluar la actividad neuroprotectora de los extractos liquénicos y
metabolitos secundarios de especies del clado cetrarioide, determinando su efecto sobre los

diversos mecanismos implicados en enfermedades neurodegenerativas.
Para ello, se establecen los siguientes objetivos especificos:

Revisar el estado actual del conocimiento sobre las actividades farmacoldgicas de los principales
grupos de metabolitos secundarios presentes en los liquenes, que nos permita abordar en
profundidad el estudio de su actividad neuroprotectora.
Realizar un cribado o screening farmacologico para seleccionar los géneros mas activos del clado
cetrarioide basandonos en sus propiedades antioxidantes e inhibidoras de enzimas.
Caracterizar desde el punto de vista fitoquimico los extractos liquénicos mas activos mediante
HPLC, identificando sus metabolitos secundarios, potenciales responsables de su actividad
terapéutica.
Estudiar la capacidad de inhibicién in vitro de extractos liquénicos del clado cetrarioide y de sus
metabolitos secundarios frente a las enzimas colinesterasas en modelos in silico mediante
estudios de acoplamiento o Docking molecular y en un modelo in vitro de cultivo celular de
neuronas.
Evaluar la actividad protectora de los extractos liquénicos del clado cetrarioide seleccionados
en un modelo experimental de estrés oxidativo neuronal y profundizar en sus mecanismos de
accion, con el fin de identificar la especie mas activa.
Estudiar la actividad neuroprotectora del metabolito/s secundario/s liquénico mas activo,
responsable de la actividad del liquen.
Para ello, se establecen tres objetivos concretos:

a. Evaluar la actividad protectora y los mecanismos implicados en la misma en un

modelo experimental de estrés oxidativo neuronal.
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Hipdtesis y objetivos

Determinar sus propiedades neurorestaurativas analizando biomarcadores
neuronales propios de los procesos de sinaptogénesis, crecimiento axonal,
diferenciacidon y neurogénesis.

Predecir el paso a través de la BHE en modelos celulares in vitro, asi como sus

propiedades farmacocinéticas ADMET in silico mediante estudios computacionales.
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ABSTRACT

Depsidones are some of the most abundant secondary me-
tabolites produced by lichens. These compounds have
aroused great pharmacological interest due to their activities
as antioxidants, antimicrobial, and cytotoxic agents. Hence,
this paper aims to provide up-to-date knowledge including
an overview of the potential biological interest of lichen dep-
sidones. So far, the most studied depsidones are fumarproto-
cetraric acid, lobaric acid, norstictic acid, physodic acid, sala-
zinic acid, and stictic acid. Their pharmacological activities
have been mainly investigated in in vitro studies and, to a
lesser extent, in in vivo studies. No clinical trials have been per-
formed yet. Depsidones are promising cytotoxic agents that
act against different cell lines of animal and human origin.
Moreover, these compounds have shown antimicrobial activ-
ity against both Gram-positive and Gram-negative bacteria
and fungi, mainly Candida spp. Furthermore, depsidones have
antioxidant properties as revealed in oxidative stress in vitro
and in vivo models. Future research should be focused on fur-
ther investigating the mechanism of action of depsidones and
in evaluating new potential actions as well as other depsi-
dones that have not been studied yet from a pharmacological
perspective. Likewise, more in vivo studies are prerequisite,
and clinical trials for the most promising depsidones are en-
couraged.

Introduction

Lichens are a unique symbiosis between a fungus belonging to
Ascomycota and Basidiomycota phylum (mycobiont) and a chlo-
rophyll-containing partner (photobiont), which is an alga or a cya-
nobacterium. Moreover, recent studies have identified specific
bacterial microbiomes as the third component of lichen [1,2].
Lichens have been traditionally used for their medicinal value as
healing (i.e., Heterodermia diademata [Taylor] D.D. Awasthi) and
cold (i.e., Everniastrum cirrhatum [Fr.] Hale ex Sipman.), for their
culinary value for preparing tea, curry, soup, pickle, and sausages
(i.e., Everniastrum nepalense [Taylor] Hale ex Sipman; Cladonia ran-
giferina [L.] Weber ex F.H. Wigg.), and for their ritual, spiritual,
and aesthetic values (i.e., Thamnolia vermicularis [Sw.] Ach. ex
Schaer.) [3-5].

Lichens produce unique and diverse secondary metabolites. So
far, over 1000 compounds have been identified, including depsi-

dones, depsides, dibenzofurans, and xanthones, which are syn-
thesized via the acetate-malonate pathway, pulvinic acid deriva-
tives formed in the shikimic acid pathway, and terpenes and ste-
roids via the mevalonic acid pathway. The amount of these sec-
ondary metabolites may vary from 0.1% to 30% of the dry weight
of the thallus, and they are deposited in both the cortex and the
medullary layers. Hence, depsides and dibenzofurans, such as
usnic acid (major) and atranorin (trace) in Flavoparmelia caperata
L. (Hale) and atranorin and chloroatranorin in Hypogymnia physo-
des (L.) Nyl., are found in the cortex, whereas depsidones, such as
physodic acid, 3-hydroxyphysodic acid, and physodalic acid as
major compounds in H. physodes (L.) Nyl., norstictic acid in Parmo-
trema perforatum (Jacq.) A. Massal., and salazinic acid (major) and
consalazinic acids (minor) in Parmelia saxatilis (L.) Ach., are found
in the medullary layer [6-9]. These secondary metabolites play a
key role in chemotaxonomy and systematics [6]. Moreover, they
exert diverse biological functions including protection against
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ABBREVIATIONS

8-OH-dG 8-Ox0-2'-deoxyguanosine

Axin2 axis inhibition protein 2

Bax Bcl-2 associated X-protein

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BDNF brain-derived neurotrophic factor

(€0),¢ cyclooxygenase

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrilhidrazil

Fabz 3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein]
dehydratase

FAS fatty acid biosynthesis

GSH reduced glutathione

HGF hepatocyte growth factor

Hsp70 70 kD heat shock proteins

HSV herpes simplex virus

IL-1 interleukin-1

JAK|STAT janus kinase/signal transducers and
activators of transcription

LPS lipopolysaccharide

MAPK mitogen-activated protein kinases

MIC minimum inhibitory concentration

MMP7 matrix metalloproteinase-7

MPP1 M-Phase Phosphoprotein 1

MRSA methicillin-resistant Staphylococcus aureus

NF-kpB nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells

NGF nerve growth factor

NLRP3 NOD-, LRR- and pyrin domain-containing
protein 3

NOS nitric oxide synthase

Nrf2 nuclear factor E2-related factor 2

nsP1 nonstructural protein 1

ORAC oxygen radical absorbance capacity

PAR2 proteinase-activated receptor-2

PARP poly (ADP-ribose) polymerase

PF-UVA protection Factor-ultraviolet A

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase

PKS polyketide synthase

Plk1 polo-like kinase-1

PTP1B protein tyrosine phosphatase 1B

RNS reactive nitrogen species

ROS reactive oxygen species

SLIGKV-NH; Ser-Leu-lle-Gly-Lys-Val-amide

SOR scavenging superoxide radicals

TNF-a tumor necrosis factor- a

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand

Trp-P-2 tryptophan pyrolysis product-2

pathogens, herbivores, and UV irradiation [7]. Furthermore, these
secondary metabolites of lichens arouse great pharmacological
interest due to their activities, mainly as antioxidants, antimicro-
bials, and cytotoxic agents [10-12].

Some of the most abundant groups of secondary metabolites
in lichens are depsidones (around 100) [13]. Structurally, depsi-

» Fig. 1 General structure of depsidones.

dones consist of a polycyclic system linked through an ether
group and an ester group, giving the rigid 11H-dibenzo[b,e][1,4]
dioxepin-11-one ring (> Fig. 1) [14-16]. The biosynthesis of dep-
sidones occurs via the acetate-malonate pathway, with acetyl-
Coenzyme A as the precursor and PKS as the responsible enzyme
(» Fig. 2) [17]. Several bioactive depsidones such as stictic acid,
salazinic acid, and psomoric acid have been identified [18-20].
The chemical structures of different depsidones of lichens are de-
picted in » Fig. 3.

This paper aims to provide up-to-date knowledge and an over-
view of the biological interest of lichen depsidones. This review in-
cludes pharmacological information for those depsidones that
have been investigated with potential bioactivity. Original papers
published in English in PubMed/Medline and Scholar Google with-
out date restriction were included. Those articles with lichen ex-
tracts rich in depsidones were excluded from this review. It is im-
portant to emphasize that more depsidones have been identified,
such as notatic acid, nortotatic acid, and diploicin, but their phar-
macological activities have not been investigated yet.

Chemistry and Biochemical Origin

The depsidones and the majority of other secondary metabolites
in lichens are produced by lichen-forming fungi and are deposited
on the outer surface of the hyphal cell walls in the medullary layer
of the lichen thallus (> Fig. 4) [21]. The interactions between the
mycobiont and photobiont affect the production of secondary
metabolites in lichens. For example, several studies have shown
that mycobionts within the lichen thallus produce a variety of sec-
ondary metabolites in contrast with axenic mycobiont cultures
[22-24]. The production of secondary metabolites in the lichen
thallus has also been found to be affected by environmental fac-
tors (i.e., UV-radiation, climatic conditions, habitats, and presence
of non-photosynthetic bacteria and other fungi in lichen thallus)
[25-30].

Depsidones consist of 2 or rarely 3 aromatic rings joined by es-
ter linkages and an ether linkage between the rings. The rings are
based on the structure of orsellinic acid. Depsidones are grouped
in an orcinol or B-orcinol series, depending on the presence of a
CHs on the C3 carbon of their rings (> Fig. 1) [31-33].

Acetate and malonate units are condensed to form orsellinic
acid or B-orsellinic acid that is a precursor for the biosynthesis of
several secondary metabolites in lichens and fungi in general
(» Fig. 2). Depsides are produced by the condensation of 2 or
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more hydroxybenzoic acids through which the carboxyl group of 1
molecule is esterified with a phenolic hydroxyl group of a second
molecule. Depsides are precursors for the biosynthesis of depsi-
dones [34]. It is widely accepted that the depsidones are formed
from depsides by a loss of hydrogen in an oxidative cyclization
process (> Fig. 2) [35,36]. Several depside-depsidone pairs are
found in lichens, for example, Pseudevernia furfuracea contains
the depside-depsidone pair (i.e., olivetoric acid and physodic acid)
[37]. O-methylation (methylation of oxygen) is a common process
and the cause of chemical variation in depsidones in lichens [36].
However, from chemical synthesis producing high yields of several

HO OH
\@/
N
X R
Orcinol derivatives
CH; ©
(o} OH
1l
HO OH =\
R
Ry

l

HO (o) \ \/
R

depsidones, it is proposed that depsidones are biosynthesized in
4 steps: by hydroxylation, acyl group migration, Smiles rearrange-
ment, and esterification [38].

Both the depside and depsidones are products of a nonreduc-
ing PKS encoded in the genome of the mycobiont [26,39]. There-
fore, the phylogenetic studies of PKS domains, sequencing of
complete PKS gene clusters, and the availability of whole-genome
sequence data have enabled a more detailed study of the biosyn-
thetic origin of the nonreducing polyketides in lichens [40-44].

Urefia-Vacas | et al. Lichen Depsidones with... Planta Med 2022; 88: 855-880 | © 2021. Thieme. All rights reserved. 857

Downloaded by: Complutense University of Madrid. Copyrighted material.



@ Thieme

HO

HO 0

a-alectoronic acid

Q
(o]
HO
O
HO o} }
a-Collatolic acid
[8]
L)
HO
O
Q
OH OH
Cryptostictic acid

HO 6]

Ceratinalone

(o]
0
HO
OH
(o]
OH H
Connorstictic acid
Q
Q
HO.
(8]
(0] —

8’-0-ethylstictic

» Fig. 3 Chemical structure of different depsidones of lichens.

858

Urefia-Vacas | et al. Lichen Depsidones with... Planta Med 2022; 88: 855-880 | © 2021. Thieme. All rights reserved.

HO

HO

o 5

Conhypoprotocetraric

(0]
HO H
HO OH
Constictic acid
(o]
NA
Ccl
~o0
|
Flavicansone
continued

Downloaded by: Complutense University of Madrid. Copyrighted material.



Urefia-Vacas | et al. Lichen Depsidones with...

OH

OH

Fumarprotocetraric acid

o
o
HO
o H
)
H
Hypoprotocetraric
Q
o]
HO
O
Q —
H
o)

o]
o]
\
(o]
H
HO OH

Peristictic acid

» Fig. 3 Continued

(o]
o]
Cl
o]
/
H
o] C
/
Gangaleoidin
o]
o]
\
HO OH
Hypostictic acid
o]
OH
o]
H
HO OH
Norstictic acid
o]
. 4
0]
OH
O OH

Physodalic acid

Planta Med 2022; 88: 855-880 | © 2021. Thieme. All rights reserved.

Cl

3-hydroxyphysodic acid

0o
o OH
Lobaric acid
(o]
O,
Po,
H H
Pannarin
Q
o]
(8]
H

Physodic acid

OH

859

Downloaded by: Complutense University of Madrid. Copyrighted material.



@ Thieme

Protocetraric acid

Psoromic acid

o
o) o o
s
o} OH
o)
HO : o
o}
H H OH

HO OH

Salazinic acid

o
(]
OH O\
(0]
H cl |
HO OH
H
Stictic acid Variolaric acid Vicanicin

» Fig. 3 Continued

Molecular Mechanism of Action
of Lichen Depsidones

Little is known about the molecular mechanisms through which
depsidones exhibit their activities. This review presents some ex-
amples; however, further studies are needed to elucidate the di-
verse properties of this group of secondary metabolites in lichens.

One of the most investigated activities in lichens is their anti-
oxidant activity. Depsidones have been demonstrated to act as
antioxidants by directly scavenging ROS and RNS and by modulat-
ing redox enzyme activity and expression (i.e., superoxide dismu-
tase and catalase) and transcription factors expression (i.e., Nrf2)
[45]. Depsidones can incorporate into cellular lipid microdomains
that make them more efficient as antioxidants than other lichen
secondary metabolites [46].

Depsidones have also shown cytotoxic activity against diverse
cancer cell lines (i.e., melanoma, breast, and colon). These bioac-
tive compounds exert cytotoxic effects through diverse signaling
pathways. Hence, depsidones can attenuate cell tumor growth by
acting as selective inhibitors of PIk1 activity. Plk1 is a serine/threo-
nine kinase that is overexpressed in human tumors, and it is re-
lated to invasive potential and lower cancer-related survival [47].
In addition, depsidones also directly target antiapoptotic Bcl-2
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Algal layer

Medulla

> Fig. 4 Cross-section of lichen thallus showing cortical and
medullary hyphae.
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family proteins [48]. High expression of antiapoptotic Bcl-2 family
proteins (i.e., Bcl-2) contributes to the expansion of malignant
cells and reduces the therapeutic efficacy of cytotoxic drugs [49].
Moreover, these secondary metabolites are promising cytotoxic
agents via oxidative stress induction; the overproduction of ROS
disrupts redox homeostasis and leads to severe structural and
functional injury in cancer cells [50]. Furthermore, depsidones in-
hibit lipoxygenases, which are involved in cell viability and prolif-
eration, and migration, invasion, and metastasis of cancer cells
[51]. Besides, depsidones can suppress carcinomas by targeting
the HGF-c-Met signaling pathway [52]. c-Met is a receptor tyro-
sine kinase, and HGF is the ligand for this receptor. Dysregulation
of the HGF-c-Met signaling pathway promotes tumor progression
and metastasis by stimulating different signaling pathways as JAK/
STAT and PI3K/AKT [53]. Finally, other depsidones act as cytotoxic
agents by targeting the aberrant Wnt/B-catenin signaling [20].

Depsidones have also antimicrobial properties against Gram-
positive bacteria, Gram-negative bacteria, and fungi. Particularly,
some depsidones are RecA inhibitors, which potentiate bacterici-
dal activity and reduce antibiotic resistance [54]. Moreover, depsi-
dones have also targeted the B-hydroxyacyl-acyl carrier protein
FabZ of the bacterial system for FAS [55]. Furthermore, depsi-
dones have proven to be promising antiviral agents against alpha-
viruses via nsP1 GTP binding and guanylation inhibition. These
RNA viruses need a 5’cap structure in whose formation viral pro-
tein nsP1 participates and which is necessary to avoid viral RNA
degradation [56].

Other depsidones are reported for pharmacological inhibition
of protein tyrosine phosphatase 1B (involved in insulin resistance)
[57]. Moreover, these compounds act in other signal transduction
pathways such as epidermal growth factor receptor, integrin sig-
naling pathways, and cell cycle requlation [58]. Furthermore, they
have anti-inflammatory properties by inhibiting cytokine expres-
sion and NO production through NF-kB/MAPK and inflammasome
NLRP3 pathways [59, 60].

Pharmacological Activity of Lichen Depsidones

Pharmacological activities of lichen depsidones are summarized in
> Table 1.

Alectoronic acid

Alectoronic acid has been shown to have cytotoxic activity against
the B16 murine melanoma cell line. It reduced cancer cell viability
with a higher potency than the reference compound cisplatin
(ICsp of 10.3 uM for alectoronic acid and 1Csg of 30.3 uM for cispla-
tin) [61].

Collatolic acid

Collatolic acid showed antimicrobial properties against methicil-
lin-resistant clinical isolates strains of Staphylococcus aureus with
an MICgq value of 128 pug/mL. Moreover, combinations of collatolic
acid and gentamicin led to a synergistic antimicrobial effect,
whereas antagonism occurred when collatolic acid and levofloxa-
cin were associated [62]. Additional antimicrobial action against
Escherichia coli RecA protein has been reported for collatolic acid.
This compound exhibited a percentage of RecA inhibition of

103.4%, and it acted as a noncompetitive inhibitor for ATP binding
site [63].

Fumarprotocetraric acid

Fumarprotocetraric acid has been mainly investigated for its anti-
microbial properties. Hence, this compound showed antimicro-
bial action against Gram-positive bacteria (especially Bacillus
cereus and Bacillus subtilis with MIC values of 4.6 ug/mL), Gram-
negative bacteria (especially, Listeria monocytogenes with MIC val-
ue of 4.6 ug/mL), and fungi (Candida albicans and Candida glabrata
with MIC values of 18.7 ug/mL) in the disk diffusion method [64].
In another study, this depsidone was more active against bacteria
than fungi, and its action against Klebsiella pneumoniae (MIC value
of 0.031 mg/mL) was particularly remarkable [65]. However, fu-
marprotocetraric acid has resulted to be ineffective towards MRSA
strains [66]. Apart from its antibacterial activity, fumarprotocetra-
ric acid showed antitrypanosomal activity against Trypanosoma
brucei brucei [67].

In addition to antimicrobial properties, fumarprotocetraric
acid is a promising antioxidant compound. The neuroprotection
exerted in neuroblastoma and astrocytoma cell lines by fumarpro-
tocetraric acid has been related to its ability to reduce ROS forma-
tion, lipid peroxidation, and GSH depletion [68]. Moreover, fumar-
protocetraric acid demonstrated in vivo expectorant and antioxi-
dant properties in an albino Swiss mice model at 25 and 50 mg/
kg as evidenced in an increase of excretions and a reduction of
lipid peroxidation in lung tissue [69].

Finally, fumarprotocetraric acid did not show photoprotective
properties (SPF value [1.91] and PF-UVA value [1.75]) [70].

3-Hydroxyphysodic acid

This compound induced cytotoxicity against rat thymocytes and
diminished their proliferation via antioxidant/oxidant imbalance
[71]. In addition, 3-hydroxyphysodic showed antimicrobial activ-
ities. It acted as a larvicidal agent against second and third instar
larvae of the mosquito Culiseta longiareolata (LCsoy values
0.97 ppm) as well as antibacterial and antifungal agent with MIC
values from 0.08 to 2.57 mM against B. cereus, E. coli, L. mono-
cytogenes, Salmonella typhimurium, S. aureus, and C. albicans [72,
73].

Lobaric acid

The in vitro cytotoxic activity of lobaric acid has been tested in
many different cancer cell lines such as human breast adenocarci-
noma MCF-7 cells, human colon carcinoma HCT-116 cells, and
human malignant glioma U87MG cells [48,50,74-77]. Lobaric
acid effectively reduced cancer cell viability and proliferation,
targeting the anti-apoptotic Bcl-2 protein and the cleaved form
of the PARP [48]. This depsidone also exerted cytotoxic action via
oxidative stress induction as evidenced in high levels of 8-OH-dG
(DNA damage) [50]. Further, lobaric acid reduced cancer cell
growth through the inhibition of 5-lipoxygenase and 12-lipoxy-
genase [74,75,77]. Furthermore, this compound inhibited the
polymerization of tubulin in a concentration-dependent manner,
and this activity is structurally related to hydroxyl groups at C-1’
and C-2' and carboxylic acid [78]. Finally, lobaric acid also
inhibited mitochondrial thioredoxin reductase in rat lungs [79].
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Lobaric acid showed high inhibition of PTP1B with an I1Csq value of
0.87 uM [80,81]. Tyrosine phosphatase protein is overexpressed
in insulin-resistant states [80]. Indeed, Klaman et al. showed that
PTP-1B regulates energy balance, insulin sensitivity, and body fat
stores in in vivo studies [58].

Lobaric acid could inhibit inflammation in LPS-activated mac-
rophages through regulation of NF-kB/MAPK pathways, NLRP3 in-
flammasome activation, proinflammatory cytokines suppression
(TNF-a, IL-1, IL-6, and IL-18), and NO production inhibition [59,
60]. Moreover, lobaric acid reduced IL-8 expression and targeted
PAR2 in an in vitro SLIGKV-NH,-induced atopic dermatitis model in
HaCaT keratinocytes [82]. Additionally, lobaric acid exerted anti-
inflammatory activity by inhibiting NF-kB and MAPK signaling
pathways in TNF-a-stimulated mouse vascular smooth muscle
cells [83]. Furthermore, lobaric acid turned out to be a potent
arachidonate-5-lipoxygenase inhibitor (ICsq value of 7.3 uM) [84].

Lobaric acid also showed antimicrobial activity against bacteria
and viruses. Thus, this depsidone inhibited RecA from E. coli by
noncompetitively binding the ATP site [63]. While it showed
moderate activity against Mycobacterium aurum [85], the activity
against methicillin-resistant clinical isolates strains of S. aureus
with an MICgq value of 64 ug/mL was good [62]. Moreover, lobaric
acid showed anti-alphaviral activity against Chikungunya virus via
NsP1 GTP binding and guanylation inhibition in hamster BHK21
and human Huh 7 cell lines [56]. Furthermore, binding studies of
Nsp1 from SARS-CoV-2, a nonstructural protein 1 related to viral
processes as viral replication and translation regulation, showed
greater binding affinities with lobaric acid [86].

Other assayed activities were its antioxidant activity (super-
oxide radical scavenging action with ICsg value of 97.9 pmol) [87]
and muscle relaxant as evidenced in the reduction of spontaneous
muscle contractile activity in guinea-pig taenia coli [88].

Norstictic acid

The cytotoxic and antitumor role of norstictic acid has been
evaluated in diverse in vitro (using different cancer cell lines) and
in vivo models. Therefore, this compound has been shown to be
effective for breast cancer treatment and prevention by targeting
the c-Met signaling pathway and by suppressing the MDA-
MB-231/GFP tumor growth in mammary cancer cells and breast
cancer xenograft models in athymic nude mice [52]. Moreover,
norstictic acid exerted a noticeable cytotoxic effect against differ-
ent human melanoma cell lines (FemX, UACC-62, and B16-F10)
[89,90] by increasing apoptotic cells in the sub-G1 phase [89].
Contrary, other studies reported that norstictic acid was not cyto-
toxic for melanocyte cells [91].

Concerning its antimicrobial activity, norstictic acid showed
low to moderate antibacterial and antifungal action against a wide
range of Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria, and
fungi [63,90,92,93]. For instance, norstictic acid inhibited Myco-
bacterium tuberculosis growth with a MIC value of 62.5 ug/mL [93]
and E. coli with a value of 18.2% [63].

Norstictic acid has also been shown to be a promising antioxi-
dant agent against superoxide anion. On the other hand, its DPPH
radical scavenging activity is not entirely clear, since its activity is
contradictory in published works [90,91].

Pannarin

Pannarin was able to inhibit the growth of the human melanoma
M14 cell line and the human prostatic epithelial DU-145 cell line.
Its cytotoxic activity has been related to oxidative stress induction
as evidenced in ROS overproduction and DNA fragmentation [94,
95]. Moreover, pannarin showed cytotoxic activity against blood
cells through a mechanism of hemolysis [96, 97].

Regarding antimicrobial activity, pannarin acted as bactericidal
against methicillin-resistant S. aureus, and it also had a low ca-
pacity to inhibit E. coli RecA protein [63,97]. Moreover, pannarin
was effective as an antiparasitic agent against promastigote forms
of Leishmania spp [98].

Pannarin also showed antioxidant properties as evidenced in its
superoxide radical scavenging capacity and NO-induced DNA
damage [95], and it has photoprotector capacity (35.2%) [99].

Physodic acid

There are several studies on the cytotoxic activity of physodic acid
against different cancer and nontumorigenic cell lines from di-
verse origins (human or animal). Against A375 melanoma cancer
cell line, physodic acid exhibited good cytotoxicity via apoptosis
with a concentration-response relationship (range 6.25-50 uM),
showing inhibition of Hsp70 expression [100]. Other studies on
FemX and LS174 cell lines revealed significant cytotoxic activity
(ICsg value of 19.52 ug/mL for FemX, 1Csq value of 17.89 pg/mL
for LS174) with moderate proapoptotic activity. The number of
cells in the sub-G1 phase increased, and the number of cells in
the S phase and G2/M phase was lower, indicating a GO/G1 cell
cycle arrest [101]. Moreover, physodic acid was cytotoxic on dif-
ferent breast cancer cell lines (MDA-MB-231, MCF-7, and T-47D)
with ICsg values that ranged from 46.0 to 93.9 uM [102]. Physodic
acid displayed weak cytotoxic activity on human U87MG-GBM cell
lines and primary rat cerebral cortex (PRCC) cells (ICsq value of
698.19 mg/mL for PRCC cells and ICsq value of 410.72 mg/mlL for
U87MG cells) [103]. Moreover, physodic acid reduced thymocyte
proliferation-induced cytotoxicity via oxidative stress mainly
through ROS production [71]. On lymphocytes, this depsidone
significantly decreased micronucleus frequency (28.2%) com-
pared to the positive control [104]. Furthermore, this compound
proved to significantly reduce human cancer Hela cell viability
(ICso [24 h] value of 171 pg/mL and ICsg [72 h] value of 63 g/
mL) [105]. In another study, Talapatra et al. concluded that physo-
dic acid was a weak cancer cell inhibitor (ECsq values = 30 uM) on
multiple cancer cell lines (human colon cancer HTC116 cell line,
human leukemic K562 cell line, bladder cancer J82 and UM-UC-3
cell lines, and human primary pancreatic adenocarcinoma BxPC-3
cell line) [106]. Physodic acid was studied as a modulator of B-ca-
tenin-dependent transcription on colorectal cancer (HCT116 and
DLD-1). B-catenin transcription is related to cell survival and pro-
liferation. Physodic acid reduced Axin2 (S-catenin target gene) ex-
pression (especially in HCT116 cells) and decreased survivin and
MMP7 expression [20]. Also, this depsidone was probed as an in-
hibitor of MPP1, essential for the cytokinesis process, indicating
noncompetitive ATP binding in in silico studies [106].
Antimicrobial activity was also examined in bacteria and fungi.
Physodic acid had strong inhibitory capacity especially against
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B. subtilis and B. mycoides with MIC values of 0.0008 and
0.0016 mg/mlL, respectively [101].

In addition to cytotoxic and antimicrobial properties, in vitro
and in silico models showed the anti-inflammatory activity of
physodic acid. Virtual screening evaluation revealed that this dep-
sidone inhibits microsomal prostaglandin E2 synthase-1 [107].
Determination of mPGES-1 inhibition was performed using a mi-
crosomal fraction of IL-1f3-stimulated A549 cells (IC5o=0.43 uM)
[107].

Physodic acid was also investigated as an antioxidant agent,
showing high DPPH radical scavenging activity (ICso value of
69.11 ug/mL), high SOR scavenging activity (ICso value of
118.17 ug/mL), and high reducing power [101]. Lower concentra-
tions of physodic acid tested in cultured human amnion fibro-
blasts (<50 mg/L) and cultured human lymphocytes (0.5-10 mg/
L) showed antioxidant capacities [108,109].

Moreover, physodic acid showed neuroprotective properties,
exhibiting neurotrophic and neurogenic activity via modulation
of gene expression of BDNF and NGF in ex vivo (murine hippocam-
pal primary cultures) and in vivo (murine neuroblastoma Neuro2A
cells) assays [110].

Physodalic acid

Cytotoxic activity of physodalic acid is also described. However,
compared to physodic acid, physodalic presented weaker activity.
Physodalic acid demonstrated a weak reduction of viability (ICsg
[24 h] value of 964 ug/mL and ICsq [72 h] value of 283 pg/mL) on
human cancer Hela cell lines [105].

This compound also diminished the proliferation of thymo-
cytes inducing cytotoxicity via ROS production. Physodalic acid re-
duced the frequency of micronucleus (30.3%) on lymphocytes
[71,704].

Despite being reported as mutagenic in S. typhimurium TA 100
[83], physodalic acid inhibited the mutagenicity of a heterocyclic
amine, Trp-P-2, in S. typhimurium TA 98 [111].

Protocetraric acid

Most of the studies on protocetraric acid referred to its antimicro-
bial activity. Particularly, this depsidone inhibited pathogenic
bacteria growth such as S. aureus (MIC value of 12.5ug/mL),
M. tuberculosis (MIC value of 125 ug/mL), S. typhi (MIC value of
0.5mg/mL), K. pneumoniae (MIC value of 1 mg/mL), and B. my-
coides, B. subtilis, and S. aureus (MIC value of 0.015mg/mL) [19,
93,112,113]. Moreover, protocetraric acid revealed a marked
antifungal activity against T. rubrum (MIC value of 1mg/mL),
C. albicans, and C. glabrata (MIC value of 3.9 pg/ul) [92,112]. Fur-
thermore, protocetraric acid showed trypanocidal activity against
T. brucei brucei with a MIC value of 6.30 uM [67].

Protocetraric acid also demonstrated cytotoxic activity against
melanomas cell lines (ICsq values of 0.52 pg/mL for UACC-62 cells
and 58.68 ug/mL for FemX cells) and colon carcinoma cell line
(ICsq value of 60.18 ug/mL for LS174 cells) [19, 89].

This depsidone had also an effective antioxidant action as evi-
denced in DPPH and superoxide anions radical scavenging activity
[19].

Psoromic acid

Psoromic acid presented an inhibitory effect against melanoma
cell lines (UACC-62 and B16-F10) and primary cultures of rat hepa-
tocytes [18,89]. The cytotoxic activity of psomoric acid was re-
lated to its capacity to induce an apoptotic response and to inhibit
splicing and Rab GTPase [18,114,115].

Psoromic acid was also of interest as an antiviral agent, as it
blocked HSV-1 and HSV-2 replication and DNA synthesis [116].
Moreover, this depsidone reduced bacterial growth of Streptococ-
cus gordonii (MIC value of 11.72 ug/mL), Porphyromonas gingivalis
(MIC value of 5.86ug/mL), and M. tuberculosis strains (3.2-
4.1 uM) [116-118]. Furthermore, psoromic acid acts as an inhib-
itor of Plasmodium liver stages targeting the plasmodial FAS-II
pathway [119]. In vivo studies determined that psoromic acid
was hepatotoxic in fabp10a: DsRed2 zebrafish larvae (240%)
[119].

Using different in vitro antioxidant assays, Behera et al. re-
vealed that psomoric acid had moderate to strong antioxidant ac-
tivity [120].

Salazinic acid

Salazinic acid displayed cytotoxic activity against colorectal can-
cer cell lines (HCT116, DLD-1, and LS174), melanoma cancer cell
lines (FemX), and primary cultures of rat hepatocytes by inducing
apoptosis and cell cycle arrest [18-20].

Considering its antimicrobial activity, salazinic acid inhibited
B. mycoides and B. subtilis growth with a MIC value of 0.0008 ug/
m and B. cereus with a MIC value of 63 ug/mL [19,121]. However,
this depsidone was ineffective as an E. coli Rec A protein inhibitor
[63]. Moreover, salazinic acid showed moderate antifungal activ-
ity against Fusarium udum (ICsq value of 88.20 ug/mL) [122]. Fur-
thermore, this compound promoted growth effects on probiotic
bacteria Lactobacillus casei [123].

Salazinic acid has also turned out to be interesting as an anti-
oxidant compound as revealed in different in vitro assays (DPPH
assay, SOR assay, ORAC assay) [19,70,123,124] Because of its
antioxidant properties, this depsidone increased cell viability and
reduced ROS production in a hydrogen peroxide-induced oxida-
tive stress model in the human U373 MG astrocytoma cell line
[124]. Moreover, salazinic acid proved to protect against UVA sun-
rays (PF-UVA >2) [70].

Another property attributed to salazinic action is its ability to
heal wounds on HaCaT keratinocytes [125].

Stictic acid

Stictic acid has been investigated for its antioxidant, antimicro-
bial, and cytotoxic properties. This promising compound showed
antioxidant activity in diverse in vitro test models. Despite its low
DPPH radical scavenging activity (less than 10%), stictic acid ex-
hibited moderate ORAC values (2.32 umolTE/mg), high SOR scav-
enging activity (ICsq value of 35uM), and good hydroxyl radical
scavenging activity (7.63 Trolox equivalents) [91,124,126]. Fur-
thermore, in hydrogen peroxide-induced oxidative stress condi-
tions, this depsidone protected human U373 MG astrocytoma cell
line at 5, 10, and 25 g/mL concentrations via inhibition of ROS
production [124]. These findings showed that stictic acid may be
a potential neuroprotective compound.
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On the other hand, cytotoxicity evaluation on murine melano-
cytes B16 cells and human HaCaT keratinocyte cell lines showed
no safety; therefore, its possible cosmetic use was dismissed [91].

Enzymes involved in fatty acid biosynthesis processes such as
FabZ are excellent targets for developing broad-spectrum anti-
biotics. Differences between FAS systems (bacterial and human)
imply that the inhibition process does not interfere with the host.
Stictic acid exhibited a significant inhibitory effect against Franci-
sella tularensis (ICsq value of 13 uM) and Yersinia pestis (ICsq value
of 27 uM) B-hydroxyacyl-acyl carrier protein dehydratase (Fabz)
[55]. Stictic acid’s antimicrobial properties have been investi-
gated, along with other depsidones through E. coli RecA protein
inhibition. RecA is related to bacterial SOS response regulation,
which is involved in resistance to antimicrobials. Stictic acid exhib-
ited low RecA inhibition (16.7%) [63].

In vitro and in silico assays reported cytotoxic activity of this
compound. In human cancer, p53 genes mutate frequently. Using
docking studies, stictic acid showed potential p53 reactivation by
binding to a transiently open L1/S3 pocket of the p53 core domain
[127]. In another study, stictic acid showed great potential as a
p53 activator and less adverse effect but poor pharmacokinetic
properties [128]. To support in silico assays, stictic acid was bio-
logically evaluated in human Saos-2 cells expressing cancer mu-
tant R175H, restoring p53 activity via induction of the cell cycle
inhibitor p21 [127]. Moreover, stictic acid displayed cytotoxic ac-
tivity in different cell lines. In primary cultures of rat hepatocytes,
this depsidone showed significant concentration-dependent acti-
vation of caspase 3 and an increased percentage of subdiploid
nuclei (DNA fragmentation) [18].

Variolaric acid

While variolaric acid was tested to evaluate its cytotoxic and anti-
microbial activity, the viability assays reported no significant ef-
fect on human breast adenocarcinoma cell line MCF-7, human
cervical adenocarcinoma cell line Hela, and human colon carcino-
ma HCT-116 [76]. Moreover, this depsidone had a low capacity to
inhibit E. coli RecA protein (3.2%) [63].

Vicanicin

Cytotoxic activity of vicanicin was evaluated in different cell can-
cer lines, showing significant loss of viability in a concentration-
dependent manner on human cervix adenocarcinoma Hela cell
lines and human colon carcinoma HCT-116 (ICsq values of 67 uM
and 40.5 M, respectively). However, vicanicin did not have ef-
fects on human breast adenocarcinoma MCF-7 cells. This depsi-
done neither exhibited antiradical activity nor reduced intracellu-
lar ROS level, dismissing both as the potential mechanism of cyto-
toxicity [76].

In the model of androgen-sensitive (LNCaP) and androgen-in-
sensitive (DU-145) human prostate cancer cells, vicanicin de-
creased cell growth by the induction of apoptosis. The expression
of Bcl-2, Bax, TRAIL, COX-2, NOS2, and Hsp70 proteins was ana-
lyzed, and the inhibition of Hsp70 proteins expression as a media-
tor of the process should be highlighted [129]. Moreover, this
depsidone exhibited moderate activity against HL-60 cells as re-
vealed on antileukemic assay [130]. Regarding its antimicrobial

activity, this depsidone showed moderate inhibition of E. coli RecA
protein (73%) [63].

Other Depsidones

Many depsidones have been identified but barely studied.
Computational studies have revealed that connorstictic acid,
cryptostictic acid, conhypoprotocetraric acid, hypoprotocetraric
acid, and gangaleoidin, among other depsidones, are potent hy-
droxyl and superoxide anion radical scavengers in polar environ-
ments [131]. Other stictic acid derivatives also displayed antioxi-
dant activities such as peristictic acid and cryptostictic acid that
showed weak DPPH radical scavenging activity (about 10%) and
potent superoxide anion radical scavenging activity equivalent to
that of ascorbic acid. These compounds showed no cytotoxicity
on B16 murine melanoma and HaCaT human keratinocyte cell
lines (ICso higher than 100uM) [91]. The compounds 8'-O-
methylstictic and deoxystictic acid showed radical scavenging ac-
tivity (61.85 and 13.176 Trolox equivalents, respectively) [126].
Moreover, 8'-O-methylstictic acted as a DPPH scavenger and had
good properties for skin penetration (lipophilicity and permeabil-
ity) [132].

These derivatives have also displayed other activities. For ex-
ample, hypostictic acid showed antimicrobial properties due to
its moderate inhibitory activity against M. tuberculosis (MIC value
of 94 ug/mL) [93]. The compound 8'-O-ethylstictic presented
moderate cytotoxicity against human epithelial carcinoma Hela,
human lung cancer NCI-H460, liver hepatocellular carcinoma
HepG2, and human breast cancer MCF-7 cell lines [133].

Other depsidones recently identified, such as ceratinalone and
flavicansone, isolated from Usnea ceratina Ach. and Teloschistes
flavicans (Sw.) Norman, respectively, have also shown cytotoxic
properties [130, 133]. Ceratinalone has been tested against differ-
ent cancer cell lines such as human epithelial carcinoma Hela,
human lung cancer NCI-H460, liver hepatocellular carcinoma
HepG2, and human breast cancer MCF-7. It acted as a moderate
cytotoxic agent [133]. On the other hand, flavicansone exhibited
cytotoxic activity as evidenced in an antileukemic assay against
HL-60 cells (ICsqg value of 58 uM) [130].

Conclusions and Future Perspectives

Indeed, lichens produce unique bioactive secondary metabolites
such as depsidones. Most pharmacological studies of depsidones
focus on fumarprotocetraric acid, lobaric acid, norstictic acid,
physodic acid, salazinic acid, and stictic acid compounds. Lichen
depsidones have proven their ability to perform diverse biological
activities, with cytotoxic, antimicrobial, and antioxidant the most
studied. While many published works are on in vitro studies, the in
vivo studies are very limited, and no clinical trials are yet available.

The cytotoxic activity has been evaluated against different cell
lines of animal and human origin. Most of these works on cyto-
toxic activity are based on assessing their effect on cell viability,
however, there are fewer studies that clarify the molecular targets
and signaling pathways. The most interesting depsidones with cy-
totoxic activity included lobaric and physodic acids. Regarding the
antimicrobial activity, most of the studies evaluated antibacterial

Urefia-Vacas | et al. Lichen Depsidones with... Planta Med 2022; 88: 855-880 | © 2021. Thieme. All rights reserved. 875

Downloaded by: Complutense University of Madrid. Copyrighted material.



@ Thieme

activity against both Gram-positive bacteria and Gram-negative

bacteria and fungi, mainly Candida spp. Among depsidones, fu-

marprotocetraric and protocetraric acids are emphasized for their

antimicrobial properties. The antioxidant activity has been inves-

tigated using techniques such as the DPPH method and ORAC as-

say as well as in cellular and animal models of oxidative stress. The

compounds salazinic acid and stictic acid stand out for their anti-

oxidant properties.
Our study revealed that the future perspectives of pharmaco-

logical research on depsidones should focus on:

1. Deepening the activities for these depsidones, clarifying the
mechanism of action.

2. Evaluating other and novel potential actions and properties of
depsidones.

3. Investigating the potential therapeutic activity of unstudied
depsidones from a pharmacological perspective as notatic ac-
id, nortotatic acid, constictic acid, and diploicin.

4. Performing more in vivo studies confirming the activity shown
in in vitro studies.

5. Conducting clinical trials for those depsidones that have shown
potential pharmacological activities.
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cyanobacterium (photobiont). Lichens are a source of secondary metabolites, most of them being
exclusively for these species, among which dibenzofurans are found. Dibenzofurans are a small
group (over 35 different identified compounds), being usnic acid the most studied. In the last 10
years, there has been a growing interest in the pharmacological activity of dibenzofurans. In this
work, dibenzofurans isolated from lichens (alectosarmentin, condidymic acid, didymic acid, isous-
nic acid, isostrepsilic acid, usimines A-C and usnic acid) were reviewed, most of which showed
antibacterial, antifungal, and cytotoxic activities. These findings provide future guidance for re-
search on pharmacological activity of dibenzofurans.

Keywords: Dibenzofurans, Lichens, Pharmacology, Activities, Secondary metabolites, Orsellinic acid.

1. INTRODUCTION

Lichens are the most successful symbiotic association in
nature [1]. Lichens are formed by a mycobiont (fungus) and
a photobiont (green alga or cyanobacterium). These or-
ganisms produce a diversity of secondary metabolites, most
of them being exclusive for these species. These compounds
are grouped into depsides, depsidones, aliphatic acids, pul-
vinic acid derivatives, and dibenzofurans. These secondary
metabolites are found on the surface of the cortical and me-
dullary layer of lichen thallus, in their crystalline form [2].
Factors such as the environment, the climate, the ultraviolet
radiation, and bacterial microbiomes could affect the produc-
tion of these compounds [3].

Dibenzofurans are a small group among these secondary
metabolites; over 32 different dibenzofurans have been iden-
tified in lichens [4]. These structures consist of two benzene
rings fused to a central furan ring [2]. They are classified in-
to monomeric dibenzofurans (majority in lichens) and dimer-
ic dibenzofurans. Moreover, within this classification and ac-
cording to the level of oxidation of the C ring, they are classi-
fied as fully aromatic, dihydrodibenzofurans (i.e., usnic
acid) and tetrahydrodibenzofurans. Dibenzofurans are syn-
thetized via polyketide pathway. Like most of lichen se-
condary metabolites, these metabolites are biosynthesized
via acetyl-polymalonate pathway [4].

The initial precursor is Acetyl-CoA, which after sequen-
tial condensations with malonyl-CoA forms the polyketide
chain. This reaction is catalyzed by lichen PKS enzymes.
PKS gene clusters are encoded in the genome of the fungal
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gy, Pharmacognosy and Botany, Faculty of Pharmacy University Comp-
lutense of Madrid, Madrid, Spain; Tel: +34 913942020,
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partner [5, 6]. The cyclization process of polyketide chain re-
sults in the synthesis of the precursors: orsellinic acid and
methylphloroacetophenone [7]. Orsellinic acid is cyclized
by a non-enzymatic aldol condensation (C-2 to C-7).
Methylphloroacetophenone is synthesized by an enzyme-cat-
alyzed Claisen-type condensation (C-1 to C-6) (Figs. 1 and
2). There are dibenzofurans which are formed via C-C link-
age of two methylphloroacetophenone, followed by cyclode-
hydratation such as usnic acid (Fig. 2). On the other hand,
fully aromatic dibenzofurans are synthesized using two
orsellinic acid units. These structures are generated through
enzymatic oxidative coupling via carbon-carbon bonding
(Fig. 1B) or between carboxylic acid and hydroxyl groups
(Fig. 1A-C), followed by a common set of reactions like de-
hydration and decarboxylation [2, 4, 7].

Most of biological/pharmacological studies on lichens
have focused on extracts. Isolated compounds have been ex-
amined to a limited extent due to difficulties in extraction,
identification and isolation processes, and to the reduced
amount of metabolite production of these symbiotic or-
ganisms [8]. In the case of dibenzofurans, there are only ac-
tivity studies for the isolated compounds alectosarmentin,
condidymic acid, didymic acid, isousnic acid, isostrepsilic
acid, usimines A-C and usnic acid (Fig. 3).

The compounds alectosarmentin, didymic acid, isousnic
acid and, isostrepsilic acid are extracted using traditional
methods such as maceration and Soxhlet extraction [9-11].
On the other hand, usnic acid studies incorporate non-con-
ventional techniques such as supercritical CO, extraction
[12] and sonication with acetone that appear to be more effi-
cient in terms of purity, yield, and time [8, 13] (Table 1).

Maceration and Soxhlet extraction methods use mostly
organic solvents to dissolve bioactive compounds. The elec-

© 2021 Bentham Science Publishers
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Fig. (3). Chemical structure of dibenzofurans from lichens with investigated pharmacological properties.

tion of the solvent and other conditions (i.e., temperature) de-
termines the yield and type of extracted compound. Ace-
tone, ether, ethanol, methanol, and hexane are the most cho-
sen solvents for dibenzofurans [10, 14-17]. Moreover, some
works combine solvents with different polarities. This is the
case of isousnic acid extraction from Parmelia reticulata
Tayl. which used a Soxhlet apparatus with n-hexane fol-
lowed by ethyl acetate and by methanol [9].

The separation, identification, and analysis methods for
dibenzofurans are classified into two groups: chromatogra-
phy techniques and spectroscopy methods. Chromatography
techniques include column chromatography, thin layer chro-
matography (TLC) and high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC). Column chromatography using silica gel
columns was used for isolating alectosarmentin from Alecto-
ria sarmentosa (Ach.) Ach.; isostrepsilic acid from Usnea
orientalis Asah, and usnic acid from Cladonia substellata
Vanio [18-20]. Thin-layer chromatography was the chosen
method for condidymic and didymics acids identification
from species of Cladonia genus. The TLC conditions were
glass plates, toluene-acetic acid solvent system and UV-light
for spot visualization [11]. Finally, HPLC is a reference tech-
nique for isolation and identification. Diverse columns (Rev-
erse-phase Shim-pack, RP18 (150 x 4.6 mm; 5 pm particle
size), solvent system (methanol/phosphate buffer (70:30),
water 0.1% orthophosphoric acid /acetonitrile), isocratic or
gradient mode (linear/ stepwise) have been used for dibenzo-
furans analysis [12-15, 21].

Spectroscopy methods for analyzing dibenzofurans can
be classified into Ultraviolet (UV) spectroscopy, Infrared

(IR) spectroscopy, Mass spectroscopy (MS) and Nuclear
magnetic resonance (NMR). Infrared spectroscopy is less
used. Isousnic acid from Cladonia spp and usnic acid from
Cladonia substellata Vanio are identified using this method
to complete information from other methods (UV-light and
NMR) [19, 22].

These spectroscopic methods are usually coupled to
HPLC analysis. The majority of HPLC instruments have a
photodiode array detector [13, 15, 23]. Didymic acid from
species of Physcia genus was analyzed by high-performance
liquid-chromatography coupled to mass-spectrometry (HPL-
C-MS) [24].

The first known and isolated dibenzofuran compound
was usnic acid in the mid-19" century. This compound is
found exclusively in lichens and occurs in two enantiomers:
(+)-usnic acid found in lichen genera such as Usnea, Ev-
ernia, Lobaria, Nephroma and Ramalina and (-)-usnic acid
which has been reported in Cladonia, Cetraria, Squamarina
and Rhizoplaca genera [4]. Other dibenzofurans identified in
lichen species are shown in Table 1.

Lichens are of great interest to traditional medicine in
many cultures. Among these lichens, there are species that
contain dibenzofurans in their composition. Hence, Alecto-
ria sarmentosa is used as antiasthmatic in the region of Pal-
lars (Pyrenees, Catalonia, Iberian Peninsula) and applied as
compress for open sores and arthritis in Oregon (USA). In
the same region, Pallars, Ramalina capitata is used for asth-
ma symptoms [25, 26]. Usnea ceratina has been traditional-
ly employed for diseases associated with inflammation (i.e.,
hepatitis), coughs, tuberculosis, and snakebites in China [1].
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Table 1. Methods for dibenzofurans extraction, isolation, and characterization.

Ureiia-Vacas et al.

Extraction Method

Isolation-Identification-Characterization

Compounds Lichen Source Solvent-Condi- Chromatography Refer-
Type . — Spectroscopy ences
tions Type Conditions
Alect0§armen- Alectoria sarmentosa (Ach.) Maceration Cold Ethanol Column Chroma- Silica gel column TH-NMR [18]
tin Ach. tography
Th;::zg:arp(ﬂ;o- Solvent: toluene-acetone-
L . . chloroform-methanol IH-NMR
Cladonia incrassata Florke. | Maceration Acetone H1gh—p§rf0f— Cl18-silica gel MPLC 13C NMR [16]
mance liquid
Solvent: methanol-water
chromatography
Condidymic Cladonia squamosa (Scop.) Thin-layer chro- Solvent: toluene-acetic acid (5%)
acid Hoffm. Soxhlet Ether matography UV-light ) [17]
Cladonia didyma (Fée) Vain.
Cladomq macilenta Hoffm . Thin-layer chro- | Solvent C: toluene-acetic acid (200:30)
Cladonia secundana Nyl. Maceration Acetone matogranh UV-light - [11]
Cladonia subminiata S. Sten- atography e
roos
Cladonia didyma (Fée) Vain.
C/adomt'z macilenta Hoffm . Thin-layer chro- | Solvent C: toluene-acetic acid (200:30)
Cladonia secundana Nyl. Maceration Acetone " h UV-licht - [11]
Cladonia subminiata S. Sten- matograpty e
roos
Didymic acid Th;?:syz C;lro_ Solvent: toluene-acetone-CHCI3-H-
Y Cladonia incrassata Florke. | Maceration Acetone Hi h-g err;oz- COOH-MeOH IH-NMR [16]
adomia incrassaia : gh-pertol C18-silica gel MPLC 13C NMR
mance liquid
methanol-water
chromatography
Genus Physcia (von Schreber) High-perfor- | (. T3 column. Solvent 0.1% formic| HPLC-Mass
. - - mance liquid . . .. [24]
Michaux in water/0.1% formic in acetonitrile | spectroscopy
chromatography
High-perfor- UV-photodi-
Didymic acid Cladonia leporina Fr - - mance liquid - ode array detec- [23]
chromatography tor
Solvent A: toluene-dioxane-acetic acid 1H NMR
Hexane followed Thin-laver chro- (180:45:5) Solvent B: hexane-methyl 13C NMR
Parmelia reticulata Tayl Soxhlet |by ethyl acetate and matoyra h tertbutyl ether-formic acid (140:72:18) Mass Shectros- [9]
o methanol. ETaPY | Solvent C: toluene-acetic acid (170:30) c‘op
Isousnic acid Spraying with 10% sulfuric acid Py
Thin-layer chro- UV spectrum
Cladonia spp Maceration Ether Y Solvent: benzene- hexane (1:1) NMR [22]
matography
IR spectrum
Medium-pressure UV-photodi-
liquid chromatog- ode array detec-
Hexane rapl‘1y (MPLC) Solvent: water 0.1% trifluoroacetic tor
Stereocaulon paschale (L.) . . Semipreparative . 1D and 2D
Maceration | Dichloromethane acid- methanol [10]
Hoffim Methanol HPLC Linear gradient NMR
High-perfor- ! gradient. High-resolu-
. mance liquid tion mass spec-
ISOStre% silic chromatography trometry
aci
COIT(I)I;;IE;)ma_ Solvent: methanol- chloroform (15:35).
o L
‘ ' Thin-layer chro- 10% sulphuric acid anq heated at 100 C UV-photodi-
Usnea orientalis . for 10 min.
Maceration Cold acetone matography ode array detec- [20]
Asah. . Solvent: methanol-water- orthophos-
High-perfor- . tor
mance liquid poric acid
chromatography (80:20:0.2).
Column chroma- Cl8-funct10na11'zed 5111<':a gel flash Step- 1H NMR
tography wise gradient 13C NMR
Usimines A-C | Stereocaulon alpinum Laurer | Maceration Methanol Semipreparative methanol-water Mass Shectros- [14]
reversed phase | Stepwise gradient acetonitrile in water cop
HPLC (0.1% formic acid) Py

(Table 1) contd....
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Extraction Method Isolation-Identification-Characterization
Compound Lichen Source Solvent-Condi- Chromatography Refer-
Type . Spectroscopy ences
tions Type Conditions
COhi([)ngI;:pk:;ma_ Silica gel column LH NMR
Cladonia substellata Vanio Soxhlet Diethylether Thin layer chro- | Solvent chloroform-hexane (80:20) Infrared spec- [19]
troscopy
matography
High-pressure RP18 column UV-photodi-
Genus Usnea Sonication Acetone liquid chromato- |  Solvent methanol phosphate buffer [ode array detec- [13]
graphy (70:30) tor
Usnea barbata (L.) Weber ex | Supercriti- ngh—pérfor— Solvents: water 0.1% orthophosphoric -
. Co, mance liquid . - [12]
F.H. Wigg. cal CO, qcetonitrile
chromatography
Usnic acid Ramalina polymorpha (Lilj.)
Ach
Ramalina p OIIA‘IZ’lI:I}"la (Westr.) High-perfor- Reverse-phase Shim-pack UV- photodi-
. . Maceration Acetone mance liquid Solvent: methanol phosphate buffer |ode array detec- [15]
Ramalina fastigiata (Pers.)
Ach chromatography (70:30) tor
Ramalina capitata (Ach.) Nyl.
Ramalina fraxinea (L.) Ach
Hieh-perfor- C8 LC column
Cladonia uncialis (L.) F. H. . . gh-perto! Gradient elution Mass spectros-
. Maceration Acetonitrile mance liquid o . [21]
Wigg. chromatoeraph Solvent: water 0.1% formic acid - ace- copy
Srapiy tonitrile 0.1% formic acid.

The traditional use of Usnea barbata was extensive in differ-
ent cultures around the globe. In South Africa, decoction
was used for indigestion, in Philippines for wounds and ab-
dominal pain, in Malaysia, for cold, in Europe for internal
bleeding, cough and growing hair. Stereocaulon paschale
was used to control diabetes type 2 symptoms in the Cree
community in Quebec, Canada. Moreover, in China, this
lichen was used for spontaneous bleeding [26-28]. However,
the pharmacological activity of dibenzofurans has hardly
been investigated except for usnic acid. Particularly, the
study of this pharmacological activity is limited to a total of
eight dibenzofurans (without taking into account usnic acid)
with most studies published in the last 10 years.

Other groups of lichen metabolites such as depsides and
depsidones have shown diverse biological activities, from
analgesic, antiulcer, antidiabetic, antioxidant, antimicrobial,
to cytotoxic, larvicidal, neuroprotective, probiotic, wound
healing, among others. In vitro, in vivo and in silico experi-
ments have been carried out, gaining importance in recent
years [29-38].

2. PHARMACOLOGICAL ACTIVITIES

This review includes original papers in pharmacological
activities of dibenzofurans isolated from lichens. The litera-
ture search was conducted using a combination of the follow-
ing keywords “dibenzofurans”, “pharmacology”, “lichens”,
and “individual names of dibenzofurans identified from
lichens” in the databases PubMed, Scopus and Scholar goo-
gle and Science Direct. Original papers written in Spanish,
English and French were included in this work. No date re-
striction was applied except for usnic acid. The search years
for this dibenzofuran were from 2010 to 2021. The excluded
criteria were review articles, books and chapter of books,
conference proceedings, editorial letters, and case reports.
Moreover, those pharmacological studies involving combina-

tion of dibenzofurans and other compounds, galenic formula-
tions of dibenzofurans, synthetic or semisynthetic deriva-
tives of dibenzofurans and, dibenzofurans isolated from or-
ganisms other than lichens were excluded.

2.1. Cytotoxic and Antitumoral Activity

Studies on cytotoxic and antitumor activities in dibenzo-
furans focus on usnic acid. Different cell lines and in vivo
models have been used to investigate the antitumor effects
against lung, colorectal, ovarian, liver, kidney cancer,
among others. The rest of dibenzofurans compounds, due to
their availability, difficulties in isolation processes or lower
abundance in lichen species, have not yet been studied for
this activity.

Usnic acid has demonstrated cytotoxic properties against
diverse cancer cell lines. Some of these studies focus solely
on evaluating the effect of usnic acid on cancer cell viability
without delving into the mechanism of action. This is the
case of the works of Backorova et al., 2011, Brisdelli et al.,
2013, Koparal et al., 2006 and Prokopiev et al., 2017 and
Koparal ef al., 2015. These investigations demonstrated the
effectiveness of usnic acid as a cytotoxic agent against nu-
merous cell lines such as the human ovarian carcinoma
A2780 cell line (IC,, 72.7 uM), the human breast adenocarci-
noma MCF-7 cell line (IC,, 94.6uM, 72h or 75.7uM, 48h,
depending on the study), the human colon adenocarcinoma
HT-29 cell line (ICy, 99.7uM), the human promyelocyti-
cleukaemia HL-60 cell line (IC, 48.5uM) the Jurkat (IC,,
76.3uM) cell line, human T cells lymphocyte leukaemia, the
human cervix adenocarcinoma HeLa cell line (ICs,
23.7uM), the human colon carcinoma HCT-116 cell line
(IC4,17.7uM), the mouse neuroblastoma NS20Y cells (IC;,
52.18uM), the hamster lung V79 cell line, the human liver
carcinoma HepG2 cells (IC,, 50.24pM), the human umbili-
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cal vein endothelial HUVEC cells (IC,, 71.5uM), and pe-
ripheral blood lymphocytes (0.04-0.30 mM) [39-43].

However, most studies have established possible mech-
anisms of action that explain the cytotoxic and antitumor ac-
tion of usnic acid. Hence, both enantiomers of usnic acid in-
hibited the growth and proliferation of the breast cancer cell
line T-47D (IC,4.2 png/mL and 4.0 pg/mL for (+) and (—)-us-
nic acid), and the pancreatic cancer cell line Capan-2 (5.3
pg/mL and 5.0 pg/mL, respectively) by altering DNA synth-
esis, by arresting the cell cycle in S phase and causing mito-
chondrial membrane potential loss [44]. Moreover, in vitro
and in vivo studies demonstrated that usnic acid inhibited tu-
mor angiogenesis and growth of Bcap-37 breast cancer cells
(10-50pM) and HUVEC cell line (1-50uM) in a dose-depen-
dent manner, by blocking vascular endothelial growth factor
receptor (VEGFR) 2 mediated Extracellular signal-regulated
protein kinases 1 and 2 (ERK1/2) and AKT/P70S6K signal-
ing pathways. Also, usnic acid inhibits tumor growth and an-
giogenesis in a mouse xenograft tumor model, showed by tu-
mor size reduction [45]. Furthermore, O'Neill et al., 2010
concluded that the cytotoxic activity of usnic acid is not re-
lated to alterations in microtubules on breast cancer MCF7
cell line [46].

In vitro studies on human gastric carcinoma cell lines
(BGC823 and SGC7901) revealed that usnic acid induced
the inhibition of cell proliferation (IC;, 236.55uM and
618.82uM, respectively) by cell cycle arresting of GO/G1
phase and G2/M phase and by autophagic and apoptosis cell
death [47]. Moreover, usnic acid showed cytotoxic activity
against human gastric cells (viability reduction of 65%, and
35% on AGS cells and SNU-1 cells respectively, at 50 pM)
by producing ROS, causing DNA damage, and up regulating
DNA-PKcs and y-H2A.X phosphorylation [48]. Further-
more, usnic acid inhibited tumor size and weight in
BGC823-bearing mice through apoptosis; its antitumoral ac-
tivity was even better than that of the reference 5-fluoroura-
cil treatment [47].

Usnic acid was also a promising antitumor agent in lung
squamous cell carcinoma (IC;, (H520) 32.51 pM, IC,,
(Calu-1) 34.25uM, 48h) which correlated with ROS accumu-
lation and, consequently mitochondrial respiratory chain dis-
ruption and inhibition of Nrf2/PI3K/Akt pathway [49]. In
another study, Singh et al. (2013) demonstrated that usnic
acid was cytotoxic on the human lung carcinoma A549 cells
(39-67% viability reduction at 25-100 uM) by inducing cell
cycle arrest at the GO/G1 phase and causing cell death via
mitochondrial membrane depolarization [50]. Furthermore,
O'Neill et al., 2010 concluded that the cytotoxic activity of
usnic acid is not related to alterations in microtubules on the
lung cancer cell line H1299 [46]. Usnic acid also showed
good chemotherapeutic properties in colorectal RKO cancer
cells by upregulating ATM via miR-18a and inhibiting pro-
liferation and migration [51]. Moreover, this compound in-
duced mTOR inhibition, reduced ATP content and inhibited
migration of human colorectal cancer c-KIT positive cells
[52]. Furthermore, in vivo studies showed that usnic acid pro-
tected from 1,2-dimethylhydrazine-induced preneoplastic le-
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sions in rat colon. This activity is related to its ability to in-
teract with DNA topoisomerase II and its antioxidant proper-
ties [53].

Usnic acid was also effective in hepatocellular carcino-
ma. This compound induced autophagy (formation of acidic
vesicular organelles) and apoptosis (cell cycle arrest at
GO0/G1 and G2/M phases) in HEPG2 and SNU-449 hepato-
cellular carcinoma cell lines (viability reduction of 32.50%
and 18.76% respectively with 25 mM) [54]. Moreover, usnic
acid was cytotoxic for human hepatoblastoma HepG2 cells
(ICs, 30.0 uM) by altering the regulation of inflammation-re-
lated gene expression (genes CCL21 and CSF2), oxidative
metabolic stress-related expression (genes CYP7A1l and
CYP2E1), proliferation and carcinogenesis-related gene ex-
pression (gene CCNC) and metabolism-related gene expres-
sion (gene UGT1A4) [55]. Furthermore, usnic acid at doses
of 50 mg/kg and 100 mg/kg showed genotoxicity effect on
liver and kidneys of mice associated with oxidative stress in-
duction and not enantiomerically dependence [56].

Usnic acid showed antigenotoxic effects in Chinese ham-
ster ovary cells as evidenced in a reduction in chromosomal
damage induced by etoposide, hydrogen peroxide, and dox-
orubicin [53]. Moreover, usnic acid resulted to be a potent
antitumor agent against the human ovarian carcinoma
A2780 cell line by causing mitochondrial membrane poten-
tial loss, phosphatidylserine externalization and inducing
ROS and RNS overproduction [57].

Finally, usnic acid inhibited human prostate DU 145 and
human melanoma HTB-140 cell proliferation by inducing cy-
toskeletal rearrangements and by interfering with the inva-
sive potential [58]. Moreover, this compound showed cyto-
toxic activity against the human melanoma FemX cell line
(IC,, value of 12.72 pg/mL) and the human colon carcinoma
LS174 cell line (IC,, value of 15.66 pg/mL) by inducing
apoptosis [59]. However, usnic acid was slightly cytotoxic
against gliobastoma multiforme cells (IC,, value of 41.55
mg/L for US7MG cells) [60].

2.2. Antioxidant

Similar to cytotoxic and antitumoral activity research, on-
ly usnic acid has been studied for its antioxidant properties.

In silico studies demonstrated that usnic acid is a potent
free radical scavenger in aqueous environments [61]. More-
over, this natural product had scavenging activities against
diverse free-radical such as DPPH-(IC;, 49 pg/mL), DMPD’
" (IC,, 33 pg/mL), 02~ (IC,, 18 pg/mL), and ABTS " (IC,,
10 pg/mL) [62]. Furthermore, usnic acid showed concentra-
tion dependent antioxidant activity from 0.005 to 0.2 mg/mL
in free radical scavenging activity (FRSA) assay (4.85 to
51.2%), nitric oxide radical scavenging activity (NORSA)
(23.5 to 53.2%) and inhibition of lipid peroxidation (24.4 to
46.6%) [63]. Additionally, in vitro studies revealed that us-
nic acid competitively inhibited glutathione reductase (Ki
0.21 mM) and glutathione S-transferase (Ki 0.012 mM) ac-
tivities [64].
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Usnic acid showed antioxidant properties in an UV-B-ir-
radiation model in a human lymphocyte cell line (Jurkat-cell-
s) at a concentration of 1 x 10(-8) and 1 x 10(-6) M and dos-
es of UVB-light up to 0.1 J/cm(2). This study also demons-
trated that when radiation doses increase and usnic acid con-
centration increases, this dibenzofuran acts as a pro-oxidant
agent rather than an antioxidant agent [65].

Finally, usnic acid inhibited the oxidative action of
hypochlorous acid on dimyristoylphosphatidylcholine (DM-
PC) and dimyristoylphosphatidylethanolamine (DMPE) bi-
layers on human erythrocytes [66].

2.3. Antimicrobial

On the contrary, more dibenzofurans compounds have
been investigated for antimicrobial activity beyond usnic
acid. Alectosarmentin, condidymic acid, didymic acid, isous-
nic acid, isostrepsilic acid and usimines A-C also showed an-
timicrobial effects.

In the case of usnic acid, this dibenzofuran has demons-
trated antimicrobial properties against a spectrum of clinical-
ly relevant Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria,
fungal and viruses.

Usnic acid was effective as antibacterial agent against
Escherichia coli and Staphylococcus aureus (at 500 mg/ml
and 1000 mg/ml; inhibition zone between 12 mm and 17
mm) and Salmonella typhi (at 1000 mg/ml; inhibition zone
14 mm) [67]. In another study, usnic acid showed antimicro-
bial activity against S. aureus, P. aeruginosa, S. salmonico-
lor, B. subtilis, P. notatum and E. coli with a diameter of in-
hibition zones from 12 to 40 mm. However, this natural com-
pound was inactive against C. albicans Bayer-Ruck and M.
smegmatis [68]. Moreover, usnic acid inhibited bacterial
growth of B. subtilis and S. aureus with MIC values of 1.2
pg/mL and 5.6 pg/mL, respectively [69]. Furthermore, usnic
acid was the most active antimicrobial agent compared to
other lichen compounds against the bacteria B. subtilis, B.
cereus, S. aureus, and E. coli with MIC values of 8, 8, 31,
and 31 pg/ml, respectively [70]. Additionally, usnic acid
showed strong antibacterial and antifungal activity from
MIC value of 0.0008 mg/mL (against B. mycoides and B.
subtilis) to MIC value of 1 mg/mL (against P. purpurescens
and P. verrucosum) [59]. Also, this compound inhibited the
formation of several M serotypes of Streptococcus pyogenes
(M56, st38 and M89) [71].

Considering antibacterial effects of other dibenzofurans,
condidymic acid and didymic acid stand out. They showed
antibacterial activity against Staphylococcus aureus, like us-
nic acid and superior to that of the reference compound
Phenonip® (MIC value of 7.5 ng/ml) [16]. In another study,
these compounds were active against the Gram-positive bac-
teria methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
(inhibition zone of 28 mm and 17 mm for didymic acid and
condidymic acid, respectively) and Enterococcus faecium
(inhibition zone of 22 mm for both compounds) [72]. The
usimines A, B and C, in this order, have also shown antimi-
crobial activity against Bacillus subtilis (MIC values of 11,
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12 and 26 pg/mL, respectively). However, these compounds
were inactive against Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans [69].

On the other hand, compounds like alectosarmentin
showed weak antimicrobial properties against Staphylococ-
cus aureus (25 pg/ml) and Mycodaterium smegmatis (25
pug/ml) and no activity against Escherichia coli, Salmonella
gallinarum, Klebsielka pmumonhae, Pseudomonas aerugi-
nosa and Candida albicans [18]. Moreover, the dibenzofu-
ran isostrepsilic acid did not exhibit antimicrobial activity ei-
ther against the bacteria Porphyromonas gingivalis and
Streptococcus mutans [10].

Usnic acid showed good antimycobacterial activity
against both resistant and susceptible Mycobacterium tuber-
culosis strains (H37Rv with MIC value of 12.25 pg/mL;
INHr with MIC value of 1.56 pg/mL; SMRr with MIC value
of 6.25 pg/mL; RMPr and M. kansasii with MIC value of
12.5 pg/mL; M. avium with MIC value of 100 pg/mL; M.
Sfortuitum with MIC value of 50 pg/mL and M. chelonae
with MIC value of 25 pg/mL) [73]. In another study, usnic
acid inhibited the growth of M. tuberculosis with a MIC val-
ue of 62.5 pg/mL at a concentration of 182 uM) [74].

The mechanism of action of the antibacterial activity of
usnic acid against Bacillus subtilis and Staphylococcus au-
reus is related to its ability to inhibit RNA synthesis and to
affect DNA replication [75]. Moreover, usnic acid inhibited
methicillin-resistant Staphylococcus aureus growth by dam-
aging peptidoglycan synthesis, impairing adhesion forma-
tion, reducing thermonuclease and lipase expression and dis-
rupting cell membrane [76, 77]. Furthermore, usnic acid
showed moderate antimicrobial activity (MIC value 18 uM)
against Mycobacterium abscessus by acting as efflux pump
inhibitor [78].The differential pharmacological activity de-
pends on enantiomers. The (+)-usnic acid has better antibac-
terial activity against anaerobic Gram-negative bacteria than
(-)-usnic acid [79]. However, as a curiosity, viral activity is
the opposite. The (-)-usnic acid has better antiviral activity
than (+)-usnic acid [80]. Mechanism of action for other
dibenzofurans has not been investigated.

Regarding its antifungal activity, usnic acid acted as an-
ti-biofilm agent against azole-resistant and azole-sensitive
Candida albicans (Biofilm inhibition of 71.08% and 87.84%
at 4 pg/mL, respectively) by increasing reactive oxygen and
nitrogen species level [81]. Moreover, usnic acid inhibited
biofilm formation (65% of biofilm inhibition at 100ug/ml)
and morphological traits of Candida albicans as evidenced
in a reduction of sugars from the exopolysaccharide layer,
thickness of matured biofilms and fungal viability [82].
Isousnic acid (250 pg/ml) also showed antifungal effects
against Rhizoctonia bataticola, Rhizoctonia solani, Fusari-
um udum, Pythium aphanidermatum, Pythium debaryanum
and Sclerotium rolfsii with ED,, of 62.3 to 70.98 ng/ml [9].
However, isostrepsilic acid did not show activity against the
fungus Candida albicans [10].

Apart from the antibacterial and antifungal properties of
dibenzofurans, usnic acid has been studied against other mi-
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croorganisms like protozoans, viruses, or insects. Usnic
acid, was effective as antileishmanial agent against Leishma-
nia major (1Cs, 10 png/ml), Leishmania infantum (I1Cs, 13
pg/ml), and Leishmania tropica (1C, 21 ug/ml) through
apoptotic pathway [83]. Moreover, this compound showed
antileishmanial activity against promastigote forms of Leish-
mania infantum (IC,, 18.3ug/mL), as evidenced in structural
changes (loss of cell polarity, membrane blebbing and cyto-
plasmic vacuolization) [84]. Furthermore, usnic acid was ac-
tive against liver stage parasites of Plasmodium berghei
with an IC;, value of 2.3 uM [85].

Usnic acid has also molluscicidal activity against the aqu-
atic snail Biomphalaria glabrata. This compound caused
100% mortality at a concentration of 4 ug/mL in the first 24
h [19]. Finally, usnic acid caused larvicidal activity against
the second and third instar larvae of the mosquito Culiseta
longiareolata with LC50 and LC90 values of 0.48 ppm and
1.54 ppm, respectively [86].

2.4. Other Activities

The study of other activities on dibenzofurans is scarce.
Usimine C (90 pg/ml, 48 h), unlike the usimines A and B,
significantly activated 1.6-fold proliferation of human der-
mal fibroblast CCD-986SK cell line through type I procolla-
gen induction activity [29]. However, the majority of the
work focused, as previously described, on usnic acid activi-
ties.

Usnic acid showed neuroprotective properties. Hence, us-
nic acid potently inhibited acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) with IC;, values of 1.273 nM
and 0.239 nM, respectively [62]. In another study, pretreat-
ments with usnic acid at 5 and 10 pg/ml concentrations in-
creased cell viability and reduced intracellular reactive oxy-
gen species production in a hydrogen peroxide-induced
oxidative stress model in human glioblastoma astrocytoma
U373MG cells [87]. Moreover, usnic acid showed anti-in-
flammatory properties in a MPTP-induced mouse model of
Parkinson’s disease. Pretreatments with usnic acid (5 and 25
mg/kg for 10 days) prevented neuronal loss, motor dysfunc-
tion and glial activation by blocking NF-«B pathway [88].
Furthermore, usnic acid resulted to be also effective to res-
tore cognitive deficits in a AB1-42 peptide mice model. This
natural product reduced inflammation (low levels of IL-1p),
oxidative stress (low content of hydroperoxides) and im-
proved memory and learning [89]. Also, this dibenzofuran
was effective in a cerebral ischemia/reperfusion rat model.
The intraperitoneal administration of 25 mg/kg of usnic acid
improved memory impairment, attenuated inflammation, up-
regulated antioxidant defense system and reduced apoptosis
[90].

Usnic acid is demonstrated to be an agent for the treat-
ment of osteoporosis. This compound could exert anti-osteo-
clastogenic activity by inhibiting RANKL-mediated osteo-
clast formation and function via ERK-NFATcl signaling.
Moreover, in vivo studies revealed that usnic acid prevented
LPS-induced bone loss in mice [91].
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The effectiveness of usnic acid in a hypertrophic ear scar
formation in a rabbit mode has also been evidenced in a re-
duction of scar elevation index and in an improvement of
collagen tissue accumulation. This activity is related to its
ability to suppress scar angiogenesis [92].

Usnic acid also exerted a protective effect on acute lung
injury. This compound inhibited inflammatory response by
reducing macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2),
chemokines interleukin-8 (IL-8), interleukin-6 (IL-6) and tu-
mor necrosis factor alpha (TNF-a) expression. Moreover,
this compound reduced oxidative stress level by increasing
the activity of the enzyme superoxide dismutase and the con-
tent of GSH and by reducing lipid peroxidation [93].

Usnic acid has also a cardioprotective role by reducing
endoplasmic reticulum stress activation and pro-inflammato-
ry cytokines expression (IL-1f and TNF-a) though AMPK
signaling pathway in rat cardiomyocytes [94].

CONCLUSION AND FUTURE PROSPECTS

Lichens produce a variety of secondary metabolites with
interesting pharmacological properties. One of the least nu-
merous groups are the dibenzofurans. There have been iden-
tified over 32 dibenzofuran-like compounds in lichens. How-
ever, the knowledge of its biological activity is very recent
and scarce except for usnic acid. Usnic acid has been exten-
sively investigated because it is commercially available. Of
the total dibenzofurans identified in lichens, only 9 (includ-
ing usnic acid) have been investigated for their potential ther-
apeutic properties. Furthermore, these works have been
mainly carried out in the last 10 years.

Antimicrobial activity is the most studied for dibenzofu-
rans. However, antimicrobial potency differs among these
compounds being active condidymic acid and didymic acid
against S. aureus and E. faecium, the usimines A, B and C
against B. subtilis, isousnic acid against different fungal spe-
cies and, usnic acid against diversity of bacterial and fungal.
On the contrary, the dibenzofurans alectosarmentin and
isostrepsilic acid were weak or inactive antibacterial and an-
tifungal agents. Small structural differences such as the pres-
ence of lactone rings (i.e., alectosarmentin) or the presence
of nitrogen-bearing side chains (i.e., usimines A-C) explain
the differences in effectiveness as antimicrobial agents.
Moreover, usnic acid has shown other promising activities,
such as cytotoxic and antitumoral, antioxidant and anti-in-
flammatory. Most of these studies are in vifro and very few
in vivo studies.

Future research should be aimed at 1) Studying activities
other than antimicrobial activity. 2) Conduct further in vivo
studies for the most promising compounds and activities. 3)
Evaluate the pharmacological activity of those dibenzofu-
rans identified in lichens but not investigated (i.e., porphyril-
ic acid, pannaric acid, strepsilin, schizopeltic acid, placodi-
olic acid).
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Abstract: Depsides and tridepsides are secondary metabolites found in lichens. In the last 10 years,
there has been a growing interest in the pharmacological activity of these compounds. This review
aims to discuss the research findings related to the biological effects and mechanisms of action of
lichen depsides and tridepsides. The most studied compound is atranorin, followed by gyrophoric
acid, diffractaic acid, and lecanoric acid. Antioxidant, cytotoxic, and antimicrobial activities are
among the most investigated activities, mainly in in vitro studies, with occasional in silico and in
vivo studies. Clinical trials have not been conducted using depsides and tridepsides. Therefore, fu-
ture research should focus on conducting more in vivo work and clinical trials, as well as on evalu-
ating the other activities. Moreover, despite the significant increase in research work on the phar-
macology of depsides and tridepsides, there are many of these compounds which have yet to be
investigated (e.g., hiascic acid, lassalic acid, ovoic acid, crustinic acid, and hypothamnolic acid).

Keywords: depsides; tridepsides; pharmacological activities; lichens

1. Introduction

Using the traditional definition of lichens, these organisms are a symbiotic associa-
Citation: Urefia-Vacas, I; tion consisting of a mycobiont (Ascomycota and Basidiomycota phylum) and a photosyn-
Gonzélez-Burgos, E; Divakar, P.K; thetic partner (which is an algae or a cyanobacterium). The rise of “Omics” technologies
Gomez-Serranillos, M.P. Lichen such as genomics, transcriptomics, proteomics, and metabolomics allows us to deeply
study the symbiotic partnership in lichens. Photobiont and mycobiont are not the only
members of this symbiosis. Specific bacterial microbiomes, such as Alphaproteobacteria
communities and lichenicolous fungi, have also been identified and characterized on li-
chens [1-3]. Between 17,000 and 20,000 lichen species that inhabit diverse ecosystems have
Academic Editors: Wenbing Yin, been identified [4]. The nutritional uses as food or flavoring agents, the spiritual uses in
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Chen biomonitors of pollution have made lichens a significant resource for different economic
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wound healing, antibacterial, and anti-inflammatory properties. Traditional knowledge

By and confirmed activity studies led to the improvement of its pharmacological potential
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strong free radical scavenging [9]. Protoparmeliopsis muralis lichen aqueous extract was
used in the green synthesis of Ag, Cu, TiO2, ZnO, and FesOsnanoparticles with antibacte-
rial, antibiofilm, antiquorum sensing, antimotility, and antioxidant activities [10].

Furthermore, to overcome the disadvantages of this process, new biomechanochem-
ical methods are being studied. The powdered lichens Xanthoria elegans, Cetraria islandica,
Usnea antarctica, and Leptogium puberulum optimize the synthesis process of silver nano-
particles in a solid state synthesis [11].

All of these bioactive properties are attributed to their secondary metabolites. There
have been around 1000 different secondary metabolites identified; these are mainly
unique to these organisms and include, most notably, polyketides [12]. Three biosynthetic
pathways are involved in the formation of these metabolites, such as the shikimic acid
pathway for pulvinic acid derivatives; the mevalonic acid pathways for terpenes and ster-
oids; and the polymalonate pathway, from which the main interesting groups of second-
ary metabolites, depsidones, depsides, and dibenzofurans are synthesized [13]. These
compounds comprise from 5% to 20% of the dry weight of the thallus [6].

The present review focuses only on depsides and tridepsides and outlines the re-
search on their bioactivities. These compounds have been identified in different lichens,
such as Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf (e.g., olivetoric acid); Umbilicaria hirsuta (Sw. Ex
Westr.) Hoffm. (e.g., gyrophoric acid); Thamnolia subuliformis (Ehrenb.) W.L. Culb. (e.g.,
baeomyecesic acid); Usnea diffracta Vain (e.g., diffractaic acid); and Cladia aggregata (Sw.)
Nyl. (e.g., barbatic acid) [14-18]. Most depsides and tridepsides are found in the lichen
medulla. In contrast to cortical chemistry, which was usually correlated with higher tax-
onomic ranks, medullary chemistry was used as the species level discriminator [19]. How-
ever, in the last decades DNA techniques have changed the understanding of lichen tax-
onomy. As Lucking et al. explain, the presence of chemical compounds must be taken into
account when comparing variations in well-established, molecularly defined taxa (e.g.,
chemosyndromes) [20]. Polyketides synthases (PKSs) genes for depside synthesis are cur-
rently being studied. Through the study of Pseudoevernia furfuracea chemotypes, Singh et
al. have identified that the same biosynthetic gene cluster can produce different com-
pounds, suggesting intraspecific variation in the regulation of metabolite synthesis [21].

The interest in depsides and tridepsides has grown in recent years due to their bio-
logical and pharmacological activities, as is reflected in the exponential increase in scien-
tific publications. These compounds have shown antioxidant, cytotoxic, antimicrobial,
anti-inflammatory, analgesic, and UV-protectant activities, among others [22-26].

This review aims to investigate the research findings related to the biological effects
and mechanisms of action of lichen depsides and tridepsides in order to highlight the
strong demand for an in-depth study of their structures and activities, ADMET parameter
properties, and toxicities for the further development of drugs with lichen metabolites.

2. Pharmacological Activity of Lichen Depsides and Tridepsides
2.1. Depsides

The depside chemical structures are shown in Figure 1. The pharmacological activi-
ties of the depsides are compiled in Table 1.

2.1.1. Atranorin

Atranorin is the most studied depside of this group of compounds. Several activities
were investigated in in vitro, in silico, and even in vivo experiments. This review describes
the activities, which range from the analgesic, anti-inflammatory, antiulcer, antidiabetic,
antioxidant, and cytotoxic to the antimicrobial, antifungal, antiviral, antiparasitic, and lar-
vicidal, as well as the potential neuroprotection activities, among others.

Different studies showed the effects of this depside against bacteria, fungi, viruses,
protozoans, and larvae. Atranorin exhibited low antimicrobial activity against Gram-pos-
itive and Gram-negative bacteria, with high minimum inhibitory concentration (MIC)
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values (15.6 ug to 500 ug per disk against 107 cells) [27]. Other studies showed the bacte-
riostatic effect against Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) and Methicil-
lin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains, isolated from cystic fibrosis patients,
with differences among the strains (the MIC values for all the strains tested were 128
ug/mL, except that from MRSA Sal5, which was 64 pug/mL). Moreover, this depside was
found to be effective against the adhesion of Staphylococcus aureus strains on polystyrene,
reducing the ability of biofilm formation; it was also interesting with regard to the eradi-
cation of preformed biofilms [28]. Fungal species such as Candida albicans were minimally
inhibited by atranorin [27,29]. Conversely, this compound showed its maximum antifun-
gal activity against Sclerotium rolfsii (EDso 39.70 pg/mL) [30]. In vitro activity against spe-
cies of the Mycobacterium genera, such as M. tuberculosis, M. aurum, and diverse mycobac-
terial multidrug-resistant strains (MDR-A8, MDR-V791, MDR-R, MDR-40s), was also low,
with MIC values of 250 pg/mL, 125 pg/mL, and 200 pg/mL, respectively [31-33]. Probiotic
bacteria Lactobacillus casei increased its biomass (41.1 mg) due to the moderate growth
stimulating activity of atranorin [34].

It also acts as an antiviral agent against the hepatitis C virus (HCV), inhibiting viral
entry (ICso 22.3 pM) [35].

As evidenced in the work of Zofou et al., atranorin also presented antiplasmodial
effects against different strains and field isolates of Plasmodium falciparum, with ICso values
of <5 uM. Furthermore, this compound had synergistic interactions with artemether
[36,37]. Other protozoa, such as piroplasm parasites (Babesia bovis, Babesia bigemina, Babesia
divergens, Babesia caballi and Theileria equi), were affected by atranorin properties, reducing
their multiplication in in vitro studies. Moreover, in vivo experiments were carried out
using female BALB/c mice infected with Babesia microti. A reduction in Babesia microti mul-
tiplication by 68.17% was observed [38].

Larvicidal activity against the second and third instar larvae of the mosquito Culiseta
longiareolata was also investigated, showing lethal concentration (LC) (50) and LC (90) val-
ues of 0.52 ppm and 5.93 ppm, respectively [39].

Several in vitro and in vivo studies demonstrated the analgesic and anti-inflamma-
tory activities of atranorin. Due to the structure similarity between this depside and cy-
clooxygenase (COX) inhibitors, in vitro experiments were conducted, which showed 50%
COX-1 inhibition at 17 pg/mL and 40% COX-2 inhibition at all concentrations of the ana-
lyzed range (17 ug/mL-0.17 ug/mL) [40]. In addition, according to Kumar and Miiller, this
compound inhibited leukotriene B4 (LTB4) biosynthesis in polymorphonuclear leuko-
cytes (ICso 6 tM) via a nonspecific redox mechanism [41]. Atranorin also exerted analgesic
and anti-inflammatory effects in mice. With doses of 200 and 400 mg/kg (p.0.), a reduction
(52.6 and 61.3%, respectively) in abdominal writhing and inhibition of the inflammatory
processes was observed [42]. Furthermore, atranorin pretreatments (100, 200, and 400
mg/kg, i.p) reduced the effects on formalin- and capsaicin-induced orofacial pain tests,
decreasing the nociceptive behavior of rubbing the face. At high doses (400 mg/kg, i.p),
the effect appears to be central and is reversed with the administration of naxolone. Thus,
in the acute model of carrageenan- and arachidonic acid-induced inflammation, atranorin
reduced the formation of paw edema in rats [43].

In in vitro and in silico studies of N-substituted hydrazide derivatives of atranorin, a
high a-glucosidase inhibition (ICso 6.67 M) was shown, making it a potential antidiabetic
drug [44]. Atranorin showed high urease inhibition (ICs 18.2 uM), making it a potential
antiulcer drug candidate. Nonetheless, atranorin has no effectiveness against a-chymo-
trypsin [45].

Atranorin acts as an antioxidant or a prooxidant, depending on the study. Atranorin
showed moderate antioxidant activity, as was evidenced in a 2,2-Diphenyl-1-picrylhydra-
zyl (DPPH) assay (ICso value = 100 ug/mL), and anti-linoleic acid peroxidation activity
(ICso value = 116 pug/mL) and hydroxyl radical-scavenging activity (11.85 mg expressed as
Trolox® equivalents) in a total peroxyl radical-trapping (TRAP) assay (at 1-100 pg/mL
concentrations) and a total antioxidant response (TAR) assay (at 100 pug/mL) [34,46,47].
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Other studies presented atranorin as a weak antioxidant, as revealed in a beta-carotene-
linoleate model system (14% antioxidant activity at 200 ug/mL) [48].

Conversely, a TBARS assay showed that atranorin induced lipoperoxidation at 0.1 to
100 pg/mL, increased NO production (only at high concentrations), and enhanced H20:
formation. This compound acted as a superoxide scavenger, and hydroxyl radical/nitric
oxide scavenging activity was not observed [47].

Cytotoxic effects on different cell lines (cancer and normal) were also investigated.
Atranorin has demonstrated moderate activity against breast cancer cells such as MDA MB-
231 and MCEF-7, with ICso values of 5.36 uM and 7.55 uM, respectively, by the downregulation
of the Bcl-2, Akt, Bcl-w, and Bel-xL proteins and the induction of Bax and caspase-3 expression.
In silico studies confirmed the high interaction between the depside and the oncoproteins [49].
Cytotoxicity was also observed in human lung cancer cell lines (A549), epithelial carcinoma
cell lines (SKHep1 and Huh-7), primary cancer cell lines (SNU-182), melanoma cell lines (HTB-
140), prostate cancer cell lines (DU-145 and PC-3), and murine leukemia cell lines (P388) [50-
53]. The tumorigenesis reduction and antimigratory activity against human lung cancer was
mediated by the downregulation of activator protein 1 (AP-1), Wnt, and signal transducer and
activator of transcription (STAT) pathways, as well as the inhibition of RhoGTPase activity
[50]. Moreover, atranorin showed effects against hepatocellular carcinoma tumorigenesis by
reducing cell proliferation (at 80 ug/mL), attenuating the cell cycle (G2/M phase cell cycle ar-
rest), inducing cell death through necrosis, and diminishing metastatic potential by the sup-
pression of cell migration and invasion [51]. Additionally, atranorin was found to be effective
in inhibiting the cancer cell proliferation, migration, and actin cytoskeleton organization in
melanoma cell lines (HTB-140) and prostate cancer lines (DU-145 and PC-3) [52]. The killing
effect of atranorin on gastric cancer was also studied using complexes formed by superpara-
magnetic iron oxide nanoparticles (SPION) and atranorin. In vitro results on gastric cancer
stem cells showed a reduction in proliferation, invasion, and tumorigenicity by reducing the
expression of members of the Xc-/GPX4 axis and their mRNA 5-hydroxymethylcytidine mod-
ification and by inducing ferroptosis [54].

Moreover, this compound revealed cytotoxicity against all the cell lines (A2780, HCT-
116 p53+/+ and HCT-116 p53-/-, SK-BR-3, HL-60, HT-29, Jurkat, and MCF-7) except HeLa,
highlighting its activity against HL-60 cells. The clonogenic ability for the inhibition of all
the tested tumor cells and the effects on the cell cycle at 200 pM (accumulation in S-phase
at expense of G1/G0-phase) was also observed. In addition, atranorin seems to be effective
as a pro-apoptotic agent with a p53-dependent action [55]. In particular, the studies on
A2780 cancer cells and HT-19 also showed that atranorin caused cell death by reactive
oxygen species/reactive nitrogen species (ROS/RNS) overproduction, caspase-3 activa-
tion, phosphatidylserine externalization, and mitochondrial membrane potential loss [56].

In vivo experiments were also conducted. Atranorin administration to BALB/c mice
with T1-induced cancer disease was related to longer survival time, reduced tumor size,
and higher numbers of apoptotic 4T1 cells. Comparing the effects of atranorin on normal
mammary epithelial NMuMG cells and 4T1 cancer cells, it was observed that 4T1 cells
were more sensitive to atranorin, reducing the clonogenic ability of carcinoma (75 pM),
inducing apoptosis mediated by caspase-3 activation and poly ADP ribose polymerase
(PARP) cleavage, and enhancing the depletion of Bcl-xL protein [57]. Moreover, atranorin
SPION complexes showed tumorgenicity reduction in NOD-scid mice [54].

However, this depside showed low activity (ICso 2 250 ug/mL) against melanoma
cancer cell lines (A375, UACC-62, and B16-F10), human acute monocytic leukemia cell
line (THP-1) (ICso = 286 pg/mL), and human prostate cancer cells (LNCaP and DU-145),
only inhibiting at the highest concentration tested (25 and 50 uM) [33,58-60]. Furthermore,
atranorin was found to be ineffective as a topoisomerase I inhibitor [61]. Finally, in human
lymphocytes, atranorin did not cause clastogenic and antiproliferative effects [16].

Atranorin participates in processes such as neuroprotection, acting as a neurotrophic
and proneurogenic agent (131.73 um in neurite outgrowth at 5 uM). Moreover, this
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compound stimulated neurotrophic genes (brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and
nerve growth factor (NGF) expression) [62].

Previous studies focused on the effects of atranorin alongside irradiation (360-366 nm),
as evidenced in the inhibition of 8-methoxypsoralen (MOP)-human serum albumin (HSA),
photobinding by 20.1%, and also as revealed in the significant hemolysis in red cell suspen-
sion; it acted as a photoprotective and photohemolytic agent, respectively [63,64].

2.1.2. Baeomycesic Acid

The p-orcinol depside baeomycesic acid, a major secondary metabolite in Thammnolia
spp., was shown to selectively inhibit 5-lipoxygenase (LOX); this seems to be related to its
aromatic ring substitution pattern in positions 4, 1" and 2' [15,65]. However, this com-
pound demonstrated weak activity against 12(S)-lipoxygenase in human platelets [66].
Moreover, this depside presented a slightly antiproliferative potential against cancer cell
lines from several tissues (pancreas, ovary, and colorectal) [65].

2.1.3. Barbatic Acid

Barbatic acid showed antiparasitic activity against the adult worms and larval stages
of Schistosoma mansoni by causing death (ICso value of 99.43 pM), affecting mobility, as
was reflected in movements being presented only in the extremities, and triggering tegu-
mentary damage [18,67]. Moreover, this depside was active against Staphylococcus aureus
and Enterococcus faecalis (both the commercial and the clinic strains), with MIC values of
7.8 to 31.3 ug/mL [68]. This compound also displayed molluscicidal activity against Bi-
omphalaria glabrata at 20 and 25 ug/mL [67].

Furthermore, this secondary metabolite was a potent cytotoxic agent against the lung
cancer A549 cell line, with an ICso value of 1.78 uM, by inducing apoptosis, as shown in
the cell cycle arrest in the G0/G1 phase, the cleavage of PARP, and the activation of
caspase-3 activity [69]. Conversely, this compound was found to have little effect in inhib-
iting the tumor promoter-induced Epstein-Barr virus (EBV), with an ICso value higher
than 100 uM [70]. Finally, in silico studies revealed that barbatic acid is a weak diuretic
agent on the active site of the with-no-lysine kinase 1 (WNK1) domain [71].

2.1.4. Diffractaic Acid

The antimicrobial activities of diffractaic acid were studied against bacteria and
fungi. The inhibition zones in the Staphylococcus aureus and Escherichia coli cultures were
17.25 mm and 12.75 mm, respectively, at concentrations of 1000 ppm, exhibiting a strong
activity (less than the amoxicillin control) [72]. This compound exhibited strong activity
against Fusarium fujikuroi (MIC value of 16 x 102 mg/mL). This activity was higher than
that of the flucytosine, clotrimazole, and ketoconazole drugs and similar to that of am-
photericin B and posaconazole [73]. Furthermore, diffractaic acid was a potent antimyco-
bacterial agent, with an MIC value of 15.6 pug/mL [31].

Diffractaic acid has also been investigated for its analgesic, antipyretic, and anti-in-
flammatory properties. This compound, at a dose of 200 mg/kg, exerted a moderate anal-
gesic effect and a hypothermic effect on normal body temperature in male ddY mice.
However, diffractaic acid did not suppress the fever in mice with lipopolysaccha-
ride(LPS)-induced hyperthermia [14]. Moreover, diffractaic acid inhibited the formation
of LTB4 in polymorphonuclear leukocytes, with an ICso value of 8 pM via a nonspecific
redox mechanism [41].

This secondary metabolite showed a protective effect against indomethacin-induced
gastric ulcers in Wistar rats via increasing the antioxidant capacity (augmented enzyme
activities and reduced glutathione levels and decreased lipid peroxidation) and via sup-
pressing neutrophil infiltration. As an index of the neutrophil infiltration, myeloperoxi-
dase (MPx), and nitric oxide synthase (NOS) activities were used. In gastric mucosal le-
sions, the activities of MPx and inducible nitric oxide synthase (iNOS) were increased.
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Diffractaic acid reduced MPx and iNOS activities and increased constitutive nitric oxide
synthase (cNOS) activity [74].

Several works have focused on studying the cytotoxic activity of diffractaic acid in
different types of tumor cells. This secondary metabolite showed moderate cytotoxicity in
the cells of the nervous system (ICso values of 122.26 mg/L in neurons and ICso values of
35.67 mg/L in glioblastoma multiforme cells) [75]. Moreover, this depside exhibited a cy-
tostatic effect through antiproliferation activity in the human keratinocyte HaCaT cell line,
with an ICso value of 2.6 mM [76]. Furthermore, diffractaic acid demonstrated a significant
cytotoxicity against human breast cancer (MCF-7 cell line), human epithelial carcinoma
(HeLa cell line), and human lung cancer (NCI-H460 cell line) at a concentration of 100
ug/mL [77]. In another study, this lichen compound displayed a strong proliferative action
against the colon carcinoma HCT-116 cell line (ICso value of 42.2 uM) and moderate activ-
ity against the breast adenocarcinoma MCF-7 cell line and the cervix adenocarcinoma
HelLa cell line (ICs0 values of 93.4 uM and 64.6 uM, respectively) [78]. In addition, dif-
fractaic acid was found to be a moderate inhibitor of thioredoxin reductase [79]. Likewise,
this compound was found to have little effect in inhibiting the tumor promoter-induced
Epstein—-Barr virus (ICso value of > 100 uM) [70].

All these studied activities led the investigation of new formulations that reduce the
cytotoxicity of the treatment with diffractaic acid. The encapsulation of the compound
with 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin on PLC microspheres improved its solubility and
reduced the cytotoxicity in monkey kidney fibroblasts (Vero cells) [80].

2.1.5. Divaricatic Acid

Divaricatic acid has resulted in being an effective antimicrobial agent against Gram-
positive bacteria, with MIC values ranging from 7.0 ug/mL for Bacillus subtilis to 64.0
ug/mL for Staphylococcus aureus, highlighting its therapeutic role in methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) infections. Moreover, this compound showed anti-Candida
activity (MIC value of 20 pug/mL) [81]. Divaricatic acid, which is the major compound of
the ether extract of the lichen Ramalina aspera, showed molluscicidal activities against Bi-
omphalaria glabrata and cercaricidal activities against Schistosoma mansoni [82]. In another
study, Silva et al. also demonstrated the antiparasitic properties of divaricatic acid against
Schistosoma mansoni worms by affecting motility and viability (ICs0 100.6 uM). Indeed, this
compound resulted in being not cytotoxic against human peripheral blood mononuclear
cells, suggesting that it is safe for humans [83].

Cytotoxic activities were also investigated in UACC-62 human and B16-F10 murine
melanoma cancer cells and NIH/3T3 fibroblasts using a sulforhodamine B assay. This dep-
side exhibited strong activity against UACC-62 (Glso 7uM) and B16-F10 cells (Glso 11.3 uM),
being more selective against melanoma cells than 3T3 normal cells (GIso 37.3 uM) [59].

2.1.6. Evernic Acid

Evernic acid acts as an antimicrobial agent, inhibiting the growth of Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Candida albicans (MIC values from 0.98
to 125 ug/mL) [84]. In deepening the mechanism of these effects, it was observed that the
virulence of the Gram-negative opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa was re-
duced by inhibiting quorum sensing on diverse Pseudomonas aeruginosa strains (54% of gfp
expression of lasB-gfp and 50% of rhlA-gfp at a concentration of 116 uM). These genes are
essential in the process because they encode the virulence factors elastase and rhamno-
lipids [23]. In another study, this depside diminished the maturation and growth of Can-
dida albicans biofilms (Minimal Biofilm Inhibition Concentration (MBICso) < 12.5 pug/mL))
[85]. Moreover, this lichen compound displayed activity against the liver stage of the ma-
laria parasite Plasmodium, targeting the fatty acid synthesis (FAS)-II pathway [86].

In another study, Férnandez-Moriano et al. investigated the neuroprotective activity
of evernic acid, based on its antioxidant properties, in a model of oxidative stress, which
was hydrogen peroxide-induced in astrocytes and neurons. This compound increased cell



J. Fungi 2023, 9, 116

17 of 31

viability and reduced/oxidized the glutathione (GSH/GSSG) ratio and antioxidant en-
zymes expression. Moreover, evernic acid reduced lipid peroxidation, intracellular ROS
overproduction, protein carbonyls content, and caspase-3 activity. The activation of the
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) pathway contributes to this neuropro-
tection [87]. Neuroprotective effects were also shown in an MPTP-induced Parkinson’s
disease model. Hence, evernic acid inhibited apoptosis and mitochondrial dysfunction,
and it reduced oxidative stress in primary neurons. Moreover, a reduction was demon-
strated in motor dysfunction and in dopaminergic neuronal death and astroglia activation
using a C57BL/6 mouse model [88].

In terms of cytotoxic activities, evernic acid showed low cytotoxicity for the malig-
nant mesothelioma cell line (MM98), the vulvar carcinoma cell line (A431), and the human
keratinocyte cell line (HaCaT). There was also no effect on the stimulation of cell migration
as measured by scratch healing assays in HaCaT [89]. Contrary to these data, evernic acid
demonstrated strong cytotoxic activity at 25 and 50 pg/mL concentrations in a HeLa cell
line and a reduction in A549 cancer cell proliferation (at 12.5, 25, 50, and 100 pug/mL). These
depside concentrations were studied in healthy HUVEC cells with no toxic results, mak-
ing this a good candidate for cancer treatment [90,91]. Evernic acid was also investigated
against glioblastoma multiforme (GBM) cancer using A-172 and T98G cells, with moder-
ate activity in A-172 cultures (ICso 33.2 pg/mL). Multiple targets play a significant role in
brain tumors, such as an immunosuppressive environment, inflammation, the degrada-
tion of hyaluronic acid, oxidative stress, and acetylcholine cholinesterase. Evernic acid
also showed an inhibitory activity against indoleamine-2,3 dioxygenase 1 (IDO1), COX-2,
hyaluronidase, and butyrylcholinesterase [92]. It should be also noted that evernic acid is
a moderate inhibitor of tumor promoter-induced Epstein—-Barr virus activation (64.6% of
an inhibitory effect at a concentration of 50 uM) [71]. Finally, regarding the toxicity of this
compound, in silico prediction tests showed no mutagenic effects, no tumorigenic effects,
no reproductive alterations, and no irritant effects [84].

2.1.7. Isolecanoric Acid

Isolecanoric acid has shown a prolonged antioxidant action. Based on the antioxidant
properties, de Pedro et al. investigated its protective role in two neurodegenerative dis-
eases models (L-BMAA for the Amyotrophic lateral sclerosis model and rotenone for the
Parkinson’s disease model) in the human dopaminergic neuroblastoma SH-SY5Y cell line.
Pretreatments with 10 and 25 pM of isolecanoric acid prevented mitochondrial dysfunc-
tion by decreasing the mitochondrial membrane potential (AWm), reduced oxidative
stress by attenuating the ROS production, attenuated early and late apoptosis, and inhib-
ited glycogen synthase kinase-3 beta (GSK3[3) and casein kinase I (CK1) [93].

2.1.8. Lecanoric Acid

Lecanoric acid is of interest as an antimicrobial and antihelmintic agent since it in-
hibits 100% of Gram-negative bacteria Aliivibrio fischeri, and it causes 80% mortality in
nematode Caenorhabditis elegans at 100 ug/mL [4]. Moreover, lecanoric acid was active as
an antimicrobial agent against a wide variety of bacteria and fungi, with MIC values of
0.5 to 1 mg/mL [24].

The antioxidant properties of this compound are controversial according to the stud-
ies. Therefore, according to Ristic et al., lecanoric acid showed a slight antioxidant capac-
ity, as evidenced in the DPPH assay (ICso value of 424.5 ug/mL) and the reducing power
assay (0.0165 to 125 pg/mL) [24]. Jayaprakasha et al. also showed that this compound had
weak-moderate antioxidant activity (36% antioxidant activity at 500 pg/mL using the
beta-carotene-linoleate model system) [48]. However, according to Thadhani et al., leca-
noric acid has good antioxidant activity compared to other lichen substances [superoxide
radical (SOR) test (ICso value of 91.5 pumol), DPPH (ICso value of 34 pimol), and nitric oxide
radical (NOR) test (IC50 value of 53.5 pumol)] [94].
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Studies on the cytotoxic activity of lecanoric acid showed that this depside has mod-
erate activity against colon HCT116 cancer cells and reduced cell colony formation by de-
creasing Axin2 expression and M phase arrest (downregulation of CDK1, upregulation of
cyclinB1 and pH3) [95,96]. Lecanoric acid also exhibited slight activity against human lar-
ynx carcinoma Hep-2 cells, human breast carcinoma MCF7 cells, human kidney carci-
noma 786-0 cells, murine melanoma B16-F10 cells (ICso values > 50 ug/mL), Hela cells (ICso
value of 124 pg/mL), and A549 cells and LS174 cells (ICs0 value of 200 pg/mL) [24,97].
Moreover, lecanoric acid was an effective thioredoxin reductase inhibitor for cancer ther-
apy, even more effective than the common antitumoral drugs such as doxorubicin and
cisplatin [79].

Finally, in vitro studies revealed that lecanoric acid exhibited effective a-glucosidase
inhibitory activity (85.9% of inhibition) with an ICso value of 350 pM [98] and moderate
protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) inhibitory activity (ICso 31 uM) [99].

2.1.9. Methyl Evernate

Methyl evernate has displayed antimicrobial activity against bacteria and fungi and
is especially active against Bacillus cereus (MIC value of 0.125 mg/mL) and Candida albicans
(MIC value of 0.25 mg/mL). Furthermore, methyl evernate had low DPPH radical scav-
enging activity (ICso value of 391.57 pg/mL) and higher reducing power than acetone ex-
tracts of Ramalina spp. [24]. Moreover, this depside inhibited the cancer cell growth of the
human epithelial carcinoma Hela cell line (ICs0 value of 46.45 pg/mL), the human lung
carcinoma A549 cell line (ICs value of 76.84 ug/mL), and the human colon carcinoma
LS174 cell line (ICs0 value of 161.37 pg/mL).

2.1.10. Olivetoric Acid

Olivetoric acid has antimicrobial activity against a wide range of bacteria, yeast, and
fungi. This compound was active against 12 of 15 species of bacteria and yeast (it was
inactive in Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and Pseudomonas syringae) and
against 7 of 11 species of fungi (it was inactive against Alternaria citri, Alternaria tenuissima,
Aspergillus niger, and Gaeumannomyces graminis) [100].

Olivetoric acid showed slight to moderate antioxidant properties in cultured human
amnion fibroblasts (total antioxidant capacity value of 20.79 mmol Trolox equivalent/L)
and in cultured human lymphocytes (HLs) (total antioxidant capacity value of 3.79 mmol
Trolox equivalent/L) [16,101]. Finally, olivetoric acid induced cytotoxicity and genotoxi-
city against the glioblastoma multiforme US87MG cell line (ICso value of 17.55 mg/L) and
primary rat cerebral cortex (PRCC) cells (ICs0 value of 125.71 mg/mL) via oxidative stress-
induction, as evidenced by the lactate dehydrogenase (LDH) activity and oxidative DNA
damage [102]. Moreover, concentrations of 100-400 mg/L of olivetoric acid showed activ-
ity against human hepatocellular carcinoma cells (HepG2) and the upregulation of the
pro-apoptotic genes, BAK, CASP6, CASP7, CASP8, FADD, FAS, and FASLG [103]. Fur-
thermore, this depside has resulted in being of interest as anti-angiogenic agent, as evi-
denced by its ability to prevent rat adipose tissue endothelial cell (RATECs) cell prolifer-
ation by disrupting microtubules and inhibiting actin polymerization [104].

2.1.11. Perlatolic Acid

Perlatolic acid has good antimicrobial properties against methicillin-resistant Staph-
ylococcus aureus strains, with an MICe value of 32 pug/mL, and it showed a synergic action
with gentamicin and an antagonism action with levofloxacin [105].

This compounds also exerted neurobiological processes such as neuroprotection,
neurotrophicity, and neurogenesis. Hence, this depside acts as a neurotrophic and pro-
neurogenic agent (125.34 um in neurite outgrowth at 0.5 uM) by inducing the upregula-
tion of neurotrophic genes (BDNF and NGF). This neurotrophic activity is also related to
the increased histone acetylation of H3 and H4 protein in a mouse neuroblastoma
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(Neuro2A) cell line. Moreover, this secondary metabolite was a potent acetylcholinester-
ase (AChE) inhibitor (ICs 6.8 uM) [63]. Moreover, in silico, in vitro, and in vivo studies
have shown that perlatolic acid is a potent anti-inflammatory compound by inhibiting
microsomal prostaglandin E2 synthase-1 (ICs0 0.4 pM), 5-lipoxygenase (ICs0 1.8 pM for
cell-based assay and ICs0 0.4 uM for purified enzyme), tumor necrosis factor alpha-in-
duced nuclear factor kappa B (ICs0 7 uM), and leukocyte recruitment [106,107]. Further-
more, perlatolic acid showed slight to moderate immune-modulating properties in cul-
tures of peritoneal macrophage cells from mice, as evidenced in a significant increase in
hydrogen peroxide release and a slight increase in nitric oxide (NO) release activity [108].

2.1.12. Ramalic Acid/Obtusatic Acid

Ramalic acid/Obtusatic acid was active as an antimicrobial agent against five bacteria
and ten fungal species with MIC values from 0.125 to 1 mg/mL [24]. Moreover, this dep-
side showed slight to moderate antioxidant activity (DPPH radical scavenging activity
with ICso value of 324.61 ug/mL and reducing power of 0.0142 at 125 ug/mL) [24]. Fur-
thermore, ramalic acid/obtusatic acid showed weak to moderate cytotoxic activity against
the human epithelial carcinoma (Hela) cell line, the human lung carcinoma (A549) cell
line, and the human colon carcinoma (LS174) cell line with ICso values of 43.24 ug/mlL,
93.98 ug/mL, and 74.28 ug/mL [24]. On the other hand, this secondary metabolite was
inactive as an inhibitor of LTB4 production via non-mediation by redox reactions and as
an antiproliferative agent against the human keratinocyte HaCaT cell line [41,76].

2.1.13. Sekikaic Acid

Sekikaic acid displayed maximum antimicrobial activity against Escherichia coli (78% in-
hibition), moderate activity against Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, and Streptomy-
ces viridochromogenes (60%, 50%, and 55% inhibition, respectively), and low activity against
Bacillus subtilis (15% inhibition) [109]. In addition, sekikaic acid acts as a potent antiviral agent
against a recombinant strain rg respiratory syncytial virus (ICs 5.69 pg/mL) and a respiratory
syncytial virus A2 strain (ICso 7.7 pg/mL) by interfering with viral replication at a viral post-
entry step. Its antiviral action is even higher than the reference compound ribavirin [110].
Moreover, sekikaic acid has good antioxidant properties, as revealed by hydroxyl radical as-
say (ICso value of 41.5 pg/mL), ferric ion assay (ICso value of 42.0 ug/mL), DPPH assay (ICso
value of 11.24 pg/mL; ICso value of 32.6 pumol), and SOR assay (ICs value of 82.0 pumol); this is
attributed to the three hydroxyl groups of its structure [94,109,111]. In vivo studies demon-
strated that this depside has antidiabetic activity by inhibiting digestive enzymes (a-gluco-
sidase and a-amylase) and by reducing plasma glucose levels (44.17%) in a streptozotocin-
induced type 2 diabetic albino rat model [111]. Regarding its cytotoxicity activity, sekikaic acid
was inactive against A2780 ovarian and MCF-7 breast cancer cell lines [112].

2.1.14. Squamatic Acid

Squamatic acid showed weak antimicrobial activity against Staphylococcus aureus
(MIC =1250.0 mg/mL) [113]. Moreover, this compound displayed a weak antiproliferative
effect on prostate cancer PC-3 cells (IGso value of > 200 uM) [114].

2.1.15. Thamnolic Acid

Thamnolic acid showed antimicrobial activity against fungi (Alternaria alternata, Asper-
gillus fumigatus, and Sclerotium rolfsii, with MIC values of 400, 400, and 200 pg/mL, respec-
tively), yeast (Candida krusei, with an MIC value of 400 pug/mL), and bacteria (Bacillus cereus,
Bacillus subtilis and Proteus vulgaris, with an MIC value of 400 pug/mL, and Listeria monocyto-
genes and Micrococcus luteus, with an MIC value of 200 pg/mL) [115]. On the other hand, this
depside showed weak antiproliferative activity in prostate cancer cells (ICso value of > 200
uM) [114].
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Table 1. Pharmacological activity of lichen depsides.

T f
Depside Botanical Origin Sytrl’lii; Experimental Model Activities Results References
. e Inhibition of COX-1 (ICs0 45 puM).
P 1 h
armotrema saccatilobunm In vitro Cyclooxygenase inhibition Analgesic  Inhibition (40%) of COX-2 ranging between 17 [40]
(Taylor) Hale assay

ug/mL and 0.17 pg/mL.

Acetic acid-induced writhing test—200 and
400 mg/kg (p.o.)—reduction (p < 0.05) ab-
dominal writhing by 52.6 and 61.3%, com-
Cladina kalbi. (Ahti)  In vivo Male Swiss mice Analgesic pared to control. [42]
Formalin test—200 and 400 mg/kg (p.o.) inhi-
bition inflammatory processes (second phase)
dose dependently.

Inhibitory effect in formalin- and capsaicin-in-
Atranorin . duced orofacial pain tests.
Analgesic .. :
Anti-inflammatory effects in the acute model

Cladina kalbi. (Ahti)  In vivo Male Swiss mice Anti-inflamma- . . . . [43]
tor of inflammation (leukocyte migration to the
y peritoneal cavity), carrageenan- and arachi-
donic acid-induced paw edema in rats.
. N-substituted hydrazide derivatives of
a-Glucosidase assay atranorin, more potent inhibition than the
In vitro HEK293 (Human embry- . . ! P g
- . . . Antidiabetic original. [44]
Insilico  onic kidney cell line) L
. . Weak or no cytotoxicity toward HEK293 cell
Docking studies .
line.
Parmelia nepalensis In vitro Polymorphonuclear leuko- Anti-inflamma- Inhibition of LTB4 biosynthesis via non-redox [41]

(Taylor) cytes tory mechanism.
Chloroquine-resistant W-2
and two field isolates

Good activity against all parasite strains

Kigelia africana (Lam.) -y, (CAMIO0and SHEG of oo il (IC50 <5 M). [36]
Benth Plasmodium falciparum Cytotoxicity at high concentrations
LLC/MK2 monkey kidney Y ty & ’
cells
Lo Multidrug-resistant Parasite lactate dehydrogenase assay
Kigel Lam.
1gena ug;iﬁ’;lu (Lam.) In vitro W2mef strain of Plasmo-  Antimalarial (IC50 1.78 uM). [37]
dium falciparum Synergistic effects with artemether.
Homalia trichomanoides In vitro Candida albicans Antimicrobial Minimum inhibitory doses of 2.0 ug. [29]

(Hedw.) B.S. G.

Sclerotium rolfsii, Rhi-

zoctonia solani, R. bataticola,

Parmelia reticulata Maximum antifungal activity against Sclero-

Atranorin (Taylor) In vitro Fu;:;;bz;::i:‘:;l;iy;ﬁzlm Antimicrobial tium rolfsii (EDso: 39.70 pug/mL). (301
Pythium debaryanum
Gram-positive bacteria:
Bacillus cereus, Bacillus sub-
tilis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Lis-
Cladonia folz'.ucea In vitro teria monqcytogenes . Antimicrobial Low activity with high MIC values (15.6 ug to 27]
(Huds.) Willd Gram-negative bacteria: 500 pg per disk against 107 cells).
Proteus vulgaris, Aeromonas
hydrophila.
Fungi: Candida albicans,
Candida glabrata
Parmotrema dilatatum
(Vain) Hale, In vitro Mycobacterium tuberculosis Antimicrobial Low-activity compound (MIC value 250 [31]
Parmotrema tinctorum ug/mL).
(Nyl.) Hale
_ Methicillin-resistant Staph- o . Effective ir% courfteljacting adh.esion to pol.ysty—
- In vitro ylococeus aureus strains Antimicrobial  rene, against biofilm formation and against [28]
Atranorin MRSA.
Stereocaulon alpiniim In vitro Mycobacterium aurum Antimicrobial Low-activity MIC values >/=125 ug/mL. [32]

Laurer. strains




J. Fungi 2023, 9, 116

13 of 31

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterial multidrug-

Inactive against mycobacterial strains MIC

Usnea laevis Nyl. Invitro resistant (MDR) strains ~ Antimicrobial values > 200 ug/mL [33]
(MDR-A8, MDR-V791, ues = 20U Hg/mi
MDR-R, MDR-40)
TRAP assay: 1-100 pg/mL significant antioxi-
TRAP, TAR, TBARS, hy- dant effects (dosr.a-dfz}')endent): .
. . TAR assay: 100 pg/mL significant antioxidant
droxyl radical scavenging capacity
activity, nitric oxide scav- ) ’ .
Cladina kalbii Ahti ~ Invitro  enging activity, CAT- Antioxidant TBARS:0.1 t? 100 Hg/@L ,AAPH induced [47]
. - lipoperoxidation.
SOD-like activity. No hydroxyl radical/nitric oxid i
SH-SY5Y neuroblastoma © fydroxy’ racical/mitric oxide scavenging
cell line activity.
Increase (1 ) H202 formation in vitro 1 super-
oxide degradation.
PP
Parmotrema austrosinense In vitro A ti—l'D ! H asisgy «i-  Antioxidant 1Cs0: 100 pg/mL. (34]
(Zahlbr) Hale 10 Anuminoleicacid pero nhoxidan ICs0: 116 pg/mL.
dation activity
1 radical- - lite (11. ivi
Hypotn.i.chyna revoluta In vitro Hydroxy radl?a} scaveng- .- idant Metabolite (11.8 mg) same activity as Trolox (1 [46]
(Florke) Hale ing activity mg).
- 1
Parmotrema stuppeum In vitro Beta-carotene-linoleate Antioxidant 14% of antioxidant activity at 200 ug/mL. [48]
(Taylor) Hale model system
Piroplasm parasites: Babe-
sia. bovis, Babesia bigemina,
Babesia divergens, Babesia . Lo .
caballi. and Theileria eaui Suppression of multiplication: IC s0 (B. bovis):
In vitro Host ’ £ viropl 1 ) 98.4 uM, ICso (B. bigemina): 64.5 uM, ICso
- VIO 70818 O PITOPIasm Para~ .y barasitic  (B. divergens): 45.2 uM, ICso (B. caballi): 46.6 [38]
sites: human foreskin fi- .
uM, ICso (T. equi): 71.3 pM.
broblasts (HFE), mouse Reduce ( | ) Cell viabilit
embryonic fibroblast v
(NIH/3T3) Madin-Darby
bovine kidney (MDBK)
BALB/c mice inf
- In vivo je e i ?CtEd by Anti-parasitic | B. microti multiplication in mice by 68.17%. [38]
B. microti
| Clonogenic ability of carcinoma.
1 Apoptosis associated with the activation of
At . Normal mammary epithe- caspase-3 and PARP cleavage in 4T1 cells.
ranorin In vi lial NMuMG cells Antit 1 1 Depletion of Bcl-xL protein in 4T1 cells. 57
nvivo BALB/c mice with T1-in- nittumora Longer survival time, reduced tumor size, and [57]
duced cancer disease higher numbers of apoptotic 4T1 cells.
Normal NMuMG cells are less sensitive to
ATR.
nhibiti
Stereospermum acumina- . Urease in 1}.:)1t1.on a s‘s.ay . . Excellent urease inhibition ICso (18.2 uM).
.. In vitro Chymotrypsin inhibition Antiulcerogenic e [45]
tissimum K. Schum. assay No a-chymotrypsin inhibitory effect.
Interf ith the lifecycle of hepatiti i
Stereocaulon evolutum .. HCV grown in Huh-7.5.1 .. nter eres‘ Wl,t ,t. e eeye co epatitis C virus
In vitro . . Antiviral (HCV), inhibiting only viral entry (ICso: 22.3 [35]
Graewe. human hepatic cell line M)
Docking studies with Molecular docking studies interaction: Akt >
Parmotrema rampoddense In silico breast cancer oncoproteins Cvtotoxic Bax, Bcl-xL and Bcl-2 > Bcl-w proteins. [49]
(Nyl.) Hale In vitro MDA MB-231 and MCF-7 Y ICs0 (MDA MB-231) = 5.36 uM; ICs0 (MCE-7) =
(breast cancer cell lines) 7.55 uM.
Everniastrum vexans } Lung cancer cell motility and tumorigenesis
(Zahlbr. ex W.L. Culb. In vitro ** 00 (man lung cancer o, ie by affecting AP-1, Wnt, and STAT signaling  [50]
cell line) . .
and C.F. Culb.) and suppressing RhoGTPase activity.
11 h L in all cell li
. SKHep1 and Huh-7 (epi- | Cell growth at 80 ug/mL in all cell lines
Atranorin ) . . . Cell cycle attenuated.
Stereocaulon caespitosum ., thelial carcinoma cell line) . .
. In vitro . Cytotoxic 1 Cell death through necrosis. [51]
Redinger SNU-182 (primary cancer . . .
. | Metastatic potential by suppression of cell
cell line) . . . .
migration and invasion.
) In vitro HTB-140 (melanoma cell Cytotoxic | Cancer cell proliferation, migration, and ac- (52]

line)

tin cytoskeleton organization.
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DU-145 and PC-3 (prostate
cancers) normal human
skin fibroblasts
PNT2 (prostate epithelial
cell line)
Hypogymnia physodes Human lymphocytes- cy- No significant clastogenic and antiprolifera-
In vitro tochalasin-B blocked mi- Cytotoxic . . [16]
(L.) Nyl tive effects on selected concentrations.
cronucleus (CBMN) assay.
Loss in the mitochondrial membrane poten-
A2780 (human ovarian tial.
. cancer cell line) . 1 caspase-3 activation (only in HT-29 cells)
) In vitro HT-29 (human colon can- Cytotoxic andpphosphatidylserine e};ternalization. (561
cer cell line) 1 ROS/RNS.
1 PARP, p53, Bcl-2/Bcl-xL, Bax, p38, pp38.
A2780 (human ovarian
carcinoma)
HCT-116 p53+/+ and HCT-
116 p53-/- (human colon
HeLa (}fiﬁf\?r?::iix ade- .Cytotoxicity agai.nst all cell .lines e>.<cept
. against HeLa (especially effective against HL-
nocarcinoma) 60 cells (50 M).
SK-BR-3 (human breast e s
. . . . Clonogenic inhibition ability of all tested tu-
Atranorin - In vitro adenocarcinoma) Cytotoxic [55]
HL-60 (human promyelo- mor cells.
) . Accumulation in S-phase at expense of G1/G0-
cytic leukemia) phase.
HT-29 (huma.m colon ade- Lower incidence in p53-deficient cells.
nocarcinoma)
Jurkat (human T cells lym-
phocyte leukemia)
MCEF-7 (human breast ade-
nocarcinoma)
Inhibition proliferation, invasion, angiogene-
sis, and tumorigenicity of CD44+/CD24+.
1 Oxidative stress. 1 Fe?* accumulation/ferrop-
tosis.
. GCSCs (gastric cancer . Increase mRNA encoding apoptosis factors,
Atranorin ) In vitro stefr;n cells) Cytotoxic COX-2 lex%elz ’ [54]
SPION Inhibition GCSC markers and GPX4,
NCOA4.BRF2, CD98.
Downregulation mRNA hm5C modification
levels.
. Sy Cytotoxic Smaller tumors in weight and volume.
) Invivo  NOD-scid mice Antitumor Inhibition GPX4 and SLC7AI1. [54]
BaczdzaLsatrzﬁgu LM In vitro AS75 (HZISI;;T; cancer Cytotoxic Low inhibition (only high concentrations) [55]
Parmotrema dilatatum . UACC-62 and BI6-F10 . ICs0: 250 pg/mL.
. In vitro (melanoma cells) Cytotoxic . . [59]
(Vain.) Hale Low cytotoxic effects on all the cell lines.
3T3 (normal cells)
Androgen-sensitive
Bacidia stipata 1. M. . LNCaP) and androgen-in- . Lower activity inhibiting cancer cells only at
Lan]ib. In vitro (sensitive (DU-145) Euman Cytotoxic higher conycentrationi (25 and 50 pM).y [60]
prostate cancer cells.
Atranorin Ramalina glaucescens In vitro P3ss rnurme. leukemia cell Cytotoxic Moderate activity against (ICso of >33 pM). [53]
Kremp. line
. . Human acute monocytic R I1Cs0: 286.13 ug/mL.
Usnea lacvis Nyl. In vitro leukemia cell line (TH}II’-l) Cytotoxic Low cytotoxic effects gﬁ macrophages. 1331
. In vitro Calf thymus DNA DNA-interacting ATR a.cts‘ a? effective DNA—inteFacting agent. (61]
agents No inhibitory effect on Topo isomerase L.
. Second and third ms‘tar Larvicidal activ- LC (50) values: 0.52 ppm.
- Invitro larvae of the mosquito ity LC (90) values: 5.93 ppm. [39]
Culiseta longiareolata
Usnea articulata (L)~ Invitro Neuro2A (mouse neuro- Neuroprotective Neurotrophic activity (131.73 um at 5 pM). [62]

Hoffm.

blastoma) cell line
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Ex vivo Primary neural stem or Gene expression of BDNF and NGF modula-
progenitor cells tion.
Significant hemolysis in a red cell suspension
Umbilicaria antarctica Invitro  Red cell suspension  Photohemolytic after irradiation of 'atranorm with 366 nm [64]
Frey and I. M. Lamb. light.
Higher in presence of nitrogen.
Umbilicaria antarctica Inhibition of 8-MOP-hu- Atranorin (10 mM) and irradiation (360 nm)
rieart "’ Invitro  man serum albumin Photoprotective  inhibited photobinding to HSA by 20.1%. [63]
Frey and I. M. Lamb. o
(HSA) photobinding.
Moderat th stimulati tivity in t
_ Parmotrema austrosinense . Bacterial strain Lactobacil- Probiotic bacte- o o c oro W U SHMUAIE activity In ferms
Atranorin In vitro . . of increased dry matter of biomass (41.1 mg) [34]
(Zahlbr.) Hale lus casei ria .
of L. casei.
Thammolia subuliformis . Porcine' leucocytes . ' Potent 5-lipoxygenase inhibitor (ICso = 8.3
In vitro Sheep seminal vesicle mi- Cytotoxic uM). [15]
(Ehrh.) W. Culb. . .
crosomes Inactive against COX.
Th”"zgil;”; ;’1’:::‘1”’”5 Invitro  Human platelets Cytotoxic Weak 12(S)-LOX inhibitor (14.7+/-2.76%). [66]
AGS (stomach cancer cell
line)
Capan-1, Capan-2 and
PANC-1 (pancreas cell
Baeomyce- lines)
sic acid HL-60, K-562 and JURKAT
. . . (blood cancer cell lines) . . . . .
Thamnolia vermicularis . . Slight anti-proliferative activity.
(Sw.) Schaer. Invitro NCI-H1417 (.lung cancer Cytotoxic Selective 5-LOX inhibitor. [65]
cell line)
NIH: OVCAR-3 (ovary
cancer line) PC-3 (prostate
cancer cell line)
T47-D (breast cancer line)
WiDr (colorectal cancer
cell line)
Staphylococcus. aureus MIC values: S. aureus (NEWP0023) =31.3
. . NEWP0023 . .
Cladonia borealis Sten- . . . ., ug/mL; S. aureus (clinic)=31.3 pg/mL; E. faecalis
ro0s Invitro  Enterococcus. faecalis Antimicrobial (NEWP0012) = 7.8 ug/mL; E. faccalis (clinic)= [68]
(NEWP0012) Escherichia. 313 /s E. ol
Barbati coli (NEWP 0022) - Hgm '
AN Cladia longissima (Sw.) . Adult worms of Schisto- . - Schistosomicidal effect (death, tegumentary
acid In vitro . Antiparasitic . . [18]
Nyl. soma mansoni damages, and changes in mobility).
Adult mollusks of Bi- Molluscicidal activity against B. glabrata at 20
Cladia longissima (Sw.) . omphalaria glabrata Antiparasitic and 25 ug/mL. Schistosomicidal effect against
In vitro . . . . . [67]
Nyl Cercariae of Schistosoma ~ Antimolluscal  the parasite S. mansoni at the second larval
mansoni stage (1 ug/mL after 60 min of exposure).
Pro- ic eff 1 lati
Usnea longissima Ach. In vitro A549 (lung cancer cell line) ~ Cytotoxic ro-apoptotic ¢ ect (GO/G1 accumulation and [69]
poly ADP-ribose polymerase cleavage).
B i light inhibi f -i
arb.anc Usnea longissima Ach  In vitro Tissue culture Cytotoxic Slight in ‘1b1tor ° tjumor promofer 1f1duced [70]
acid Epstein-Barr virus (EBV) activation.
Pyrrosiap etz(.Jlosa (Christ In silico W1th—n0—ly§1ne 1 (WNKD) Diuretic Weak diuretic potential. [71]
Ching. kinase
Male ddY mice
Lipopolysaccharide (LPS)-
i h hermi Hypothermic eff; f 2 k
. ‘ . induced (hyperthermia Analgesic and ypothermic effect (dose of 200 mg/kg) on
Usnea diffracta Vain.  In vivo model) antiovretic normal body temperature. [14]
Acetic acid-induced writh- Py Analgesic effect (dose of 200 mg/kg).
ing and tail-pressure
Diffractaic method (analgesic model)
acid Parmelia nepalensis
(Taylor) In vitro Polymorphonuclear leuko- Anti-inflamma- Inhibition of LTB4 biosynthesis by specific en- [41]
Parmelia tinctorum v cytes tory zyme interaction.
Despr. Ex Nyl
Gram-positive bacteria: Antibacterial.
Usnea blepharea Motyka In vitro P " Antimicrobial Strong inhibition at 750 and 1000 ppm concen- [72]

Staphylococcus aureus, .
tration.
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Gram-negative bacteria:
Escherichia coli

Antifungal. MIC 16 x 10 mg/mL.

- In vitro Fusarium fujokuroi Antimicrobial Similar to amphotericin B, isovuconzole, [73]
terbafine, voriconazole.
Usnea subcavata Anti-tubercular activity.
(Motyka) In vitro Mycobacterium tuberculosis Antimicrobial High active compound (MIC value 15.6 [31]
pg/mL).
Significant gastroprotective effect.
Albino Wistar rat | SOD and G actvies and GSHifevel
Usnea longissima Ach  In vivo Indometh.acm—.mduced Antiulcerogenic | myeloperoxidase and inducible NOS [74]
gastric lesions (iNOS) activities t constitutive NOS (cNOS)
activity.
U87MG (glioblastoma ICs0 value (PRCC) = 122.26 mg/L.
. multiforme cell line) . 1Cs0 value (U87MG) = 35.67 mg/L.
) In vitro PRCC cells (neurons from Cytotoxic High antioxidant capacity on PRCCg cells (10 73]
Sprague Dawley? rats) mg/L).
Parmelia nepalensis
. . (T-ayllor) In vitro HaCaT (human. keratino- Cytotoxic Inhibition cell growth (I.ij,o values of '2.6 mM). 76]
Diffractaic ~ Parmelia tinctorum cyte cell line) No changes on LDH activity, cytostatic effects.
acid Despr. ex Nyl
HeLa (human epithelial
carcinoma cell line)
Usnea aciculifera Vain. In vitro Tﬂ;ﬁtﬁfﬂﬁgﬁ C1111:I_17g Cytotoxic Strong CytOtOXlC(fg(t;;lg;Igijt all cell ines [77]
(human breast cancer cell
line)
MCEF-7 (breast adenocarci- . . .
noma cell line) Cytotoxic effects in a concentration-dependent
. . . manner (2.5-100 uM).
Protousnea magellanica .. HeLa (cervix adenocarci- . . .
(Mont.) Krog In vitro noma cell line) Cytotoxic No 1r1c.rease 1ntFacelllul.ar.ROS. level. [78]
. No prevention of oxidative injury induced by
HCT-116 (colon carcinoma t-butylhydroperoxide in HeLa cells.
cell line)
.. Mitochondrial TrxR puri- . Moderate inhibitory effect on Thioredoxin re-
- In vitro . Cytotoxic [79]
fied from rat lung ductase (TrxR).
Diffractaic Usnea longissima Ach  In vitro Tissue culture Cytotoxic Shgg;;?;f_lgo:r:i?iiggig?g;?;ﬁifced [14]
acid t Caspase-2, Csp-8, Csp-9, and Csp-3 activa-
Usnea longissima Ach I vivo Titanium—implanted rab-  Proapoptotic tio.n.. t Sjcrong myeloper(.)x.i(%ase and induci.ble [116]
bits agent nitric oxide synthase activities. ¥ SOD activ-
ity and total glutathione level.
Gram-positive bacteria:
Staphylococcus aureus, En-
terococcus faecium, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus,
Streptococcus epidermidis,
Streptococcus mutans Effective against Gram+ bacteria (MIC values
Evernia mesomorpha Nyl. In vitro Gram-negative bacteria: ~ Antimicrobial ranging from 7.0 to 64.0 ug/mL) and Candida [81]
Escherichia coli, Pseudomo- albicans.
nas aeruginosa, Klebsiella
L pneumoniae, Salmonella
Divaricatic typhimurium, Vibrio vulnifi-
acid
cus
Fungi: Candida albicans
Gram-positive bacteria:
Staphylococcus aureus No antibacterial/antimycobacterial activity.
Gram-negative bacteria: Low antiplasmodial activity.
) In vitro Escherichia coli, Mycobacte- Antimicrobial Low LS activity (ICso =77.3 uM), high BS po- [86]
ria: Mycobacterium tubercu- Antiplasmodial tential (ICs0 = 142.1 uM).
losis Plasmodial FAS-II enzyme (PfFabl and PfFabZ)
Protozoan: Plasmodium inhibition.

berghei liver stage (LS)
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parasites, Plasmodium falci-

parum blood stage (BS)
parasites
- Invitro Pseudomonas aeruginosa ~ Antimicrobial ' Pseudqmonus fwm{g?n.osa virulence fac'tors & [23]
pression by inhibiting quorum sensing.
. . High toxicity against:
Mollusk Biomphalaria gla- . ;
Ramalina aspera Rasanen In vitro brata Cercariae of the hel- Mollusc1c.1d'al adult snails (5 pg/mL) and embryos (20 pig/mL [82]
. ) . and cercaricide after 6 h of exposure)
minth Schistosoma mansoni . .
cercariae (10 pg/mL after 30 min of exposure).
Divaricatic UACC-62 and B16-F10 Cytotoxic against both lines (LCs050.2uM
acid Dirinaria aspera Hasanen In vitro (human and murine mela- Cytotoxic (UACC-?Z) LCs(-) 643.7 Mm (B16-F10). [59]
noma cells) More selective against melanoma cells than
3T3 normal cells normal cells.
. .. PBMCs (peripheral blood . ..
In vit I 200 pM). 2
Canoparmelia texana  In vitro mononuclear cell) Cytotoxic No cytotoxicity (ICso > 200 uM) [82]
. Moderate inhibitor of tumor promoter-in-
jill. Arg. In vit Ti 1 i 7
Cetraria ornata Miill. Arg. In vitro issue culture Cytotoxic duced Epstein-Barr virus (EBV) activation. [70]
Gram-positive bacteria:
E . bri (L) GStuphy locotc.cus};z urteus- ) Inhibition of the growth of all tested microor-
vernia prunastri (L) -y iy, Gramenegativebacteria:  , uoioobial  ganisms (MIC values = from 0.98 to 125 [84]
Ach. Pseudomonas aeruginosa, /mL)
Escherichia coli i ’
. Fungi: Candida albicans
Evernic - PP
. . . Prediction of toxicity risk X X .
acid Evernia prunastri (L.) o .. No mutagenic, no tumorigenic, no reproduc-
In silico based on fragment-based Toxicity . . .. [84]
Ach. . o tive alterations and no irritant effects.
toxicity estimation
Evernia prunastri (L.) . . . . .. . Slow maturation and reduction in biofilms
In vit fil Ant 1
Ach. n vitro Candida albicans biofilms ntimicrobia with MBICs0 <12.5 pig/mL. [85]
Evernia prunastri (L.) In vitro HeLa (Hflman epithelial Cytotoxic Strong cytotoxic and antiproliferative effects [91]
Ach. cervical cancer) (25 and 50 pg/mL).
. . A549 (human lung cancer L .
Evernia prunastri (L.) cells) No significant effects in healthy cells.
Pseudoez;Ler)n;I fufrfumceae In vitro HUVEC (umbilical vein Cytotoxic Decrease in prolii;l;]atio7 Hllr]i )cancer cells (12.5- [90]
) £OPE endothelial cells) H&, )
Reduction A-172 cell viability at 10 uM.
Mildly cytotoxic on T98G cell line.
Anti-IDOL1 (32.8 % inhibition). Anti-COX-2
(50.7%) inhibition. Anti-hyaluronidase activity
Evernia prunastri (L.) Glioblastoma multiforme (IC50600 pg/mL).
rljkch “ Invitro cell line: Cytotoxic Weak antioxidant properties (DPPH (750 [92]
) A-172 and T98G cell lines. pg/mL) CUPRAC (250 pg/mL)) (21.2 % SOD
and 20 % GPx inhibition).
Evernic Inhibition of BChE. (85.9 %) No AchE inhibi-
acid tion.
BBB Permeability (8.6 x 10-6 (cm/s) at 4 h.
U373-MG (human glio- t Cell viability; GSH/GSSG ratio; antioxidant
. . blastoma astrocytoma cell .
Evernia prunastri (L.) . . . enzymes expression.
In vitro line) Neuroprotective L. L . [87]
Ach. I ROS; lipid peroxidation; protein carbonyls;
SH-SY5Y (human neuro- Caspase-3 activity; Nrf2 pathway activation
blastoma cell line) P yi P Y )
Suppression/inhibition MPP+ induced:
- Apoptosis (1 Bcl-2/ | Bax/Caspase-3)
. . . - Mitochondrial Dysfunction
- In vitro Primary neurons Neuroprotective Astrocyte Activation (GFAP expression) [88]
- Oxidative stress ( ¥ ROS production)
- NF-kB Signaling Pathway.
MPTP-induced mouse Attenuation of motor dysfunction
- Invivo  model C57BL/6 mice  Neuroprotective Reduction in dopaminergic neuronal death [88]
Evernic Rotarod and astroglial activation.
acid Evernia prunastri (L) MMO98 (malignant meso-
P “ Invitro thelioma cell line) A431 Wound healing No wound closure effects. [89]

Ach.

(vulvar carcinoma cell
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line) HaCaT (human
keratinocyte cell line)

SH-SY5Y (human dopa-
minergic neuroblastoma
cell line)

GSK3p and CK1 inhibition.

Isoleca- L-BMAA f trophi
soleca Glarea lozoyensis In vitro or amyotropue Neuroprotective { Oxidative stress, mitochondrial damage, [93]
noric acid lateral sclerosis (ALS) .
apoptosis, and cell death.
model and rotenone for
Parkinson’s disease (PD)
model
} In vitro a-Clucosidase Antidiabetic Active aga.mst a-glucosidase (85.9% of inhibi- (98]
tion; ICso value of 350 uM)
Umbilicaria ntdrctica Frey . PTP1B enzyme activity Antidiabetic Moderate inhibition PTP1B activity ICso 31
In vitr o . — [99]
and I. M. Lamb. and kinetic analysis Antiobesity uM.
Gram-positive bacteria:
Bacillus cereus, Bacillus sub-
Lecanoric tilis, Stuphylog}ccus aureus.
acid Gram-negative bacteria:
Melanelia subaurifera Escherichia coli, Proteus mi- Antimicrobial activity against all tested bacte-
(Nyl.) Melanelia fuligi- In vitro rabilis Antimicrobial ria and fungi with MIC values of 0.5 to 1 [24]
nosa (Fr. Ex Duby) Ess Fungi: Aspergillus flavus, mg/mL.
Candida albicans, Mucor.
mucedo, Trichoderma viride,
Cladosporium cladospori-
oides, Fusarium oxysporum
. . Antibacterial activity (100% inhibition at 100
Gram-negative bacteria: M)
. . Aliivibrio fischeri Antimicrobial HEL:
Parmelia cetrata Ach.  In vitro L . - [4]
Nematode Caenorhabditis ~ Antihelmintic . - .
Antihelmintic effect (80% mortality at 100
elegans
pg/mL).
Melanelia subaurifera Slight DPPH scavenging activity (ICso value of
(Nyl.) Melanelia fuligi- In vitro DPPH assay Antioxidant ~ 424.5 pg/mL) and reducing power (0.0165 at [24]
nosa (Fr. ex Duby) Ess 125 ug/mL).
Parmotrema eravanum Superoxide radical (SOR) Good antioxidant activity: SOR assay (ICso
(Hue) I:glalz Invitro  Nitric oxide radical Antioxidant value = 91.5 umol), DPPH (ICso value = 34 [94]
) DPPH assay umol), NOR assay (ICso value = 53.5 umol).
Parmotrema stuppeum In vitro Beta-carotene-linoleate Antioxidant Thirty-six percent of antioxidant activity at 500 (48]
(Nyl.) Hale model system ug/ml.
Lecanoric Colorectal cancer cells Moderate cytotoxic effects against colon
. Hypocenomyce scalaris . (HCT116 and DLD-1) . Y &
acid . In vitro . Cytotoxic HCT116 cells. [95]
(Ach. ex. Lilj Human keratinocytes Ha- . . L
. { Slight Axin2 expression in HCT116 cells.
CaT cell line
Hep-2 (human larynx car-
cinoma cells) MCF7 (hu-
Parmotrema tinctorum man breast carcinoma Slight activity against all tested cancer cell
In vitro cells) 786-0 (human kidney ~ Cytotoxic gt a Y ag [97]
(Despr. ex Nyl.) Hale. . lines (ICso values > 50 pg/mL).
carcinoma cells)
B16-F10 (murine mela-
noma cells)
Hela (human epithelial
Melanelia subaurifera carcinoma cells) A549 (hu- Weak cytotoxic activity against Hela cells (ICso
(Nyl.) Melanelia fuligi- In vitro man lung carcinoma cells) ~ Cytotoxic value of 124 ug/mL) and against A549 and [24]
nosa (Fr. ex Duby) Ess LS174 (human colon carci- LS174 cells (ICso0 value of 200 pg/mL).
noma cells)
Inhibition cell colony formation already at
0.03 pg/mL. Induction of a G2 cell cycle block.
. HCT-116 (human colon A Arrest of cells. in the M Phase, Upregulated ex-
L . - In vitro 11 line) Cytotoxic pression of cyclin B1 and pH3. [96]
ecar.10r1c cancer celime Inactive CDK1. More cell death in cancer cells
acid .
than in
primary human immune and endothelial cells.
.. Mitochondrial TrxR from . High inhibitory effect on Thioredoxin reduc-
- In vitro Cytotoxic [79]

rat lung

tase (TrxR).
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Gram-positive bacteria:
Bacillus cereus, Staphylococ-
cus aureus.
Gram-negative bacteria:
Escherichia coli, Proteus mi-
rabilis

Ramalina fastigiata . . . . . Inhibition against all tested microorganisms.
In vitro Fungi: Aspergillus flavus, ~ Antimicrobial [24]
Pers.) Ach. MIC val f 125t01 L).
(Pers.) Ac Candida albicans, Mucor values (from 0 o 1 mg/mL)
mucedo, Trichoderma viride,
Cladosporium cladospori-
Methyl oides, Fusarium oxysporum,
evernate Alternaria alternata, Penicil-
lium expansum
Low DPPH radical scavenging activity (ICso
i g PP f 391. .
Ramalina fastigiata In vitro D H assay Antioxidant value o C:’>91 57 pg/m.L) Isolated Components [24]
(Pers.) Ach. Reducing power assay showed higher reducing power than lichen ex-
tracts.
Hela (human epithelial
. | )
Ramalina fastigiata Cf;::ifrlla i:llrtszi)nf)f:: é}elllll ICs values of 46.45 pig/mL (Hela cell line),
(Pers) Adf In vitro 8 line) Cytotoxic 76.84 ug/mL (A549 cell line), and 161.37 [24]
LS174 (human colon carci- ng/mL (L5174 cell line).
noma cells)
Pseudevernia furfuracea + Proliferation.
. RATECs (rat adipose tis- . . . Disruption of endothelial tube formation.
var. ceratea (Ach.) D. In vitro . Anti-angiogenic . . . [104]
sue endothelial cells) Depolymerization effects on F-actin stress fi-
Hawksw.
bers.
Gram-positive bacteria:
Staphylococcus aureus, Ba-
cillus cereus, Bacillus sub-
tilis, Streptococcus faecalis,
Listeria monocytogenes.
Gram-negative bacteria:
Escherichia coli, Pseudomo-
nas aeruginosa, Pseudomo-
nas vulgaris, Yersinia entero-
. . Pseudevernia furfuracea C(?liticu, Aeromonas hy.droph— Active agai‘nst all bactelzria and yeast e>fcept K.
Olivetoric . ila, Pseudomonas syringae, . . pneumoniae, P. aeruginosa, and P. syringae.
. var. ceratea (Ach.) D. In vitro . . Antimicrobial . . . . [100]
acid Klebsiella pneumoniae, Sal- Active against all tested fungi except A. citri,
Hawksw. Lo . . .
monella typhimurium. A. tenuissima, A.niger, and G. graminis.
Fungi: Aspergillus niger,
Penicillium notatum,
Fusarium solani, Fusarium
moniliforme, Fusarium ox-
ysporum, Fusarium. cul-
morum, Candida albicans,
C.glabrata, Alternaria. tenu-
issima, A. citri, A. alternata,
Gaeumannomyces graminis.
Pseudevernia furfuracea In vitro Culturec.i human amnion Antioxidant ¥ Cell v1ab111t¥ (IC.50 values of 571.27 mg/.rr}L) (101]
(L.) Zopf fibroblasts <50 mg/L no oxidative stress and genotoxicity.
Pseudevernia furfuracea In vitro HLs (cultured human lym- Antioxidant t Total antioxidant capacity. [16]
(L.) Zopf phocytes)
. { Cell viability (ICso values of 125.71 mg/mL,
7MG (gliobl.
. U8 ,G (gliob ast.oma for PRCC cells and 17.55 mg/L for US7MG
Pseudevernia furfuracea . multiforme cell line) .
(L) Zopf In vitro PRCC cells (neurons from Cytotoxic cells). [102]
Olivetoric ) £oP Sora Ceesl:)aj;lleo@ Srat:) t 8-OH-dG levels.
acid pragtt Y LDH activity and oxidative DNA damage.
HepG2 (h hepatocel- Cytotoxicity with 100-400 mg/L.
Pseudevernia furfuracea . epG2 ( man epasoce . ytotoxialty wi . ms/
(L) Zopf In vitro  lular carcinoma cells) Cytotoxic Upregulation of pro-apoptotic genes (BAK, [103]
V) oop CASP6, CASP7, CASPS, FADD, FAS, FASLG).
Perlatolic In silico Microsomal prostaglandin Anti-inflamma- Potent inhibitor of microsomal prostaglandin [106]
acid E2 synthase 1 tory E2 synthase-1 (ICso = 0.43 uM).
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Cetrelia monachorum

Stimulated A549 lung epi-
thelial adenocarcinoma
cells

In vitro Stimulated HEK-293 cells

Anti-inflamma-

Microsomal prostaglandin E2 synthase-1 inhi-
bition (ICs0 = 0.4 uM), 5-Lipoxygenase inhibi-
tion (ICso = 1.8 uM for cell-based assay and

(Zahlbr.) W.L. Culb. and In vivo tory ICs0 = 0.4 uM for purified enzyme). [107]
C.F. Culb. Thioglycollate-induced Tumor necrosis factor alpha-induced NF-kB
C57BL/6] male murine (ICs0 =7 uM). Inhibition of leukocyte recruit-
peritonitis model ment.
 Methicillin-resistant Staph- o . MICo Valufe f)f 32 pg/mL. S}fnergic.actior} with
Stereocaulon sp. In vitro . Antimicrobial gentamicin and antagonism action with [105]
ylococcus aureus strains .
levofloxacin.
Cladina confusa (Sant.). . Cultures of peritoneal Immune modu- t Hydrogen peroxide release (10.48 nmol).
K Invitro macrophage cells from . : . [108]
Folmm and Ahti mice lating Slight NO release activity.
Neurotrophic activity (125.34 um at 0.5 pM).
In vitro Neuro2A (mouse neuro- ACHhE inhibition activity (ICso = 6.8 uM).
Cladonia portentosa blastoma) cell line Neuroprotective Potent proneurogenic activity. [63]
(Dufour) Coem. Ex vivo Primary neural stem or Gene expression of BDNF and NGF modula-
progenitor cells tion.
t Acetyl H3 and H4 protein levels.
Gram-positive bacteria:
Bacillus cereus, Bacillus sub-
tilis, Staphylococcus aureus.
Gram-negative bacteria:
Ramalic Ramalina fraxinea (L.) Escherichia coli, Proteus mi-
acid/Ob- Ach. In vitro rabilis Antimicrobial Inhibition against all tested microorganisms. [24]
tusatic acid Ramalina fastigiata Fungi: Aspergillus flavus, MIC values (from 0.125 to 1 mg/mL).
(Pers.) Ach. Aspergillus niger, Candida
albicans, Mucor mucedo,
Trichoderma viride,
Cladosporium cladospori-
oides.
Slight to moderate antioxidant activity (DPPH
Ramalina fraxinea (L.) radical scavenging activity with ICso value of
'Ach. N In vitro DPPH assay Antioxidant 324.61 ug/mL and reducing power of 0.0142 at [24]
Ramalina fastigiata Reducing power assay 125 ug/mL).
(Pers.) Ach. Isolated components showed higher reducing
power than lichen extracts.
Ramalic No significant inhibitory activity against LTB
. . HaCaT (human keratino- . (4) production via non-mediation by redox re-
acid/Ob- - In vitro . Cytotoxic . [76]
tusatic acid cyte cell line) actions.
No cytotoxic activity.
Hela (human epithelial
Ramalina fraxinea (L.) carcinoma cell line) . ICso value (Hela) 43.24 pg/mL; ICso value
.ACh' iy In vitro A549 (human lu.n § carct- Cytotoxic (A549) 93.98 pg/mL; ICs0 value (LS174) 74.28 [24]
Ramalina fastigiata noma cell line)
(Pers.) Ach. LS174 (human colon carci- ug/mL.
noma cell line)
t a-glucosidase and a-amylase inhibition.
D?rinuriu consimilis " Invivo STZ-.indu.ced type 2 dia- Antidiabetic ¢. Pla.srna gluc.ose levels (44.17%), low-den- (1]
(Stirt.) D. D.Awasthi betic albino rat model sity. lipoprotein, total cholesterol, and total
glycerides.
Sekikaic Gram-positive bacteria:
acid Bacillus subtilis, Staphylo- Maximum antimicrobial activity against E. coli
coccus aureus, Streptomyces (78% inhibition), moderate against S. mutans,
Ramalina roesleri Nyl — In vitro viridochromogenes, Strepto- Antimicrobial S. aureus, and S. viridochromogenes (60%, 50% [109]
coccus mutans. and 55% inhibition, respectively), and low
Gram-negative bacteria: against B. subtilis (15% inhibition).
Escherichia coli.
Potent antiviral action against a recombinant
Sekq(aic Ramalina farinacea (L.) In vitro Respiratory syncytial virus Antimicrobial strain rg respiratm.'y syncytial vi'rus (.ICso 5.69 (110]
acid Ach ug/mL) and respiratory syncytial virus A2

strain (ICso 7.73 ug/mL).
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Good antioxidant activity: DPPH radical assay

R i i Nyl Invit DPPH Antioxidant 1
amalina roesleri Nyl  In vitro assay ntioxidan (ICs0 value = 11.24 pg/mL). [109]
' Superoxide radical (SOR) Good antioxidant activity: SOR assay (ICso
Heterodermia obscurata . . . . .. value = 82.0 umol), DPPH (ICso value = 32.6
. In vitro Nitric oxide radical Antioxidant [94]
(Nyl.) Trevisan umol).
DPPH assay . . . -
No nitric oxide radical activity.
L Lo Ferric ion reducing power Good antioxidant activity: hydroxyl radical as-
Dirinaria consimilis . ; . .
. . Invitro and hydroxyl radical as-  Antioxidant say (ICso value = 41.5 pg/mL) and ferric ion as- [33]
(Stirt.) D. D.Awasthi
say. say (ICso value = 42.0 ug/mL).
MCE-7 (h h -
Niebla homalea (Ach.) . (human hormone . . . . ..
In vitro dependent breast) Cytotoxic No antiproliferative activity. [112]
Rundel and Bowler .
A2780 (ovarian cancer cell)
Gram-positive bacteria:
Staphyl
Cladonia uncialis (L.) F. . Py Ocmfcus uureu? . . Weak antibacterial activity (MIC = 1250.0
S H H Wi In vitro Gram negative bacteria: ~ Antimicrobial meg/mL against S. aureus) [113]
qualza 1c - Wigs: Escherichia coli, Fungi: Can- & aga ’ ’
act dida albicans
Tham(;;zvlzz Zir;:rulmls In vitro PC-3 (prostate cancer cells)  Cytotoxic Weak antiproliferative effect. [114]
Gram-positive bacteria:
Bacillus cereus, Bacillus sub-
tilis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, En-
terococcus faecalis, Entero-
bacter aerogenes, Micrococ-
cus lu.teus. . Antifungal: Alternaria alternate, Aspergillus fu-
Gram-negative bacteria: . . PR
b . migatus and Sclerotium rolfsii with MIC values
Escherichia coli, Klebsiella .
. of 400, 400, and 200 pg/mL, respectively.
pneumoniae, Pseudomonas . . o
. . . Anti-yeast: Candida krusei with MIC value of
Usnea florida (L.) F.H. .. __aeruginosa, Proteus vulgaris, .. .
. . In vitro Lo Antimicrobial 400 pg/mL. [115]
Thamnolic Wigg Salmonella typhimurium, . . . . .
id Yersinia enterocolitica Antibacterial: Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
act . ) and Proteus vulgaris with MIC value of 400
Mycobacteria: Mycobacte- Lo, )
. . ug/mL and Listeria monocytogenes and Micro-
rium tuberculosis. .
. . o coccus luteus with MIC value of 200 pg/mL.
Fungi: Candida parapsilosis,
Candida albicans, Candida
globrata, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme, Rhizopus sp.,
Alternaria brassicola, Sclero-
tium rolfsii, Fusarium solani
T - - -
hamnolia vermicularis In vitro PC-3 (prostate cancer cells)  Cytotoxic Weak antiproliferative effect. [114]

(Sw.) Schaer.

2.2. Tridepsides

The biological activities and tridepside chemical structures have been gathered in

Table 2 and Figure 2.

2.2.1. Gyrophoric Acid

Gyrophoric acid is a potent antimicrobial agent against a wide range of bacteria and
fungi, with MIC values from 0.019 mg/mL for B. subtilis [117]. Moreover, the antimicrobial
activity for this tridepside was also demonstrated by Candan et al., highlighting its effect
against the bacteria Bacillus cereus and Bacillus subtilis and the fungi Candida albicans and
Candida glabrata [118]. Furthermore, gyrophoric acid showed larvicidal activity against the
second and third instar larvae of the mosquito Culiseta longiareolata, with LC (50) and LC
(90) values of 0.41 ppm and 1.93 ppm, respectively [39].

Gyrophoric acid has also demonstrated potent antioxidant properties. Hence, the ICso
values for DPPH and superoxide anion scavenging were 105.7 ug/mL and 196.6 ug/mL,
respectively, and its reducing power value was 1.32 at 1000 pg/mL [117].
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Gyrophoric acid has been investigated for its role as a cytotoxic agent against differ-
ent cancer cells. This compound reduced the cell viability of human ovarian carcinoma
(A2780 cells), human promyelocytic leukemia (HL-60 cells), human T cell lymphocyte leu-
kemia (Jurkat cells), malignant melanoma (Fem-x cells), and chronic myelogenous leuke-
mia (K562 cells) [55,117]. In particular, the studies on A2780 cancer cells revealed that gy-
rophoric acid caused the accumulation of these cells in the G2/M phase at the expense of
the G0/G1 phase. Moreover, this compound reduced the percentage of Fem-x cells and
K562 cells in the GO/G1 and S-G2/M phases of the cell cycle [117]. Furthermore, this sec-
ondary metabolite inhibited the clonogenic ability of breast SK-BR-3 cancer cells [55]. Ad-
ditionally, gyrophoric acid caused the cell death of human cervix carcinoma (HeLa) by
oxidative stress and apoptosis pathways, as evidenced in the ROS overproduction, DNA
oxidative damage, and caspase-3 activation [17]. A study on lichen compounds that inter-
act with DNA revealed that gyrophoric acid was able to inhibit topoisomerase I activity
at a concentration of 25 pM [61]. However, this tridepside has resulted in being inactive
as an apoptotic agent, as revealed by its ineffectiveness as a caspase-3 activator on hepato-
cytes [119], and it has low activity against A375 melanoma cancer cell line even at the
highest concentrations tested [58].

Other studies, based on the antiproliferative capacity of gyrophoric acid, have inves-
tigated its effect on skin cells for therapeutic purposes for psoriasis. This tridepside sig-
nificantly inhibited the growth of the human keratinocyte HaCaT cell line, with the ICso
value of 1.7 uM by a cytostatic mechanism [76]. Moreover, gyrophoric acid exerted a pho-
toprotective effect on HaCaT cells with a sun protection factor (SPF) of (SPF > 5) [120,121].
Anti-aging effects were also investigated on ultraviolet A (UVA)-treated dermal fibro-
blasts, showing upregulated mRNA levels of COL1A1/COL3A1/SOD2 genes and type I
collagen protein levels [122].

Gyrophoric acid has been shown to have antihypertensive properties by acting as an
angiotensin II type-1 receptor (AT1) antagonist by interacting with residues ARG167,
TRP84, and VAL108 [123]. Moreover, gyrophoric acid has been identified as a non-com-
petitive PTP1B inhibitor, with an ICso value of 3.6 uM, making it a drug candidate for type
2 diabetes and obesity [99]. Finally, gyrophoric acid is of interest for its properties as a
healing agent, especially when combined with usnic acid, that promotes tissue regenera-
tion [89].

2.2.2. Tenuiorin Acid

Tenuiorin acid showed weak to moderate antiproliferative action against the human
cancer breast T-47D cell line (EDs0152.6 uM), the human cancer colon WIDR cell line (EDso
95.9 uM), and the human cancer pancreas PANC-1 cell line (EDso 87.9 uM), which seems
to be related to its ability to inhibit 5-lipoxygenase activity [22]. Using a Thioflavin T (ThT)
fluorescence assay, tenuiorin acid was a potent neuroprotective agent which acted as a
tau inhibitor (ICs 100 uM) [124].

2.2.3. Trivaric Acid

The tridepside trivaric acid has resulted in being a promising antidiabetic agent. In
silico and in vitro studies revealed that this compound inhibited protein tyrosine phos-
phatase 1B (PTP1B) by blocking its active site with an ICso value of 173 nM. Moreover, this
tridepside improved the insulin-stimulated glucose uptake through the insulin receptor
(IR)/IRS/Akt/GLUT2 pathway in the human liver HepG2 cancer cell line. Furthermore, in
vivo studies demonstrated the beneficial effects of trivaric acid as an antidiabetic agent at
doses of 5 mg/kg and 50 mg/kg through significantly improving lipid and glycemic pro-
files [125,126].

In another study, trivaric acid exerted a potent anti-inflammatory action by signifi-
cantly inhibiting human leukocyte elastase (ICso value of 1.8 pM) [127].
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Table 2. Pharmacological activity of lichen tridepsides.
Botanical T f
Tridepside ° a.m.ca ype 0 Experimental Model Activities Results References
Origin Study
Umbilicaria
antarctica In vitro PTP1B enzyme activity and Antidiabetic Inhibition PTP1B activity ICso: 3.6 [99]
Frey and L kinetic analysis Antiobesity  uM in a non-competitive manner.
M. Lamb
P Li
saxZ:Zliz E; ) In vitro Angiotensin II type-1 recep- Antihyperten- AT1 antagonist. [123]
Ach “ Insilico tor (AT1) interaction sive Calcium influx assay (ICs0 29.76 pM).
Gram-positive bacteria: Ba-
Gyrophoric cillus mycoides, Bacillus sub-
acid tilis Staphylococcus aureus.
Acarospora Gram-negative bacteria:
fuscafz . Escherichia coli, Klebsiella Minimum inhibitory concentration
(NyL) In vitro pneumoniae. Antimicrobial values ranging from 0.019 to 1.25 [117]
¥ Fungi: Aspergillus flavus, As- mg/mL.
Th.Fr. : . .
pergillus fumigatus, Candida

albicans, Penicillium pur-
purescens and Penicillium ver-
TUCOSUML.
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Gram-positive bacteria: Ba-
Xanthop a cillus cereus, Bacillus subtilis,
melia L
. Listeria monocytogenes, Staph-
pokornyi . . .
. ylococcus aureus. Streptococ- Active against some bacteria and
(Korb.) . . .
cus faecalis. fungi (A. hydrophila, B. cereus, B. sub-
O.Blanco, . ; . o . . .
In vitro Gram-negative bacteria: Aer- Antimicrobial tilis, L. monocytogenes, P. vulgaris, S. [118]
A.Crespo, ) . o
Elix omonas hydrophila, Proteus aureus, S. faecalis, Y. enterocolitica, C.
¢ s Yersini . ; .
D.Hawksw. vulgaris, ersinia enterocolit albicans and C. glabrata)
and ica.
Fungi: Candida albicans and
Lumbsch .
Candida glabrata.
DPPH (ICs0 105.75 pg/mL).
Acarospora Superoxide anion radical (ICs0 196.62
fusca]‘;a DPPH Hg/mL).
(Nyl) Invitro Superoxide anion radical- Antioxidant Reducing power (1.32 at 1000 pg/mL, [117]
Th};; scavenging reducing power 1.12 at 500 pg/mL, 0.71 at 250 pug/mL,
o 0.39 at 125 pg/mL, and 0.20 at 62.5
pg/mL).
Parmelia
nepalensis . . . ..
Tayl. Par- . HaCaT (human keratinocyte Antiprolifera- Antiproliferative activity (IC» value
) In vitro . . of 1.7 uM). [76]
melia cell line) tive . .
) Cytostatic mechanism.
tinctorum
Nyl
. A2780 (human ovarian carci-
Gyrophoric
acid noma)
HCT-116 p53+/+ and HCT-
116 p53-/- (human colon car-
cinoma) Effective against A2780, HL-60, and
HeLa (human cervix adeno- Jurkat cells.
Umbilicaria carcinoma) SK-BR-3 (human
hirsuta (Sw. In vitro breast adenocarcinoma) Cvtotoxic Clonogenic ability inhibition of SK- [55]
ex Westr.) HL-60 (human promyelocy- y BR-3 cells.
Hoffm tic leukemia)
HT-29 (human colon adeno- A2780 cells accumulation in S-phase
carcinoma) at expense of G1/GO-phase.
Jurkat (Human T cells lym-
phocyte leukemia)
MCEF-7 (Human breast ade-
nocarcinoma)
Oxidative stress pathway: t ROS
o level, DNA oxidation and activity
Umbilicaria ' '
hirsuta (Sw HeLa (human cervix carci- changes of stress/survival proteins as
" Invitro Cytotoxic P38MAPK, Erk1/2 and Akt. [17]
ex Westr.) noma) .
Hoffm Apoptosis pathway: * caspase-3 ac-
tivation, PARP cleavage, PS external-
. ization, and cell cycle changes.
Gyrophoric X - :
acid A549 (human lung carci- Weak activity against A549 and
noma cell line), LS174 (ICs0 151.51 and 151.65
Acarospora Fem-x (malignant melanoma pg/mL).
fuscata . cell line), . Moderate cytotoxic effect against
I 117
(Nyl) nvitro K562 (chronic myelogeneous Cytotoxic Fem-x and K562 cells (ICs064.01 and [117]
Th.Fr. leukemia cell line) 78.45 ug/mL).

LS174 (human colon carci-
noma cell line)

Apoptosis of sub-G1 phase in malig-
nant cells.
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Reduction percentage of cells in
GO0/G1 and S-G2/Mphases of the cell
cycle.
Ochrol'ech?a . A375 (melanoma cancer cell . ..
deceptionis  In vitro . Cytotoxic Low activity. [58]
line)
Hue.
. Primary cultures of rat . .
- In vitro Cytotoxic Inactive. [119]
hepatocytes
Umbilicaria
hirsuta (Sw. In vitro Calf thymus DNA DNA-mter- Topoisomerase I inhibition (25 uM). [61]
ex Westr.) acting agents
Hoffm
hird i )
. Second and t 1rd. instar 'lar Larvicidal ac- LC (50) values: 0.41 ppm, LC (90)
- In vitro vae of the mosquito Culiseta .. [39]
. tivity values: 1.93 ppm.
longiareolata
Xanthopar-
melia
pokornyi
(Korb.) Prevention of cytotoxic, apoptotic
O.Blanco, ., HaCaT (human keratinocyte Photoprotec- Y 7 APOPTONE
A Crespo In vitro cell line) tive and cytoskeleton alterative effects of [121]
Y 2.5 J/cm? UVB.
Elix,
D.Hawksw.
and
Lumbsch
Lasalli - DPPH BT
f;?;i;a(’iu)s Invitro Human iiiaa}t,lrltloc tzzsil}; Photoprotec- DPPH (ICs0 25 pig/mL) [120]
L o tive Good PF-UVA candidate (SPF > 5).
Méra CaT cell line
Anti-aging effects. Upregulated
mRNA levels of
In vitro (UVA)-treated dermal fibro- Photoprotec- COL1A1/COL3A1/SOD2 genes and [122]
Gyrophoric blasts tive type I collagen protein levels.
acid { MMP1 mRNA and protein expres-
sion levels.
MMO98 (Malignant mesothe-
Lasallia pus- lioma cell line) A431 (vulvar Strong wound closure effects.
. . . Wound heal- . .
tulata (L.) Invitro carcinoma cell line) in Better results combined with (+)-us- [89]
Méra HaCaT (human keratinocyte § nic acid.
cell line)
Calcium-stimulated porcine Moderate 5-lipoxygenase inhibition
Pelticera leu leucocytes. (ICsovalues of 41.6 uM).
o ghlebia T-47D (human cancer breast Antiprolifera Moderate/weak antiproliferative ef-
5\1 1) In vitro cell line) }zive fects on PANC-1 and WIDR cells [22]
Tenuiori G Zh" WIDR (human cancer colon (EDs0 87.9 and 95.9 uM, respectively)
enu'lsrm yem: cell line) PANC-1 (human and weak activity against T-47D cells
aa cancer pancreas cell line) (EDs0 152.6 uM).
Umbilicaria
antarctica In V'IFI‘O ThT ﬂuo?escence'assay Neur{)protec- Tau inhibitor (ICs0 100 M), [124]
Frey and I. Insilico Docking studies tive
M. Lamb
- Insilico Docking and ITC studies  Antidiabetic PTPIb 1nh1b1t19n b},l blocking its ac- [126]
tive site.
Trivaric acid PTP1b inhibition assay IR /IR; /Zf(It) /gslj[r}l"}flt;):}}ivjztwsltti}r;ula
- In vitro Human liver HepG2 cancer Antidiabetic tiorf y [125]
cell line )

t Glucose consumption
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Trivaric acid

{ insulin resistance { leptin re-
sistance.

In vivo Diabetic mice model Antidiabetic [125]

Improve lipid profile and weight
control.

In vitro

Human leukocyte elastase Anti-inflam- Potent human leukocyte elastase in-

assay matory hibitory activity (ICso of 1.8 uM). [127]

3. Conclusions and Prospects

Most of the works on the pharmacological activity of depsides and tridepsides have
been published in the last 10 years, which shows the growing therapeutic interest in the
secondary metabolites of lichens. Most of these works are in vitro studies, with the occa-
sional in silico and in vivo studies.

Lichens have been investigated for their ability to inhibit bacterial growth. The most
common Gram-positive bacteria genera studied on depsides and tridepsides are Bacillus
and Staphylococcus, followed by Mycobacterium, Streptococcus, and Enterococcus. Among the
Gram-negative bacteria, the genera Escherichia and Proteus were the most investigated. In
general terms, depsides and tridepsides showed weak to moderate antimicrobial activity,
being more potent against Gram-positive bacteria. In addition, the antifungal activity of
several of these compounds (e.g., atranorin, divaricatic acid, gyrophoric acid, lecanoric
acid, and methyl evernate) has mainly been studied against Candida spp. Moreover, some
depsides displayed good antiparasitic activity against Plasmodium falciparum and Schisto-
soma mansoni.

Moreover, antioxidant activity has also been widely investigated using different in
vitro techniques, such as DPPH assay, hydroxyl radical scavenging activity, superoxide
radical scavenging activity, and reducing power assay. Depsides and tridepsides have a
phenolic structure that provides antioxidant properties. The compounds with the greatest
capacity to scavenge free radicals are sekikaic acid and atranorin.

The cytotoxic activity of depsides and tridepsides has been extensively investigated
in in vitro studies. The mechanisms involved in the cytotoxicity of these compounds imply
oxidative stress induction (ROS overproduction), apoptosis induction (caspase-3 activation,
Bcl2/Bax signaling pathway), cell-cycle arrest, and 5-lipoxygenase antagonist therapy.

Despite the interesting activities that have been compiled in this review, the infor-
mation seems to stop after the in vitro assays with diverse cell lines. Only a few studies
have continued with the in vivo model. The great variety of activities indicate low speci-
ficity, which must be deepened with regard to structure-activity studies and toxicological
studies. Preclinical and clinical studies should focus on identifying the molecular targets
for the action and the nontoxic doses in humans. Furthermore, there are also several com-
pounds for which there is no study of pharmacological activity, such as hiascic acid, las-
salic acid, ovoic acid, crustinic acid, and hypothamnolic acid, all being potential metabo-
lites to be investigated. On the other hand, new technology advances will allow the im-
provement of growing yields and compound extraction, solving the current problem that
limits the study with these interesting compounds
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Introduction. Lichens, due to the presence of own secondary metabolites such as depsidones and depsides, became a promising
source of health-promoting organisms with pharmacological activities. However, lichens and their active compounds have been
much less studied. Therefore, the present study aims to evaluate for the first time the antioxidant capacity and enzyme inhibitory
activities of 14 lichen extracts belonging to cetrarioid clade in order to identify new natural products with potential pharma-
cological activity. Materials and Methods. In this study, an integrated strategy was applied combining multivariate statistical
analysis (principal component analysis and hierarchical cluster analysis), phytochemical identification, activity evaluation (in vitro
battery of antioxidant assays FRAP, DPPH, and ORAC), and enzyme inhibitory activity against acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BuChE) and molecular profiling with in silico docking studies of the most promising secondary me-
tabolites. Results. Among fourteen lichen samples, Dactylina arctica stands out for its higher antioxidant capacities, followed by
Nephromopsis stracheyi, Tuckermannopsis americana, Vulpicida pinastri, and Asahinea scholanderi. Moreover, Asahinea scho-
landeri and Cetraria cucullata extracts were the best inhibitors of AChE and BuChE. The major secondary metabolites identified
by HPLC were alectoronic acid and a-collatolic acid for Asahinea scholanderi and usnic acid and protolichesterinic acid for
Cetraria cucullata. Molecular docking studies revealed that alectoronic acid exhibited the strongest binding affinity with both
AChE and BuChE with and without water molecules. Conclusions. Our results concluded that these species could be effective in
the treatment of neurodegenerative diseases, being mandatory further investigation in cell culture and in vivo models.

1. Introduction

Lichens are a symbiotic association between a mycobiont
(fungus) and a photosynthetic organism (algae and/or
cyanobacteria). The use of lichens in traditional medicine
has been fundamental to different cultures over the cen-
turies. From classical traditional medicine systems (i.e.,
Ayurveda, Siddha, Unani, and Traditional Chinese Medicine
(TCM)) to contemporary ethnic groups, lichens have been
used for diverse medicinal purposes such as treating
wounds, skin infections, respiratory, digestive, and

gynecological diseases [1]. The estimated number of lichen
species worldwide is around 28,000, being Parmeliaceae
family the largest one of lichenized fungi (80 genera, 2,800
species). Among the five main clades (parmelioid, cetrarioid,
usneoid, alectorioid, and hypogymnioid), cetrarioid clade
stands out for the number of described genera (17 genera),
second only to the parmelioid clade, which is the largest one
(27 genera) [2].

Through traditional knowledge, it is known that some
cetrarioid lichens have been used for different disorders via
oral or topical administration. Hence, Cetraria islandica
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(L.) Ach. has been used for congestion, tuberculosis,
asthma, inflammation, and high blood pressure [3, 4],
Flavocetraria cucullata (Bellardi) Karnefelt and Thell. for its
antiasthmatic properties [4], Nephromopsis nivalis (L.)
Divakar, A. Crespo and Lumbsch and Vulpicida juniperus
(L.) J.-E. Mattsson and M]J Lai for its role as antibiotics [1],
and Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E. Mattsson and M. J. Lai
for pulmonary tuberculosis, wounds, skin infections,
cancer, and spasms [5].

In recent years, the scientific interest on the health-
promoting benefits of lichens has grown as these organisms
have shown interesting and promising activities including
cytotoxic, antimicrobial, antioxidant, and anti-inflammatory
[6-9]. These activities are attributed especially to the pres-
ence of own secondary metabolites such as depsidones and
depsides [9]. However, studies focusing on therapeutic and
protective strategy based on the antioxidant ability of lichens
are very limited [10].

Altered cellular redox homeostasis due to an excessive
reactive oxygen species (ROS) production and an impaired
antioxidant system leads to oxidative damage of lipids,
proteins, and DNA and even, cell death. Oxidative stress has
been implicated in the pathogenesis of many diseases such as
Alzheimer’s disease [11]. Antioxidant compounds are good to
prevent or delay oxidative stress-mediated toxicity through
different mechanisms including accept or donate electrons to
neutralize free radicals, upregulate the endogenous antioxi-
dant system, and act as metal chelators [12, 13]. There is a
growing interest in pharmaceutical, chemical, and food in-
dustries for natural antioxidants which is attributed to the
tendency of society toward natural products and to the ev-
idence of toxicity by synthetic antioxidants [14-16].

In addition to oxidative stress signaling in Alzheimer’s
disease, this major neurodegenerative disease has been asso-
ciated with a deficiency in acetylcholine in brain. The enzymes
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE)
turn acetylcholine into the inactive metabolites, choline, and
acetate. Therefore, inhibitors of cholinesterase enzymes are key
in the prevention of Alzheimer’s disease progression [17].

Since the pharmacological activity of lichens from
cetrarioid clade has been scarcely studied, the purposes of the
present work were (1) to evaluate the antioxidant activity and
total phenol content of 14 lichen extracts, (2) to apply a
multivariate analysis using principal component analysis
(PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) to select which
methanol lichen extracts have the best antioxidant activity, and
(3) to evaluate AChE and BuChE enzyme inhibitory activities
of all these 14 lichen extracts and assess molecular docking
studies with the major secondary metabolites identified in the
two most promising potential inhibitors lichen species for
Alzheimer’s disease.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents. All reagents were acquired from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). HPLC-grade methanol,
ferrous sulfate (FeSO,), and dimethyl sulfoxide (DMSO)
were purchased from Panreac (Barcelona, Spain).
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2.2. Lichen Collection and Extract Preparation. Lichen
samples (Table 1, Figure 1) were collected in different
countries and continents (America, Asia, and Europe). These
samples were preserved in the Herbarium of the Faculty of
Pharmacy (MAF), University Complutense of Madrid.
Expert lichenologists (Dr. P.K. Divakar and Prof. A. Crespo)
authenticated these species.

Lichen thallus (50mg) was extracted successively
(shaken 20, every 15min) with pure methanol for HPLC
(2 ml) during 2 h. After overnight maceration, extracts were
filtered (0.45 ym pore) and concentrated by evaporation at
room temperature. Finally, dry extracts were stored until its
use.

2.3. Total Phenolic Content. Total phenolic content
was quantified by visible-light spectrophotometry using
Folin-Ciocalteu colorimetric method [18]. Lichen extracts
(1 mg/ml, 10uL) were mixed with Folin-Ciocalteu reagent
(200 uL). After 5-minute incubation, 7% Na,COj dissolution
(90 uL) was added. Gallic acid was used as standard for
calibration curve. Absorbance was measured at 595 nm on a
SPECTROstar Nano Microplate Reader (BMG Labtech,
Ortenberg, Germany). Results were expressed as ug of gallic
acid equivalent per mg of extract.

2.4. In Vitro Antioxidant Assays

2.4.1. Ferric-Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay.
FRAP assay is based on the ability of antioxidants to reduce
ferric ion into ferrous ion [19]. Lichen extracts (1 mg/ml in
methanol, 110 L) were mixed with FRAP reagent [acetate
buffer solution (pH 3.6), 2,4,6-Tris (2-pyridyl-s-triazine
(TPTZ) (10mM) in HCl (40 mM), and FeCl; 6H,O
(20 mM)]. A calibration curve of FeSO, H,O was used as
standard. After 30 min of incubation, spectrophotometric
measurements at 595nm were performed on a SPEC-
TROstar Nano Microplate Reader. Results were expressed as
pmol of Fe** eq/g sample.

2.4.2. 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH) Assay. Free
radical-scavenging capacity was determined according to
DPPH method [20]. This method is based on the ability of
antioxidants to neutralize DPPH radical. Trolox was used as
standard for calibration curve. Different concentrations of
lichen extracts (from 100 to 900 mg/ml, stock solution 1 mg/
ml in methanol) and DPPH solution (550 uM, 20 uL) were
mixed and incubated at 37°C for 30 minutes. Absorbance was
measured at 517 nm using a SPECTROstar Nano Microplate
Reader. Inhibition of DPPH radical was expressed as ICs
values (pg/mL).

2.4.3. Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) Method.
The ORAC assay was performed as previously described by
Davalos et al. (2004) [21]. Different concentrations of lichen
samples from 10 to 500 ug/ml (stock solution 1mg/ml in
methanol) were prepared in phosphate buffer solution
(75mM, pH 7.4) and incubated with sodium fluorescein
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TaBLE 1: Species of lichens from cetrarioid clade selected for this study (lichen name, origin, and MAF code).
Lichen species Origin MAF CODE
Allocetraria ambigua (C. Bab.) Kurok. and M.J. Lai North Sikkim, India 22788
Asahinea scholanderi (Llano) Russia 95154
Cetraria commixta (Nyl.) Th. Fr Serra da Estrela, Beira Alta, Portugal 21548
Cetraria crespoae (Barreno and Vazquez) Karnefelt Las Batuecas, Caceres, Spain 10172
Cetraria cucullata (Bell.) Ach. Krefelder Hiitte, Austria 11754
Cetraria ericetorum. Opiz Krefelder Hiitte, Austria 11748
Cetraria nivalis (L.) Ach Krefelder Hiitte, Austria 11752
Dactylina arctica (Hook) Nyl. North of Central Siberia, Krasnoyarsk Territory, Russia 96262
Nephromopsis laureri (Kremp.) Kurok. Southern Siberia, Russia 22787
Nephromopsis pallescens (Schaer.) Y.S. Park Himachal Pradesh, Dehla, India 22786
Nephromopsis stracheyi (C. Bab.) Mill. Arg. North Sikkim, India 22785
Tuckermannopsis americana (Spreng) Hale Maine, USA 19828
Tuckneraria ahtii Randlane and Saag North Sikkim, India 22789
Vulpicida pinastri (Scop.) J.E. Mattsson and M.]. Lai Alto del Peiién, Zamora, Spain 22790

Asahinea scholanderi
(Llano)

Allocetraria ambigua
(C. Bab.) Kurok. & M.]. Lai

Cetraria ericetorum (Opiz)

Cetraria commixta
(Nyl.) Th. Fr

Dactylina arctica
(Hook) Nyl.

Cetraria cucullata
(Bell.) Ach.

Cetraria crespoae
(Barreno & Vazquez)
Karnefelt

Nephromopsis laureri
(Kremp.) Kurok.

Nephromopsis pallescens
(Schaer.) Y.S. Park

Nephromopsis stracheyi
(C. Bab.) Miill. Arg.

Tuckermannopsis americana
(Spreng) Hale

Tuckneraria ahtii
(Randlane & Saag)

Vulpicida pinastri (Scoop)
Mattsson & M.J. Lai

Ficure 1: Thallus of the studied lichens of cetrarioid clade.

(70nM) for 10 minutes. Finally, 2,2’-azobis (2-amidinopro-
pane)-dihydrochloride (APPH) was added to all samples.
Fluorescence was recorded at 37°C for 98 min at 485nm
excitation wavelength and at 520 nm emission wavelength in a
microplate reader (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech,
Ortenberg, Germany). Results were expressed as ymol TE/mg
dry extract.

2.5. Enzyme Inhibitory Activities: Acetylcholinesterase (AChE)
and Butyrylcholinesterase (BuChE). The enzyme inhibitory
activities AChE and BuChE were determined using Ellman
method (1961) [22]. Lichen extracts (10 mg/ml in DMSO) were
mixed at different concentrations (in PBS) with 5,5'-dithiobis

(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (1.2mM final concentration),
AChE/BuChE (0.0008 U/well final concentration), Tris—HCI
buffer (50 mM, pH 8.0), and bovine serum albumin (BSA)
[(0.1% (w/v)]. After 5-min preincubation at room temperature,
substrates acetylcholine iodide for AChE and butyrylth-
iocholine for BuChE (3 mM final concentration) were added.
Absorbance was measured at 412 nm for 3 min in a SPEC-
TROstar Nano Microplate Reader.

2.6. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC).
Dry lichen extracts were dissolved in methanol (250 pug/ml
concentration). Samples were filtered twice and injected
(20uL) in an HPLC instrumentation. The solvents were



prefiltered under vacuum through 0.45 ym pore size filters. The
analysis was carried out using an Agilent 1260 instrument
(Agilent Technologies, CA, USA), with a photodiode array
detector (190-800 nm). The HPLC separations were performed
on a reversed-phase Mediterranean Seal8 column at 40°C
(150 mm x 4.6 mm, 3 ym particle size; Teknokroma, Barce-
lona, Spain) using 1% orthophosphoric acid in milli-Q water
(A) and supergradient HPLC-grade methanol (B) as solvents.
The gradient elution with a flow rate of 0.6 ml/min started
from 70% A to 30% after 15 min and down to 10% A after
45 min; initial conditions were reached after 60 minutes. The
UV-Vis spectra and absorption maxima of sample compo-
nents were recorded at 190-400 nm, and the peaks were
detected at 254 nm. The analyses were run in duplicates.
Agilent ChemStation was used to process chromatographic
data [23, 24].

Main peaks were identified by comparing their retention
times as well as the published spectroscopic data of scientific
literature. The following standard compounds were used,
and their Ty and A, were analyzed. Usnic acid was pur-
chased from Sigma-Aldrich® (Tg=32.39 min, A, =232/
282 nm). In addition, the extract of Parmotrema nilgherrense
(Nyl.) Hale which contains alectoronic acid (Tr=29.28 min,
Amax = 214/254/316 nm) and a-collatolic acid (Tk = 32.96 min,
Amax = 214-216/256/316 nm) and the extract of Cetraria eri-
cetorum Opiz, which contains protolichesterinic acid
(Tr=41.2min, A, =230nm), were used.

2.7. Docking Experiments. The crystal structures of human
AChE bound to selective inhibitor donepezil (PDB: 604W
[25]) and human BuChE bound to the inhibitor N-((1-(2,3-
dihydro-1H-inden-2-yl) piperidin-3-yl) methyl)-N-(2-(dime-
thylamino) ethyl)-2 naphthamide (PDB: 5NNO [26]) were
considered for this study in a hydrated and a dehydrated state.
The protein structures were prepared using Protein Prepara-
tion Wizard tool available in Schrodinger Suite (Schrodinger
Suite 2017-1: Protein Preparation Wizard, Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2017) [27]. The chemical structures of ace-
tylcholine (Ach) and the tested lichen secondary metabolites
were built using Maestro Build Panel (Schrodinger Release
2017-1: Maestro, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017) and
processed with LigPrep (Schrodinger Release 2017-1: LigPrep,
Schrédinger, LLC, New York, NY, 2017).

The co-crystallized ligands and Ach were used as
benchmarks for molecular docking experiments and to
evaluate influence of water molecules inside binding cavity.
Both inhibitors and Ach were re-docked against AChE and
BuChE in the presence and in the absence of water molecules
[25, 26]. The molecular docking experiments were carried
out using Glide [28-30] in the extra precision mode (XP)
software. The necessary grids were built assuming the
center-of-mass of the ligand as the center of docking grid
and expanding the box at 10A along x-, y-, and z-axis. The
expanded sampling mode was used, and 10,000 ligand poses
were kept for the initial phase, followed by a selection of 800
poses for energy minimization. In this step, 30 final poses
were saved for each ligand, with a scaling factor of 0.8 related
to van der Waals radii with a partial charge cutoff of 0.15.
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2.8. Statistical Analysis. All assays were measured in triplicate,
and data were expressed as mean + standard deviation (SD).
Statistical analysis was performed by Sigma Plot 11.0 using
analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post hoc test (5%
significance level). Moreover, linear regression analysis and
Pearson correlation coefficients were determined to correlate
total phenolic content and antioxidant capacity.

Furthermore, a multivariate statistical analysis using
principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster
analysis (HCA) was done using IBM SPSS statistics version
25. PCA is used to reduce the dimension of the data and to
highlight the similarities and sort out the outliers. Due to the
differences between the units of variables, we performed a
PCA based on correlation matrix, in order to scale data and
eliminate the influence of variances. PCA analysis model was
carried out with a fixed number of factor (2) and choosing 25
maximum iterations for convergence. Unrotated factor
solution and the scree plot were displayed. PCA score plot
and loading plot were described. Hierarchical cluster
analysis (HCA) was performed using the centroid method as
clustering algorithm and the square Euclidean distance as
distance measure. Variables were autoscaled (transforma-
tion into z-scores). Levene’s test was carried out to check for
homogeneity of variance. ANOVA tests were used to
identify noted differences among the clusters. Lichen ex-
tracts have been grouped based on the antioxidant and
phenolic content similarity. MVCA methods have been
validated using leave-n-out cross-validation. Component’s
accountability and cos” values were also calculated to vali-
date the quality of representation by PCA model.

3. Results and Discussion

ROS overproduction is related to neurodegenerative disease
progress via oxidative damage and mitochondria interaction
[13]. Brain is especially susceptible to ROS damage because
of its deficient level in antioxidant defenses, high oxygen
consumption, presence of auto-oxidized neurotransmitter
and redox active transition metals, and high content of
polyunsaturated fatty acids in neuron membranes [12]. Since
different ROS types are involved in neurodegenerative
disease pathophysiology, the use of an exogenous combi-
nation of antioxidants is the most current and promising
research strategy to deal with ROS injury [13]. Lichen ex-
tracts contain different compounds, most of them are ex-
clusive, and they have polyphenolic structure with reported
antioxidant properties. Parmeliaceae family is the largest one
of lichenized fungi and, by number, highlights within it
cetrarioid clade. The pharmacological research in cetrarioid
clade is very limited. Therefore, the antioxidant activity of
fourteen lichen extracts from cetrarioid clade was evaluated
using different antioxidant assays.

Initially, extraction yields (dry extract weight/lichen
thallus weight * 100) were calculated for each methanol
lichen extracts as shown in Table 2. The highest yields were
found for Dactylina arctica (11.3%), Asahinea scholanderi
(10.3%), and Cetraria commixta (10.3%). On the other hand,
the lowest yield values were for Cetraria nivalis (5.6%) and
Cetraria crespoae (6.2%).
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Total phenolic content (TPC), using Folin-Ciocalteu
method, was evaluated for all methanol lichen extracts. As
shown in Table 2, the amount of total phenolics ranged from
39.3 ug GA/mg for Cetraria cucullata to 113.5 ug GA/mg for
Dactylina arctica. The lichen species Nephromopsis stracheyi
(84.2ug GA/mg) and Asahinea scholanderi (83.1 ug GA/mg)
also showed high total phenolics values. On the other hand,
Cetraria  ericetorum  (41.7 ug GA/mg), Cetraria  nivalis
(44.7 ug GA/mg), Cetraria commixta (44.9 ug GA/mg), and
Nephromopsis laureri (45.1 ug GA/mg) had low levels of phe-
nolics. Similar results have been observed for other lichen
species of cetrarioid clade such as Cetraria islandica and
Vulpicida canadiensis which showed TPC values of 57.3 and
34.9 ug GA/mg, respectively [10]. Moreover, total phenolic
content has been also previously evaluated for lichen species of
other clades such as parmelioid clade. For these lichens, total
phenolic content ranges from 171 ug GA/mg for Parmotrema
tiliacea to 20 ug GA/mg for Parmotrema acetabulum [31].

The antioxidant activity of lichen extracts was measured
using three different methods: ferric-reducing antioxidant
power (FRAP assay), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
assay, and oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
method (Table 2). Since there are multiple ROS inside living
systems and in vitro methods for evaluation of antioxidant
activity have different mechanisms of action, it is recom-
mended to use diverse antioxidant test models [16, 32].
Hence, DPPH and FRAP methods evaluate the capacity of
antioxidant molecules to transfer an electron to reduce
radicals, metals, or/and carbonyls (single-electron transfer,
SET), whereas ORAC assay measures the ability of antioxi-
dant molecules to scavenge free radicals by proton donation
(hydrogen atom transfer, HAT) [16]. DPPH radical-scav-
enging activity varied from 283.7 ug/mL for Vulpicida pinastri
to 2293.7 ug/mL for Cetraria crespoae. Total antioxidant ac-
tivity assayed by FRAP test ranged from 7.3 ymol of Fe** eq/g
sample for Cetraria ericetorum to 29.6 umol of Fe** eq/g
sample for Dactylina arctica. Finally, the highest value for the
ORAC test was obtained for Dactylina arctica (8.2 ymol TE/
mg dry extract) and the lowest ORAC value was for Neph-
romopsis pallescens (0.4 yumol TE/mg dry extract). Previous
studies have also demonstrated antioxidant properties for
other cetrarioid species using DPPH and ORAC techniques.
Hence, Cetraria islandica, which is the most studied species of
the clade, showed DPPH values which varied from 678.38 ug/
mL to 1183 ug/mL depending on the study [10, 33]. Moreover,
Vulpicida canadiensis and Vulpicida pinastri exhibited sig-
nificant DPPH results with ICs values of 99 and 75 ug/mL,
respectively [10, 34]. Furthermore, regarding ORAC assays,
Cetraria islandica has shown an ORAC value of 3.06 ymol TE/
mg dry extract and Vulpicida canadiensis of 0.77 ymol TE/mg
dry extract [10].

Beyond this clade, other clades of Parmeliaceae family
have been investigated for its antioxidant activity. Hence,
Sieteiglesias et al. evaluated a total of fifteen methanol lichen
extracts from Parmelioid clade. The species with the highest
antioxidant potential were Hypotrachyna formosana (DPPH
value of 49.5 5ug/mL) and Parmotrema perlatum (FRAP
value of 24.89 umol of Fe*" eq/g sample and ORAC value of
22.1 umol TE/mg dry extract) [31]. Moreover, another study

with Parmeliaceae lichens revealed that Flavoparmelia
euplecta (ORAC value of 3.30 umol TE/mg dry), Hypo-
trachyna cirrhata (FRAP value of 316 umol Fe* * eq/g
sample), and Myelochroa irrugans (DPPH value of ICs
384 ug/ml) were the most promising antioxidant lichen
extracts [35].

Next, the extract antioxidant potency (EAP) index which
is calculated as sample score/best score x 100 was deter-
mined to rank the antioxidant potency of each methanol
lichen extract. The highest EAP index was for Dactylina
arctica (93.5) followed by Nephromopsis stracheyi (66.8),
Vulpicida pinastri (61.8), and Tuckermannopsis americana
(59.6) (Table 2).

To understand the bivariate correlation between phenolic
content and each antioxidant method, the linear correlation
coefficients (r) and the coefficient of determination (R*) were
calculated. The study showed a significant and high corre-
lation (p <0.01) between phenolic content and ORAC assay
(r=0.851; R*=72.42%) and a significant and moderate cor-
relation (p <0.05) between phenolic content and FRAP
method (r = 0.645; R* = 41.60%). The lowest one was between
DPPH and TPC (r=-0.397, p>0.05) (Figure 2). Low cor-
relation between total phenolic content and DPPH assay may
be related to antagonistic or synergistic reactions between
phenol compounds and other phytochemicals found in lichen
extracts [36]. Flavonoids, tannins, and proanthocyanins could
contribute to its antioxidant capacity [37].

Principal component analysis (PCA) and hierarchical
cluster analysis (HCA) were determined to classify the
fourteen lichen extracts based on its antioxidant properties
(FRAP, ORAC, and DPPH assays) and phenolic content.
PCA was applied to data based on a matrix correlation to
eliminate the influence of the variance between variables
with different units (i.e., DPPH and ORAC). Each parameter
carried equal weight in principal component analysis. The
PCA allowed for the detection of similarities between
samples and for establishing the main association between
the variables. The PCA results from Bartlett’s test of sphe-
ricity indicate that variables are correlated with p <.001, and
then our dataset was confirmed to be suitable for a data
reduction technique. Principal component 1 (PC1)
explained up to 69.38% of total variance, whereas principal
component 2 (PC2) accounted for 17.65%, being 87.03% of
the total variance (Figure 3(a)). Total variance explained
table and scree plot were included in Supplementary
Figure S1. The distance between lichen samples on the score
plot explains the degree of differences and similarities in
antioxidant activity and phenolic content. Dactylina arctica,
Asahinea scholanderi, and Nephromopsis stracheyi were
placed on right half up of the plot, Tuckermannopsis
americana and Vulpicida pinastri were also at the right part,
but half down of the plot, and finally, the other lichen species
from cetrarioid clade were placed on right left half the plot,
up (Cetraria nivalis, Cetraria commixta, Cetraria crespoade,
Tuckneraria ahtii) and down (Nephromopsis laureri, Allo-
cetraria ambigua, Nephromopsis pallescens, and Cetraria
cucullata). Figure 3(b) shows the relationship between the
parameters studied. TPC, FRAP, and ORAC were clustered
together, near each other, on the right side of the loading
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FIGURE 2: Linear correlation between total phenolic content and antioxidant capacity of lichens belonging to cetrarioid clade measured by

(a) ORAC assay, (b) FRAP assay, and (c) DPPH assay.

plot. Higher values of these variables indicate better total
antioxidant activity. Oppositely, in the left hand of the
loading plot at the very top of the figure, we find DPPH. This
variable (expressed in ICs, values) inversely influences total
antioxidant activity. Both plots allowed us to explain our
results. The location of D. arctica diametrically opposite to
the rest of the lichen samples was explained by the high levels
of TPC, ORAC, FRAP versus low ICs, values of DPPH ac-
tivity. Contrary to D. arctica, we observed Cetraria cucullata,
Cetraria nivalis, Cetraria commixta, Cetraria crespoae,
Cetraria ericetorum, Tuckneraria ahtii, and Nephromopsis
pallescens which exhibited low total antioxidant capacity
(ORAC, FRAP, DPPH) and low content of TPC. Only well-
projected variables and individuals can be interpreted by PCA
model. The parameter that measures the quality of the rep-
resentation is cos’. High cos” values indicate a good repre-
sentation of the principal component. Conversely, low cos
values show that variable and observations are not perfectly
represented by the principal components [38]. Component’s
accountability expressed in percentages and cos” values were
included in Supplementary Tables S1 and S2. In our analysis,
cos” values for A. scholanderi, C. ericetorum, and N. pallescens
were lower than 0.5 for both components and any assump-
tions drawn from this model related to these species have to
be further investigated.

The hierarchical cluster analysis (HCA), based on
Euclidean distance, was used to examine similarities be-
tween lichen species and antioxidant activity. Samples are
grouped in clusters in terms of their nearness or simi-
larity. Dendrogram is shown in Figure 4 and the mean
values of antioxidant activity and total phenol content of
clusters of the HCA are in Table 3. Lichen species from
cetrarioid clade were grouped into three clusters which
confirm the PCA results. Cluster 1 included the lichen
species Nephromopsis stracheyi, Asahinea scholanderi, Tuck-
ermannopsis americana, Vulpicida pinastri, Allocetraria
ambigua, and Nephromopsis laureri. This cluster was sub-
divided into two subclusters 1A and 1B. Subcluster 1A was
constituted by Nephromopsis stracheyi and Asahinea scho-
landeri, which have moderate phenolic content and antiox-
idant capacity as shown in Table 3. Species from subcluster 1B
presented low values of TPC but better values of DPPH
suggesting the contribution of other compounds to its an-
tioxidant capacity. On the other hand, seven lichens species
(Cetraria commixta, Cetraria nivalis, Cetraria cucullata,
Cetraria crespoae, Cetraria ericetorum, Tuckneraria ahtii, and
Nephromopsis pallescens) composed cluster 2. The cluster 2
included lichen species, mostly consisted of Cetraria species,
characterized by the lowest antioxidant properties and the
lowest phenolic content values [31, 39, 40]. Cluster 3 is
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FIGURE 3: Reduction of multidimensional variables by principal component analysis (PCA) for fourteen different lichen species from
cetrarioid clade. PCA allowed for the detection of similarities between samples and for establishing the main association between the
variables. (a) PCA scores plot. (b) Loading plot. AA (Allocetraria ambigua), AS (Asahinea scholanderi), CCO (Cetraria commixta), CCR
(Cetraria crespoae), CCU (Cetraria cucullata), CE (Cetraria ericetorum), CN (Cetraria nivalis), DA (Dactylina arctica), NL (Nephromopsis
laureri), NP (Nephromopsis pallescens), NS (Nephromopsis stracheyi), TAH (Tuckneraria ahtii), TAM (Tuckermannopsis americana), and VP

(Vulpicida pinastri).

composed of a single species Dactylina arctica. The den-
drogram showed that this species had a greater distance to the
other clusters and therefore more differences. In phylogenetic
studies, the species of Dactylina genus constitute their own
subclade within cetrarioid clade [41].

Lichen extracts from cetrarioid clade were also screened
for enzyme inhibitory activities [AChE and BuChE]. The ICs,
values for each enzyme are shown in Table 4. The highest

inhibitory activity of AChE was found for Asahinea scholanderi
(ICs50=0.11 mg/mL), Tuckneraria ahtii (ICsy=0.15mg/mL),
and Cetraria nivalis (ICso=0.16 mg/mL), whereas the meth-
anol extracts of Cetraria commixta and Nephromopsis stracheyi
were less active (ICso=0.35mg/mL). On the other hand, the
lichens Asahinea scholanderi (ICsy=0.29 mg/mL), Cetraria
cucullata  (ICso=0.31mg/mL), and Dactylina arctica
(IC50=0.42mg/mL) were found to have the highest BuChE
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F1GURE 4: Dendrogram for lichen extracts from cetrarioid clade obtained from the hierarchical cluster analysis. Based on Euclidean distance,
HCA examined similarities between lichen species and antioxidant activity. Samples are grouped in clusters in terms of their nearness or
similarity. AA (Allocetraria ambigua), AS (Asahinea scholanderi), CCO (Cetraria commixta), CCR (Cetraria crespoae), CCU (Cetraria
cucullata), CE (Cetraria ericetorum), CN (Cetraria nivalis), DA (Dactylina arctica), NL (Nephromopsis laureri), NP (Nephromopsis pal-
lescens), NS (Nephromopsis stracheyi), TAH (Tuckneraria ahtii), TAM (Tuckermannopsis americana), and VP (Vulpicida pinastri).

TaBLE 3: In vitro antioxidant activity and total phenolic content of clusters of lichen species obtained by hierarchical cluster analysis (HCA).

Cluster 1A Cluster 1B Cluster 2 Cluster 3 p-value* p-value**
DPPH (ICs ug/mL) 832.3+3354  554.8+2603  14457°"+506.6  346.3+0.2 0.002 <0.001
ORAC (umol TE/mg dry extract) 334407 1.7+ 0.44 1.3*+1.1 8.2+0.1 0.028 <0.001
FRAP (umol of Fe’* eq/g sample 229473 21.89+43 10.9%4+2.4 29.6+0.2 <0.001 <0.001
Total phenolic content (ug GA/mg) 83.79+0.8 51.6%+6.3 50.4%4+11.6 1135402 <0.001 <0.001

Results were expressed as mean + SD. * Levene’s F test for equality of variances. **One-way ANOVA test. Statistical significance (p <0.05) is presented in
superscripts letter: (a) versus cluster 1A; (b) versus cluster 1B; (c) versus cluster 2, and (d) versus cluster 3.

TaBLE 4: Acetylcholinesterase inhibition (ICs, values) and butyrylcholinesterase inhibition (ICs, values) of methanol lichen extracts
belonging to cetrarioid clade.

Lichen species AChE ICs, BuChE ICs,
(mg/mL + SD) (mg/mL + SD)
Allocetraria ambigua (C. Bab.) Kurok. and M.J. Lai 0.18 +0.015" 0.56 +0.016>*Mk
Asahinea scholanderi (Llano) 0.11+0.006 0.29 +0.004
Cetraria commixta (Nyl.) Th. Fr 0.35 +0.017>>debehiibmn 0.49 + 0.018™°*
Cetraria crespoae (Barreno and Vazquez) Karnefelt 0.24 +0,05>>e e ibmn 1.26 + 0,004 e bl bmn
Cetraria cucullata (Bell) Ach. 0.18 +0.014° 0.31 +0.001>F
Cetraria ericetorum. Opiz 0.19+0.016" 0.52+0.013™°F
Cetraria nivalis (L.) Ach 016 +0.013 0.75 £ 0.018>>CoHMbk!
Dactylina arctica (Hook) Nyl. 0.22 +0.005>&™ 0.42 +0.008>°K
Nephromopsis laureri (Kremp.) Kurok. 0.17+0.017 0.65 + 0.007>H0k!
Nephromopsis pallescens (Schaer.) Y.S. Park 0.22 +0.009>&>™ 0.79 + 0.025>>ce bRkl
Nephromopsis stracheyi (C. Bab.) Mull. Arg. 0.35 +0.002>>cbelehiibmn 0.51 +0.004>4e5-bi
Tuckermannopsis americana (Spreng) Hale 0.17 +0.009° 0.49 +0.025™F
Tuckneraria ahtii Randlane and Saag 0.15+0.003" 0.70 + 0.006>>ce Pkl
Vulpicida pinastri (Scop.) J.E. Mattsson and M.J. Lai 0.19 +0.003° 0.89 + 0.018>eefghiklm

Statistical significance (p <0.05) is presented in superscript letters: (a) versus Allocetraria ambigua; (b) versus Asahinea scholanderi; (c) versus Cetraria
commixta; (d) versus Cetraria crespoae; (e) versus Cetraria cucullata; (f) versus Cetraria ericetorum; (g) versus Cetraria nivalis; (h) versus Dactylina arctica; (i)
versus Nephromopsis laureri; (j) versus Nephromopsis pallescens; (k) versus Nephromopsis stracheyi; (1) versus Tuckermannopsis americana; (m) versus
Tuckneraria ahtii; (n) versus Vulpicida pinastri.
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FIGURE 5: Representative HPLC-UV chromatogram (A =254 nm). Injected samples: lichen methanol extracts at 250 pg/ml using a gradient
elution with a 0.6 ml/min flow rate of 1% orthophosphoric acid in milli-Q water (a) and supergradient HPLC-methanol (b). (a) Asahinea
scholanderi and (b) Cetraria cucullata. Retention times (TR) for each compound: ALE (29.24 min), COL (32.94 min), USN (32.17 min), and
PRO (41.79 min). ALE (alectoronic acid), COL (a-collatolic acid), PRO (protolichesterinic acid), and USN (usnic acid).

TaBLE 5: Retention time (fz, HPLC) and UV spectral data of
secondary metabolites identified in methanol extracts of lichens
A. scholanderi and C. cucullata.

Molecular

Secondary metabolite formula tg (min)  Aga, (nm)
a-Collatolic acid CyoH3400 32.79+0.2 2163/12656/
Alectoronic acid Cy3H3,00 29.1+0.18 21§/12654/
Usnic acid C,sH1607 32.28+0.16 232/282
zcriodt"hCheSte“mC CiHy,0, 4148404 230

inhibitory activity. However, Cetraria crespoae (ICs =1.26 mg/
mL), Vulpicida pinastri (ICso=0.89 mg/mL), and Neph-
romopsis pallescens (ICso=0.79 mg/mL) presented the lowest
inhibitory activity of BuChE. The enzyme inhibitory activity for
all methanol lichen extracts was high for AChE than for
BuChE.

Previous studies showed AChE and BuChE inhibition
potential of different lichen extracts. Hence, Hypotrachyna
formosana inhibited AChE (31.8% for 25 ug/mL, 39.5% for
50 ug/mL, and 45.7% for 100 ug/mL) and with less potency

TaBLE 6: Predicted binding affinity between the compounds and the
AChE.

Docking score (kcal/mol)

Compound i }
With H,O Without H,O

Acetylcholine -85 7.4
Donepezil -18.5 -15.7
Alectoronic acid -10.8 -11.1
Atranorin -8.7 -8.8
(2S,3R)-Protolichesterinic acid -8.4 -7.9
Alpha-collatolic acid 7.2 -9.9
Usnic acid -52 -6.9

the enzyme BuChE (24.4% for 25 ug/mL, 35.2% for 50 ug/
mL, and 41.2% for 100 ug/mL) [31]. Also, Lee et al. reported
AChE inhibition properties for Umbilicaria esculenta (22.4%
for 1 mg/ml) [42]. However, although previous works have
investigated AChE and BuChE inhibitory activity, research
is very recent and limited.

The most active species on enzyme inhibition were
Cetraria cucullata and Asahinea scholanderi. Identifying
their secondary metabolites was carried out through HPLC
analysis. Chemical composition analysis revealed as major
secondary metabolites alectoronic acid (ALE) and a-colla-
tolic acid (COL) in A. scholanderi (Figure 5(a)), and usnic
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TaBLE 7: Predicted binding affinity between the compounds and the BuChE.

Docking score (kcal/mol)

Compound } .
With H,O  Without H,O

Acetylcholine -4.1 -5.1
N-((1-(2,3-Dihydro-1h-inden-2-yl) piperidin-3-yl) methyl)-N-(2-(dimethylamino) ethyl)-2-naphthamide -15.9 -10.5
Alectoronic acid -6.2 -6.6
Atranorin -6.2 -6.9
(2S,3R)-Protolichesterinic acid -5.4 -5.7
Alpha-collatolic acid 5.5 6.7
Usnic acid -4.3 -7.5

acid (USN) and protolichesterinic acid (PRO) in C. cucullata (Figure 5(b)). Main peaks were identified by comparing their
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FIGURE 6: Protein-ligand interactions of the complexes formed by (a) AChE and donepezil and (b) BuChE and N-((1-2,3-dihydro-1H-
inden-2-yl) piperidin-3-yl) methyl)-N-(2-(dimethylamino) ethyl)-2-naphthamide with (right panels) and without water molecules (left
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retention times with pure compounds (and lichen extracts
with known composition) used as standards. Retention
times, A maximum spectra, and molecular formula are also
included in Table 5.

To better understand how the major secondary me-
tabolites identified in Asahinea scholanderi (alectoronic acid
and a-collatolic acid) and Cetraria cucullata (usnic acid and
protolichesterinic acid) could inhibit AChE and BuChE
enzymes, molecular docking studies were performed. Ini-
tially, Ach and the co-crystallized ligands were docked and
re-docked against both AChE and BuChE. The binding was
investigated with and without water molecules. In detail, the
absolute binding affinity of Ach was higher for AChE (both
hydrated and dehydrated) than for BuChE (Tables 6 and 7).
The differences in pattern interaction with or without sol-
vent molecules were evident in AChE, where Ach was better
oriented in the hydrated binding site. In the case of co-
crystallized molecules, both showed good re-docking results
in terms of binding affinity and interactions with target
(Tables 6 and 7, Figure 6). Moreover, the water network
drove the compound in correct orientation in BuChE,
creating a perfect overlapping between the docking pose and
the co-crystallized ligand.

For AChE, the key interactions inside the binding pocket
are Trp86, Trp286, Tyr337, and Phe338 (pi-pi stacking);
Tyr341 (hydrophobic); Tyr72, Ser293, and Phe295 (H-bond),
and Ser203 and His447 (catalytic site). Among secondary
metabolites, the highest affinity for AChE was found for
alectoronic acid in the presence and absence of water
molecules. This aflinity and interaction network were similar
and even superior to that of Ach (Figures 7 and 8; Table 6).
However, donepezil which is clinically indicated for the
treatment of Alzheimer’s disease is more effective against
AChE (docking score —18.5kcal/mol with water and
—15.7 kcal/mol without water) due to the presence of a
positively charged nitrogen that promotes additional hy-
drogen bonds and m-cation interactions with the target
(Figure 6(a)). Though results are not comparable to donepezil,
alectoronic acid is a promising drug candidate to inhibit
AChE. On the other hand, (2S,3R)-protolichesterinic acid is
well inserted in the hydrophobic binding pocket; however, its
moderate binding affinity and limited interactions with key
amino acids discourage the hypothesis of a relevant binding to
AChE (Figure S2).

For BuChE, the binding cavity is delimited by Asn68,
Asp74, Trp86, GInll9, Ser198, Trp231, Ala277, Leu286,
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Val288, Phe329, Ala328, and His438 [43]. The absolute
binding affinities of the five secondary metabolites investi-
gated against BuChE are lower compared to AChE with and
without water. The binding affinities of these natural
products showed a docking score higher or comparable to
acetylcholine but lower than that of co-crystallized inhibitor
N-((1-(2,3-dihydro-1H-inden-2-yl) piperidin-3-yl) methyl)-
N-(2-(dimethylamino) ethyl)-2-naphthamide. Among li-
chen compounds, alectoronic acid showed the best results,
even when compared to Ach (Table 7, Figures 7 and 9). In

addition, (2S,3R)-protolichesterinic acid showed similar
results to those obtained for acetylcholine, indicating a
probable satisfying protein-ligand interaction (Figure S3).

Previous experimental studies have revealed that the
dibenzofuran derivative usnic acid was a potential anti-
cholinergic agent by inhibiting AChE (ICs, of 1.273 nM) and
BuChE (ICsq of 0.239 nM) [44]. In addition, other secondary
metabolites from different lichens to those of our study have
shown to be promising cholinesterase inhibitors such as
biruloquinone, isolated from Cladonia mucilenta, with
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inhibitory activity against AChE (ICs, of 27.1 yg/ml) [45].
Also, lobaric acid, isolated from Heterodermia sp., inhibited
AChE (ICso of 26.86uM) and BuChE (ICs, of 36.76 uM)
[46]. Moreover, a new diacetate depsidone identified in
Lobaria pulmonaria showed a moderate activity in AChE
inhibition assays [47]. Indeed, docking studies with dep-
sidones showed that depsidone scaffold could be used for the
design of AChE inhibitors [45, 48].

Docking results can be related to in vitro enzyme in-
hibition assays. AChE inhibition values were better than
BuChE, and moreover, docking scores for their compounds
showed that less energy would be necessary for bonding with
AChE. Indeed, in vitro assays showed that A. scholanderi has
more activity than C. cucullata on both enzymes. Identified
compounds of A. scholanderi (alectoronic acid and «-col-
latolic acid) showed better docking scores than C. cucullata
ones (protolichesterinic acid and usnic acid).

4. Conclusions

Fourteen methanol extracts from lichens of cetrarioid clade
were evaluated for its antioxidant capacity using multivariate
statistical techniques and cholinesterase inhibitory activities
combined with molecular docking. Dactylina arctica showed
the highest total phenolic content and the highest ORAC
value and FRAP value. Using PCA, 87.03% of the total
variance was explained by two principal components.
Moreover, HCA grouped lichen species into three clusters,
highlighting the one that includes only the species Dactylina
arctica, due to their antioxidant activity and total phenolic
content, higher than the others.

On the other hand, Asahinea scholanderi and Cetraria
cucullata extracts were the best inhibitors of AChE and
BuChE. HPLC studies revealed that the major secondary
metabolites of these lichen species were alectoronic acid and
a-collatolic acid for Asahinea scholanderi and usnic acid and
protolichesterinic acid for Cetraria cucullata. Molecular
docking studies revealed that the compound alectoronic acid
exhibited strong interactions with both AChE and BuChE
with and without water molecules in the binding site. The
compound (2S,3R)-protolichesterinic acid may also lead to
good results as cholinesterase inhibitor because of the high
lipophilicity of the binding cavity.

Our results concluded that Dactylina arctica stands out
for its higher antioxidant capacities, followed by Neph-
romopsis stracheyi, Tuckermannopsis americana, Vulpicida
pinastri, and Asahinea scholanderi, and the extracts Asahi-
nea scholanderi and Cetraria cucullata act as AChE and
BuChE inhibitors, being mandatory further investigation in
cell culture and in vivo models to show their potential ef-
fectiveness in the treatment of neurodegenerative diseases.
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Supplementary Table 1. Component’s accountability (%) and quality of representation of each
variable by the PCA model

Component’s accountability (%) Quality of representation(cos?)
Variables PC1 PC2 PC1 PC2
DPPH 20.874 49.164 0.579 0.347
ORAC 26.265 14.178 0.729 0.100
FRAP 27.424 7.609 0.761 0.054
TPC 25.438 29.048 0.706 0.205

Supplementary Table 2. Quality of representation for observations.

Quality of representation (cos?)

Observations PC1 PC2

AA 0.015 0.731
AS 0.342 0.448
CCO 0.907 0.038
CCR 0.647 0.210
Cccu 0.940 0.048
CE 0.122 0.002
CN 0.851 0.102
DA 0.916 0.073
NL 0.040 0.885
NP 0.156 0.001
NS 0.951 0.000
TAM 0.511 0.429
TAH 0.508 0.269
VP 0.168 0.784

Abbreviations: AA (Allocetraria ambigua), AS (Asahinea scholanderi), CCO (Cetraria commixta), CCR
(Cetraria crespoae), CCU (Cetraria cucullata), CE (Cetraria ericetorum), CN (Cetraria nivalis), DA (Dactylina
arctica), NL (Nephromopsis laureri), NP (Nephromopsis pallescens), NS (Nephromopsis stracheyi), TAH
(Tuckneraria ahtii), TAM (Tuckermannopsis americana), VP (Vulpicida pinastri).
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Abstract: Finding effective therapies against Alzheimer’s disease progression is one of the most challenging
tasks for XXI-Century science. The limited therapeutic options create a harsh scenario for the coming years.
Among the approved drugs to slow down the progression of this disease are included the cholinesterase
enzyme inhibitors. New and safer compounds are being investigated from nature. Lichens stand out for the
singularity of their chemical composition that have shown different therapeutical applications. Previous
work has demonstrated the in vitro and in silico anti-acetylcholinesterase (AChE) activity of Cetraria cucullata,
Asahinea scholanderi and its secondary metabolites. The aim of this work is to study for the first time the
effects of lichen extracts and pure compounds (usnic acid from C. cucullata, and alectoronic acid from A.
scholanderi) on AChE activity and relative AChE protein expression in the human neuroblastoma (SH-SY5Y)
cell line in order to validate computational methods. Our results confirmed that the depsidone alectoronic
acid is the best inhibitor of AChE at non-cytotoxic concentrations. Moreover, this lichen compound reduced
AChE protein expression. On the other hand, usnic acid significantly down-regulated relative AChE protein
expression which was not extrapolated to activity. In addition, H20: activated the enzyme without modify-
ing its expression at 250 pM. In an oxidative stress-induced situation, alectoronic acid significantly inhibited
H20Oz-activated AChE, reversing the toxic effects. Further studies on AChE inhibition nature and enzyme
localization in AChE activity are needed to comprehend the mechanisms involved in the process.

Keywords: Lichens, neuroprotection, acetylcholinesterase; Alzheimer’s disease.

1. Introduction

Alzheimer's disease (AD) is a leading cause of dementia, accounting for 70-80% of all cases
[1]. As a progressive and irreversible neurodegenerative disorder, AD is characterized by cogni-
tive impairment that leads to debilitating symptoms such as memory loss, changes in behavior
and mood, disorientation, and difficulty with language and daily tasks. These symptoms ulti-
mately make it difficult for patients to lead normal lives and can even result in death [2,3]. The
prevalence of AD increases exponentially with age. As life expectancy continues to rise, AD is
becoming one of the major challenges facing society from social, health, economic, and psycho-
logical perspectives [4].

The complex pathogenesis of Alzheimer's disease makes it a difficult to find effective and
relevant therapies. Multiples approaches based on the main hallmarks of this disease are being
pursued. These include the clearance of beta-amyloid (A{) plaques and intracellular hyperphos-
phorylated tau proteins, reduction of oxidative stress and neuroinflammation, and mitigation of
mitochondrial dysfunction. Despite significant research in these areas, no significant results have
yet been achieved [1,3]. Furthermore, cholinergic transmission is severely impaired in AD pa-
tients, in whom choline acetyltransferase levels is found to be decreased, choline uptake is re-
duced, and acetylcholine degradative enzymatic activity (AChE and BuChE) is increased. In ad-
dition, loss of cholinergic neurons and both muscarinic and nicotinic cholinergic receptors have
also been detected [5].

Due to the overwhelming impact of the disease, current research is aimed at alleviating the
progression of symptoms or treating the underlying biology of the disease. Currently, the only



commercial available drugs are cholinesterase enzyme inhibitors (ChEls) (donepezil, galantamine
and rivastigmine) and a NMDA receptor antagonist (memantine) [6]. The United States Food and
Drug Administration (FDA) recently has approved aducanumab, a monoclonal antibody that helps
to clear amyloid plaques by attaching amyloid beta. However, the European Medicine Agency
(EMA) has refused to authorize it due to lack of benefit /risk balance [7]. Therefore, cholinesterase
inhibitors remain to the primary therapy in early and moderate stages of the disease.

The two-membered family of cholinesterase (AChE and BuChE) are serine hydrolases.
AChE catalyzes the degradation of acetylcholine to choline in cholinergic synapsis in the central
and peripheral nervous system and it is one of the most efficient enzymes based on its high cata-
lytic rate [8,9]. The responsible sites on molecular recognition and substrate or ligand binding are
the catalytic active site (CAS) and the peripheral aromatic site (PAS) [8]. AChE inhibitors interact
with the catalytic action of the enzyme through competitive inhibition and pseudo-irreversible
inhibition, which have a short action, and irreversible inhibition with more central nervous sys-
tem selectivity and percentage of inhibition in brain [10]. There are three forms of AChE, due to
alternative mRNA splicing, which differ in their role and regulation: AChE-T (or -S for synaptic),
AChE-H and AChE-R [11]. Moreover, others non-canonical functions of AChE have been re-
ported [12]. AChE is also involved in apoptosis displaying a proapoptotic function through its
involvement in apoptosome formation. AChE deficiency or down-regulated AChE expression
made cells less sensitivity to apoptotic stimuli [13].

Some of the commercial ChEIs drugs have been associated with weight loss , anorexia and
gastrointestinal issues, leading to an increase of research into safer natural-origin products [1].
Several natural products have been identified as potential anticholinesterase agents, such as quer-
cetin, vanillin, caffeic and rosmarinic acid [14-16].

The lichens are made up of a photobiont (algae/ cyanobacterium) and a mycobiont (Asco-
mycota and Basidiomycota phylum) as main partners, together with specific bacterial microbi-
omes and lichenicolous fungi [17,18].The interest in lichens in different research areas has in-
creased in the last recent years. Particularly, lichens present in their composition secondary me-
tabolites (depsides, dibenzofurans, depsidones and vulpinic acids) that are unique and that have
shown anti-inflammatory, antidiabetic, antioxidant, cytotoxic, photoprotective and neuroprotec-
tive activities[19]. The singularity and uniqueness of some of lichen secondary metabolites have
made their studies in diverse biological models like neurodegenerative ones, essential [20].

Previous works of our research group have shown in a preliminary screening of a total of
fourteen species of lichens of the cetrarioid clade that the methanol extracts of Asahinea scholanderi
(Llano) Culb. & C. Culb and Cetraria cucullata (Bellardi) Ach. had the highest AChE inhibitory
activities [21].The aim of the present study is to analyze for the first time the effects of lichen
extracts and pure compounds (usnic acid from C. cucullata, and alectoronic acid from A. scholan-
deri) on AChE activity and relative AChE protein expression in the human neuroblastoma (SH-
SY5Y) cell line; in order to validate computational methods (Figure 1)

Asahinea scholanderi Cetraria cucullata Usnic acid
(Llano) Culb. & C. Culb Alectoronic acid (ALEC) (Bellardi) Ach. (USN)

Figure 1. Lichen thallus and chemical structures of studied compounds.



2. Materials and Methods

2.1. Lichen materials and pure compounds

For this study, the cetrarioid lichens Cetraria cucullata (Bell.) Ach. (Krefelder Hiitte, Austria,
July 1973; MAF-Lich 11754) (CC) and Asahinea scholanderi (Russia, Agosto 1995; MAF-Lich 95154)
(AS) were selected. Identification and authentication were conducted by Dr. P.K. Divakar and
Professor A. Crespo. Samples were preserved in the Herbarium of Faculty of Pharmacy (MAF) at
Complutense University of Madrid (Spain). Alectoronic acid (ALEC) was isolated from Cetrelia
brausiana (Mull. Arg) W.L Culb & C.F. Culb. (W. Himalaya, Knoschula Khark (India), August
2006, MAF-LICH 16943)) and usnic acid (USN) was purchased from Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

2.2. Cell culture and treatments

Human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y) was cultured in DMEM, containing 10% of fetal
bovine serum (FBS) and 5% gentamicin at 37°C in a humidified atmosphere with and 5% CO2/95%
air. Culture reagents and materials were purchased from Cultex Laboratories GmbH (Hanover,
Germany). For treatments, lichen extracts (1 mg/mL) and pure compounds (10 mM) were dis-
solved in DMSO (Panreac, Barcelona, Spain) and PBS as stock and serial dilutions were made in
medium. Final DMSO concentration was lower than 0.1% at the highest concentration. The patho-
logical model was induced using with H202 (250 uM, 1 h) acquired in Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

2.3 ACKE activity evaluation
The AChE activity was evaluated using colorimetric Ellman method with some modifica-
tions. Absorbance was measured at 412 nm every 10 min during 1 h with a SPECTROstar BMG
microplate reader [22]. Results were expressed in optical density (OD)/minute(m)/mg protein.
Protein levels were determined using the bicinchoninic acid method with bovine serum albumin
as standard [23]. All reagents were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.4 Western blotting

After treatments, cellular extracts were prepared with buffer TRIS-HCI (pH 7.4), 1% Triton,
10mM EDTA, 50mM NaCl and the proteins inhibitors [PMSF (35uL/mL), leupeptin (20 uL/mL)
and pepstatin (10uL/mL)] (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA). Then, centrifuged at 13,000 g at
4 °C for 5 min. Extracts containing 20pg were resolved by electrophoresis on 10% polyacrylamide
gel (SDS-PAGE) and then transferred onto a PVDF membranes. After blocking with EveryBlot
Blocking Solution (Bio-Rad Laboratories, California, USA), membranes were incubated at 4°C
overnight with anti-AChE (1:1000) or anti-p-actin (1:50,000). The blots were incubated with the
corresponding secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase for 2 h at room temper-
ature (Santa Cruz Biotechnology, Quimigen, Madrid, Spain). Inmunosignals were revealed with
ECL Prime detection kit (GE Healthcare, UK) using an Image Quant LAS500 analyzer (GE
Healthcare). For semiquantitative analysis, protein levels were normalized to $-actin and inten-
sity of bands were measured using Image]J software (version 2.1.0).

2.5 Statistical analysis

All data were analyzed using Sigma Plot 11.0 software. For multiple comparisons, Tukey’s
post hoc test was performed after one-way analysis of variance (ANOVA). Results were ex-
pressed as mean + SD, with p <0.05 values considered to be significant.



3. Results

3.1. Inhibitory activity of lichen extracts and selected lichen compounds on the human neuroblastoma
SH-SY5Y cell line.

Non cytotoxic concentrations of lichen extracts and compounds were selected using 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay (Figure 2), being 10 pg /mL
for A. scholanderi, 0.25 pg /mL for C. cucullata, 50 uM for alectoronic acid and 5uM for usnic acid.

a) 140 b) 12
120
T 100
S TT
S 100 4 *
< ~
3 S 80
S <
8 80 T 8
> S
= g 0
© 60 — >
g £
3 g
O 8 40 A
40 | >
©
o
20 20 |
0- T T T T T T T o0
Control 1 5 10 25 50 100 250

Control0.25 05 0.75 1 5 10 25 50 100 250

Asahinea scholanderi (ng/ml) Cetraria cucullata (pg/ml)

)

120 d)
120

100 +

80

40

Cell viability (% of control)
3
L

Cell viability ( % of control)

20

Control 2.5 5 10 25 50 100 200 Control 2.5 5 10 25 50 100 200

Alectoronic acid (M) Usnic acid (uM)

Figure 2. Cell viability on SH-SY5Y cell line-a) Asahinea scholanderi extract, b) Cetraria cucullata extract, c)
Alectoronic acid and d) Usnic acid after 24 h treatments. Cell viability was determined using MTT assay.
Results are expressed as mean + standard deviation (SD) (triplicate experiments). * p < 0.05 versus control.

The AChE inhibitory activity of the selected non-cytotoxic concentrations of the lichen
extracts and their secondary metabolites was analysed under physiological and oxidative stress
conditions (H202-induced (250 uM, 1h ). Under physiological conditions, alectoronic acid was
the only one that was shown to significantly inhibit the enzyme AChE. Under H20: induced
oxidative stress, the AChE was significantly activated. The lichen extracts of A. scholanderi and C.
cucullata and the secondary metabolite usnic acid exhibited a slight reduction of AChE activity
compared to H202. However, pretreatments with alectoronic acid inhibited significantly AChE
activity by 44% compared to cells treated only with H20:Results were shown in Figure 3.
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Figure 3 . Effects of treatments with lichen extracts and pure compounds on AChE activity in SH-SY5Y cells
using acetylcholine 250 pM as substrate. a) Physiological conditions and b) Oxidative stress conditions.
Results are expressed as mean + standard deviation (SD) (triplicate experiments).* p < 0.05 versus control. #p
<0.05 versus H202

3.3. Relative AChE expression with lichen extracts and selected lichen compounds pretreatments in an
oxidative stress induced cell model.

The effect of lichen extracts and secondary metabolites on AChE expression was then eval-
uated by Western blot. Results showed that, at the assayed conditions H20: did not significantly
modify protein AChE expression. Contrary to activity evaluation assay, after pretreatments with
the extract of A. scholanderi (10 pg/ml) and the compounds alectoronic (50 pM) acid and usnic
acid (5 uM), the AChE relative expression was downregulated while pretreatments with the ex-
tract of C. cucullata (0.25 pg/ml) did not modify AChE levels compared to H20: (Figure 4).
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4. Discussion

Despite inconsistent results on the disease-modifying effect of ChE-Is, slowing therapies
appear to be the best strategies for now [24]. Nevertheless, due to the essential role of AChE for
the functioning of the neural system, products of natural origin have come into the spotlight [25].
Computational methods have been extremely useful to identify-potential compounds of interest
for specific targets among a vast library of compounds available. The scientific literature is full of
predicted inhibitors and substrates, which can greatly reduce the time required for the screening
process. Based on these in silico techniques, the anticholinesterase activity of the lichen secondary
metabolites alectoronic acid and usnic acid was previously investigated [21]. Moreover, cell-free
in vitro studies area a fundamental pillar in the research and development of drugs for Alz-
heimer’s disease. In this context, there was demonstrated that the lichens Asahinea scholanderi and
Cetraria cucullata were the most promising with moderate AChE inhibitory activities with ICso
values of 110 pug/ml and 180 pg/ml, respectively. Furthermore several plant extracts and their
isolated compounds showed anti-AChE activity with a range of moderate activity of 20<ICs0<200
ug/ml [26].

In the present work and to deepen on the action of the lichen extracts of Asahinea scholanderi
and Cetraria cucullata and the compounds alectoronic acid and usnic acid, their effect on AChE
activity and protein expression was evaluated on the human neuroblastoma SH-SY5Y cells. The
catalytically active AChE is presented in the cytoplasm of human undifferentiated and differen-
tiated SH-SY5Y cells[27].Therefore, the cytotoxicity of these lichen derivatives was first investi-
gated on SH-SY5Y cells. The assayed higher non-cytotoxic concentrations for lichen extracts (10
ug /mkL for A. scholanderi, 0.25 pug /mL for C. cucullata) did not show a significant inhibitory effect
on AChE (Figure 2). The only lichen derivative which showed to block its activity was alectoronic
acid at 50 uM. Depsidone structure has been purposed as a promising scaffold for new AChE
[28]. Indeed, other depsidones from nature origin such as aspergillusidone A which was isolated
from Aspergillus unguis (Emile-Weill & L.Gaudin) Thom & Raper, a seaweed-associated fungus,
displayed AChE inhibition with an ICs value of 56.8 uM. Moreover, based on in silico studies,
there have been found interactions between aspergillusidone A and the enzyme active site (elec-
trostatic (Tyr-121, Trp-84, etc.) van der Waals (Tyr-334, Phe-331, Phe-330, Ser-122, etc.) forces and
hydrogen bonds between its 4-OH and Trp-84 and its 10-COOH and Tyr-121[29]. On the other
hand, docking studies with alectoronic acid exhibited an interaction network similar to Ach with
high absolute docking scores (-10.8 and -11.1 kcal/mol, with and without H20) [21]. In relation to
usnic acid, treatments with this secondary metabolite (5 M) showed only a slight inhibitory ac-
tivity in SH-SY5Y cells, unlike other works already published [30]. The concentration studies in
this work is similar to that presented in other studies on toxicity performed with benzofurane-
like structure compounds [31]. Furthermore, recent studies described that usnic acid had a good
inhibition profile due to its hydrophobic interactions with other catalytic amino acids such as
Trp84, Tyr 121, and Phe330 [32].

Under H202-induced oxidative stress conditions, this toxic exhibited a 5.5-fold increase of
AChE activity. Schallreuter et al. provided evidence of a H202-activation in the range of 10¢ M
concentrations due to structural changes of the AChE active site, not the binding one [33]. Other
studies demonstrated that H2O2 acts as an allosteric activator, increasing AChE activity with treat-
ments of H20:2 from 1 uM to 1000 pM [34]. Moreover, in the present work, pretreatments with
lichen extracts and pure compounds reduced activated state of AChE by H202, but only alecto-
ronic acid significantly decreased it (44% restore). Alectoronic acid was the only treatment that
showed a good profile for an AChE inhibitor. The slight decrease observed for usnic acid pre-
treatment could be explained due to its radical scavenging activity, strongly influenced by solvent
environment [35-37].Therefore, this compound neutralizes hydrogen peroxide effect.

Finally, the effect of pretreatments with lichen extracts and secondary metabolites was also
investigated on AChE expression. Contrary to the expected results, AChE relative expression
changed for A. scholanderi, alectoronic acid and usnic acid pretreatments, while AChE levels re-
mained unaffected in C. cucullata and H202. As it has previously commented, Alzheimer’s disease
is a multifactorial disease where neuroinflammation, oxidative stress, tau hyperphosphorylation



and af3 aggregation play an important role. Several Alzheimer’s disease cell and animal models
showed an overexpression of AChE, the levels of AChE were enhanced with increased tau phos-
phorylation in SH-SY5Y cells overexpressing GSK3 and tau overexpression[38]. Moreover, in
LPS-treated murine microglial cell line (BV2), AChE protein expression was significantly elevated
in a time and dose-dependent manner [39]. Furthermore, studies with H2O: revealed that 500 uM
induce AChE expression via JNK/AP1/ ATF2 [40]. Our work revealed that 250uM-of H20:2was
able to modify AChE activity but no its levels. As Hartl et al. studies purposes stress-processes
influence the alternative splicing of AChE, while AChE-T expression increased with ter-BHP
treatment, AChE-R decreased. [41] There are discrepancies in scientific literature due to the di-
vergences in AChE variants and their quantity depending on the brain regions, and the cell type
[11]. In this study, the use of an antibody that targets all variants of AChE precludes any assump-
tions from being made about this approach.

Regarding to the A. scholanderi extract and the lichen compounds, AChE levels were down-
regulated, especially for usnic acid treatment. Several studies have purposed that AChE defi-
ciency could protect against apoptotic stimuli due to its implication in apoptosome formation
[12,13]. Usnic acid has shown to inhibit caspase 3 activity in oxidative stress induced cell model
[20]. This downregulation of AChE levels might be beneficial against its predisposal to stress
factors.

5. Conclusions

Despite significant scientific efforts, the last EMA’s approval for a new drug for AD was
approximately 20 years ago. ChE-Is are still the best option for AD patients. Finding new mole-
cules with less adverse effects, long lasting action and CNS selectivity represent an important
area of research. Natural products have emerged as promising source of active compounds. In
silico and cell-free system studies have shown promising inhibitory activity against AChE, but
further cell-based and in vivo studies are necessary to assess toxicity and validate the activity.

Our results confirmed that the depsidone alectoronic acid acts as an AChE inhibitor in phys-
iological and pathological cell models, being able to reverse (by almost 50%) the activated AChE
state induce by H202 exposure. In addition to these results, down regulation of AChE levels was
also affected by alectoronic acid. Although A. scholanderi extract and usnic acid pretreatments did
not inhibit significantly AChE activity, they did reduce AChE levels. Other non-canonical func-
tions of AChE, such as its involvement in apoptosome formation, could explained the neuropro-
tective role of usnic acid. Further studies on AChE inhibition and enzyme localization in AChE
activity are needed to comprehend the mechanisms involved in the process. To fully understand
the potential of natural products as cholinesterase inhibitors for the treatment of Alzheimer's dis-
ease, it is crucial to conduct in vivo studies and evaluate their effects in different cell models and
brain tissues. Additionally, analysis of alternative mRNA splicing variants must be conducted to
gain a comprehensive understanding of the divergent results reported in the literature.
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Abstract: Oxidative stress is involved in the pathophysiology of many neurodegenerative diseases.
Lichens have antioxidant properties attributed to their own secondary metabolites with phenol groups.
Very few studies delve into the protective capacity of lichens based on their antioxidant properties
and their action mechanism. The present study evaluates the neuroprotective role of Dactylina
arctica, Nephromopsis stracheyi, Tuckermannopsis americana and Vulpicida pinastri methanol extracts in
a hydrogen peroxide (H,O,) oxidative stress model in neuroblastoma cell line “SH-SY5Y cells”. Cells
were pretreated with different concentrations of lichen extracts (24 h) before H,O, (250 uM, 1 h).
Our results showed that D. arctica (10 pg/mL), N. stracheyi (25 pg/mL), T. americana (50 ug/mL)
and V. pinastri (5 ug/mL) prevented cell death and morphological changes. Moreover, these lichens
significantly inhibited reactive oxygen species (ROS) production and lipid peroxidation and increased
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities and glutathione (GSH) levels. Furthermore,
they attenuated mitochondrial membrane potential decline and calcium homeostasis disruption.
Finally, high-performance liquid chromatography (HPLC) analysis revealed that the secondary
metabolites were gyrophoric acid and lecanoric acid in D. artica, usnic acid, pinastric acid and vulpinic
acid in V. pinastri, and alectoronic acid in T. americana. In conclusion, D. arctica and V. pinastri are the
most promising lichens to prevent and to treat oxidative stress-related neurodegenerative diseases.

Keywords: lichens; neuroprotection; cetrarioid clade; oxidative stress

1. Introduction

Oxidative stress is an imbalance in cellular redox homeostasis caused by ROS over-
production and/or antioxidant system dysfunction. The brain is particularly susceptible
to oxidative stress and this process is increased with aging. The brain consumes almost
20% of the total basal oxygen, it is rich in polyunsaturated n-3 fatty acids and redox-active
transition metals, it has a low endogenous antioxidant defense (i.e., catalase), and neuro-
transmitters such as dopamine can auto-oxidize leading to free radicals [1,2]. Moreover, the
mitochondrial electron transport chain consumes around 98% of oxygen and the residual
oxygen is converted into radical superoxide (O,*~) and the non-radical oxidant HyOy;
excessive mitochondrial-derived ROS accumulation can lead to mitochondrial dysfunc-
tion [3]. Furthermore, hydrogen peroxide, the major redox metabolite, diffuses across
membranes by water channels, oxidizes and damages biomolecules [4,5]. The main mech-
anism underlying the neurotoxic effects of hydrogen peroxide occurs through Fenton’s
reaction. In this reaction, ferrous iron and hydrogen peroxide react to yield hydroxyl radical.
Hydroxyl radical is the most deleterious free radical, reacting with macromolecules by
hydroxyl addition and hydrogen abstraction [6]. The altered cellular redox homeostasis
causes oxidative injury to lipids, proteins, and DNA and modifications in cellular function
that finally contribute to cell death mainly by apoptosis [3]. Oxidative stress is involved as
a major pathophysiologic mechanism of age-related neurodegenerative diseases such as
Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, and amyotrophic lateral sclerosis [7].
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Antioxidants modulate the redox state of cells through single electron transfer (SET),
hydrogen atom transfer (HAT), transition metals chelation and the up-regulation of en-
zymatic and non-enzymatic antioxidants. Antioxidants are potentially beneficial in the
prevention and treatment of central nervous system pathologies associated with oxidative
stress and constitute one of the most promising therapeutical strategies [8].

Lichens have aroused great pharmacological interest in recent years because they
produce compounds unique to these species. These bioactive compounds are primarily
phenol derivatives such as dibenzofurans, depsidones and depsides. Lichen extracts and
their secondary metabolites have shown an interesting antioxidant activity [8,9]. However,
studies focusing on therapeutic and protective strategy based on the antioxidant ability of
lichens are very limited [9].

Recently, in previous studies of this group, the antioxidant activity of lichen extracts
from the cetrarioid clade was evaluated using different in vitro methods (1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH), oxygen radical absorbance capacity (ORAC) and ferric-reducing
antioxidant power (FRAP) assays) and multivariate statistical techniques. This study
revealed that the lichen species Dactylina arctica (Hook) Nyl., Nephromopsis stracheyi (C.
Bab.) Mull. Arg., Tuckermannopsis americana (Sprengel) Hale, and Vulpicida pinastri (Scop.)
J.-E. Mattsson & M. J. Lai. were the ones with the highest antioxidant capacities [10].

The aim of the present work is to evaluate for the first time the neuroprotective
activity, based on antioxidant properties, of the methanol lichen extracts Dactylina arctica,
Nephromopsis stracheyi, Tuckermannopsis americana and Vulpicida pinastri in a hydrogen
peroxide-induced oxidative stress model in a neuroblastoma cell line.

2. Results
2.1. Lichen Extracts from Cetrarioid Clade Promoted Neuronal Survival after HyO;-Induced
Oxidative Stress

Initially, we evaluated the effect of the methanol extracts of the lichens Dactylina arc-
tica, Nephromopsis stracheyi, Tuckermannopsis americana and Vulpicida pinastri on the human
neuroblastoma SH-SY5Y cell viability using 3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5 diphenyl tetra-
zolium bromide (MTT) assay. As shown in Figure 1, T. americana did not cause cytotoxicity
at any assayed concentrations. On the other hand, N. stracheyi significantly reduced cell
viability at 50 ug/mL (38% of cell viability) whereas D. arctica and V. pinastri affected cell
viability at 25 pug/mL (62.7% and 65.9% of cell viability, respectively) and at 50 ug/mL
(43.9% and 52.8% of cell viability, respectively).

Next, we investigated the potential protective effect of non-toxic concentrations of
lichen extracts against hydrogen peroxide-induced oxidative stress. Figure 2A demonstrates
that cell viability of the 250 uM for 1 h HyO;-treated SH-SY5Y cells significantly decreased
by 57.5% compared to control cells (100%). However, pretreatments with methanol lichen
extracts of cetrarioid clade promoted neuronal survival compared to hydrogen peroxide-
treated cells. With 24 h pretreatment, the percentage of cell viability was increased over
68.9% and 76.8% for D. arctica at 5 and 10 pg/mL, respectively, over 65.4% and 63.2% for
N. stracheyi at 10 and 25 pug/mL, respectively, 58.2% for T. americana at 50 pg/mL, and 78.9%
for V. pinastri at 5 ug/mL. Therefore, we chose the most protective concentrations of each
lichen extract to delve into the protective mechanism of these extracts and identify which
of them is the most active. Hence, the maximum cell viability protection was 5 pg/mL for
V. pinastri, 10 ug/mL for D. arctica and N. stracheyi and 50 pug/mL for T. americana.

Figure 2B showed the effect of the most protective lichen extracts on cell morphology.
Hydrogen peroxide (250 uM for 1 h) caused morphological changes toward a cellular
SH-SY5Y rounding. By contrast, lichen extracts improved morphological changes of
neuroblastoma cells as shown in the presence of cellular projections.
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Figure 1. Effect of methanol lichen extracts of cetrarioid clade on cell viability. SH-SY5Y cells were
treated with different concentrations of extracts from 5 to 50 pug/mL for 24 h. Cell viability was
determined using MTT assay. Results are expressed as mean =+ standard deviation (SD) (triplicate
experiments). * p < 0.05 versus control.

2.2. Lichen Extracts from Cetrarioid Clade Reduced ROS Production after HyO,-Induced
Oxidative Stress

Figure 3 revealed a significant increase in intracellular ROS production when SH-SY5Y
cells were treated with hydrogen peroxide. 1 h treatment with H,O, at 250 uM enhanced ROS
generation by 155.5% compared to control cells (100%). On the other hand, 24 h pretreatments
with methanol lichen extracts significantly reduced ROS production. In particular, the high-
est reduction was shown by D. arctica (42.4% of reduction compared to hydrogen peroxide
treatment), followed by T. americana (41.1% of reduction versus HyO,), N. stracheyi (38.7% of
reduction versus HyO,) and V. pinastri (35.3% of reduction versus HyO,).
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Figure 2. (A) Effect of methanol lichen extracts of cetrarioid clade on cytoprotection in stress oxidative
models. SH-SY5Y cells were pretreated with non-cytotoxic concentrations of lichens for 24 h before
HO, (250 uM, 1 h). Cell viability was determined using MTT assay. Results were expressed as
mean =+ SD (triplicate experiments). * p < 0.01 versus control; # p < 0.01 versus HyO,. (B) SH-SY5Y
cells morphology after treatments.
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Figure 3. Effect of methanol lichen extracts of cetrarioid clade on intracellular ROS production.
SH-SY5Y cells were pretreated with D. arctica (D.a), N. stracheyi (N.s.), T. americana (T.a) and V. pinastri
(V.p) for 24 h before HyO, (250 uM, 1 h). The levels of intracellular ROS production were measured
using dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) method. Results are expressed as mean + SD
(triplicate experiments). * p < 0.01 versus control; # p < 0.01 versus H,O;.
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2.3. Lichen Extracts from Cetrarioid Clade Improved Oxidative Stress Markers and Antioxidant
Enzyme Activity

Exposure to hydrogen peroxide significantly increased thiobarbituric acid reactive sub-
stances (TBARS) levels (174%), impaired GSH content (51%) and reduced SOD (68%) and
CAT activity (58.5%) in SH-SY5Y cells compared to control cells (100%) (Figure 4). However,
pretreatments with methanol lichen extracts of cetrarioid clade exhibited noteworthy pro-
tection against hydrogen peroxide-induced oxidative injury by improving the antioxidant
status. Hence, D. arctica and V. pinastri significantly reduced lipid peroxidation levels (109%
and 122%, respectively), restored GSH content (93% and 83.5%, respectively) and increased
SOD activity (96% and 87%, respectively). Moreover, T. americana also augmented SOD
enzyme activity by 92%. All the extracts significantly increased CAT activity, reverting
H,O; effects. D. arctica, V. pinastri and T. americana showed the highest values (100.9%, 97%
and 95%, respectively), followed by N. stracheyi, with moderate CAT activity (81.6%).
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Figure 4. Lichen extracts from cetrarioid clade improved oxidative stress markers and antioxidant
enzyme activity. SH-SY5Y cells were pretreated with Dactylina arctica (D.a), Nephromopsis stracheyi (N.s),
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Tuckermannopsis americana (T.a) and Vulpicida pinastri (V.p) for 24 h before H,O, (250 uM, 1 h). (A) Lipid
peroxidation, (B) GSH levels and (C) SOD activity, (D) CAT activity. Results are expressed as
mean =+ SD (triplicate experiments). * p < 0.05 versus control; # p < 0.05 versus HyO,.

2.4. Lichen Extracts from Cetrarioid Clade Protected against HyO,-Induced
Mitochondrial Dysfunction

Figure 5 shows the effect of lichen extracts on different mitochondrial parameters
(mitochondrial membrane potential and calcium levels). Treatment with hydrogen
peroxide (250 uM, 1 h) caused a significant decrease in the mitochondrial membrane po-
tential (35% compared to 100% control cells) and a significant increase in mitochondrial
calcium levels (1.14 relative to control) and cytosolic calcium levels (1007 nM com-
pared to 516 nM control cells). However, pretreatments with lichen extracts prevented
H,0;.induced mitochondrial changes. In particular, extracts of D. arctica (10 ug/mL)
and V. pinastri (5 ug/mL) significantly increased mitochondrial membrane potential by
67% and 69%, respectively, and significantly reduced cytosolic calcium levels by 557 nM
and 721 nM, respectively. Mitochondrial calcium levels were reduced in pretreated cells
with selected concentrations of D. arctica, V. pinastri and T. americana extracts (1.08, 1.07,
1.05 relative to control, respectively).

1400 15
1200 * 1.4 -
1000 l T 5
S e
) g
< 800 | 4 U 8
2 T = 9
o = e 1.2
£ g 9 *
9 # e 2
600 g = E
& S 3 #
] o 9 # #
9] ;i £ & 11+
400 p= + } {
1.0 .
200
0 0.9 T T T T 1 1
I I I I I N a0 N J / &\\
Control HO N N D N & Q0 S
7 ¥ RSN M Q\gf @r‘%
v & & AR N
o RN R S PO
AOREE < N
+HpOp +HyOp
(A) (B)

Figure 5. Cont.
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Figure 5. Effect of lichen extracts against H,O, -induced mitochondrial dysfunction in SH-SY5Y. (A) on
cytosolic calcium levels. (B) on mitochondrial calcium levels. (C) on mitochondrial membrane potential.
Data are expressed as means & SD (% of control) * p < 0.001 vs. control; # p < 0.001 vs. HyO5).

2.5. HPLC Profile of Lichen Extracts from Cetrarioid Clade

The most promising lichen extracts were analyzed using the HPLC-UV method, whose
representative chromatograms are shown in Figure 6. Secondary metabolites were identi-
fied based on their retention times and ultraviolet spectra as compared to standards and
previously reported lichen extracts. Table 1 reported retention times and the absorbance
maxima (nm) UV spectrum. Results showed that the main compounds in D. artica were gy-
rophoric acid (GYR) and lecanoric acid (LEC). The lichen T. americana contained alectoronic
acid (ALE). The compounds usnic acid (USN), pinastric acid (PIN) and vulpinic acid (VUL)
were the majority in V. pinastri.

Table 1. Retention times and UV absorbance maxima (nm) of main secondary metabolites of stud-
ied lichens.

Compounds Retention Time (tg, min) UV Detection (A max, nm)
Alectoronic acid (ALE) 29.1 £+ 0.001 214,254, 316
Gyrophoric acid (GYR) 25.9 + 0.003 212,270, 304

Lecanoric acid (LEC) 19.4 4+ 0.0312 212,270, 304
Methyl orsellinate (Me-ORS) 13.9 + 0.002 210, 262, 298
Orsellinic acid (ORS) 9.8 + 0.011 210, 262, 298
Pinastric acid (PIN) 26.9 + 0.047 <210, 246, 392
Usnic acid (USN) 32.3 + 0.046 226/234, 282
Vulpinic acid (VUL) 25.1 + 0.034 <210, 234, 282, 354
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Figure 6. Representative HPLC chromatograms (A = 254 nm) (A) Dactylina artica (B) Tuckermannopsis
americana (C) Vulpicida pinastri.

3. Discussion

The present work demonstrated that pretreatments with methanol lichen extracts from
cetrarioid clade provide neuroprotection against hydrogen peroxide in SH-SY5Y cells as
evidenced in ROS reduction, improvement in oxidative stress biomarkers and antioxidant
enzyme activity and mitochondrial protection.
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The brain is a metabolically active organ that yields high ROS levels compared to
other organs. Moreover, neurons are the most sensitive cell types to free radicals [11]. Over-
production of ROS can lead to oxidative macromolecules injury and consequently, to cell
death. Activation of necrotic and apoptotic pathways by ROS induces cell death. Among
the mechanisms responsible for ROS-causing apoptosis are receptor activation, caspase ac-
tivation and mitochondrial dysfunction [12]. Oxidative stress (ROS/antioxidant imbalance)
has been implicated in the initiation and progression of age-related neurodegenerative
diseases [13]. Therefore, the prevention of oxidative stress is one of the most promising
strategies for all those diseases that involve an alteration of redox homeostasis. HyO; acts
as an inducer of oxidative stress damage, increasing ROS levels and leading to cell death.
The current study found that methanol lichen extracts from cetrarioid clade significantly
attenuated hydrogen peroxide-induced ROS production in the human neuroblastoma SH-
SY5Y cell line and consequently prevented cell death. Hydrogen peroxide can cross cell
membranes and cause oxygen-derived free radicals. Hence, hydrogen peroxide can be con-
verted into hydroxyl radicals in the presence of ferrous ions (Fenton reaction) [14]. Lichens
contain phenolic compounds in their composition which can act as antioxidants through
mechanisms such as radical scavenging activity and metal chelating activity [15-17].

Furthermore, these methanol lichen extracts mitigated changes in biomarkers of ox-
idative stress (lipid peroxidation reduction and GSH increase). The brain presents the
highest rate of lipid metabolism in the body. In Alzheimer’s disease and in Parkinson’s
diseases, there is an overproduction of ROS that induces the oxidation of lipid membrane
constituents, leading to lipid hydroperoxides. This process, named lipid peroxidation,
constitutes a hallmark for most neurodegenerative disorders. In fact, polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) are the main target of ROS attack, due to the high number of double bonds in
their structure [18,19]. This early event in the brain causes cytotoxic and genotoxic effects.
TBARS is a common biomarker of polyunsaturated fatty acids peroxidation. High amounts
of lipid peroxidation products have been identified in post-mortem brains of people affected
with neurodegenerative diseases. These lipid peroxidation products cause tissue injury and
failures of antioxidant systems [20]. The lichen extracts of V. pinastri and D. arctica markedly
reduced lipid peroxidation in neuroblastoma cells. Glutathione (GSH) is the major endoge-
nous antioxidant defense. This primary antioxidant scavenges free radicals through its thiol
group of its cysteine residue, and it functions as a co-substrate of the antioxidant enzymes
selenium-glutathione peroxidase (GPx) and glutathione S-transferase (GST) [21]. GPx
reduces lipid peroxides to alcohols and aldehydes. It has been reported that a reduction
of GSH to its oxidized form provokes a decrease in intracellular GSH [22]. Restoring the
levels of GSH is strongly related to the ROS and lipid peroxidation reduction [18]. Previous
studies reported that fumarprotocetraric acid (depsidone), evernic acid (depside) and usnic
acid (dibenzofuran-like) inhibited ROS generation, lipid peroxidation and glutathione
depletion in neurons and the astrocytes cell model using hydrogen peroxide as an oxidative
stress inductor [23,24]. In addition, the Parmeliaceae lichens Cetraria islandica and Vulpicida
canadensis also showed protective effects against H,O,-induced injury in the human astro-
cytoma cell line U373-MG, as evidenced by reduced ROS production, increased GSH levels
and the inhibition of lipid peroxidation [9].

Moreover, lichen extracts increase SOD and CAT activity. The enzyme SOD catalyzes
the dismutation of superoxide anion to hydrogen peroxide which is then converted into
oxygen and water by the action of the antioxidant enzymes catalase and glutathione
peroxidase. The enzymatic activity of SOD and CAT showed to be significantly reduced in
postmortem brain tissue at an advanced age [22]. Therefore, the results of this study showed
that of the four methanol lichen extracts tested, N. stracheyi exerted its neuroprotective
activity via ROS inhibition and increased CAT activity while V. pinastri, D. arctica, and
T. americana prevented ROS overproduction and maintained enzymes activity. Upregulation
of enzymes activity could be associated with an increase in its expression. Previously, it has
been demonstrated that the depside fumarprotocetraric acid, isolated from Cetraria islandica,
upregulated the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase-1, and hemoxigenase-
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1 expression which was related to Nrf2 signaling pathway activation [23]. Other lichens
such as Parmotrema perlatum and Hypotrachyna formosana have also evidenced to reduce
intracellular ROS generation, inhibit the peroxidation of lipids, and increase GSH levels
and SOD activity [25].

Mitochondria are a major cellular organelle that play a key role in aging and de-
generative diseases and are a target for oxidative damage. Mitochondria are the main
source of ROS, particularly of superoxide radicals, through the complexes I and III of the
respiratory chain [26,27]. An overproduction of mitochondria ROS may alter membrane
permeability and calcium homeostasis as well as induce DNA mutations and injure the
mitochondrial respiratory chain [28]. In our study, methanol lichen extracts of V. pinastri
and D. arctica prevented mitochondrial changes by regulating calcium homeostasis and
increasing mitochondrial membrane potential, suggesting a protective activity against
Hy0O;. These extracts which target mitochondria are of great interest because they can
pass across the mitochondrial phospholipid bilayer and reduce ROS damage at the heart
of the source [29]. Other studies demonstrated that the depsidone fumarprotocetraric
isolated from Cetraria islandica prevented mitochondrial membrane potential dissipation
and mitochondrial calcium increase [9].

The analytical study by HPLC-UV revealed that the major compounds presented
in V. pinastri were usnic acid, pinastric acid and vulpinic acid, and in D. arctica were
gyrophoric acid, lecanoric acid and usnic acid, while in T. americana it was alectoronic acid.
Lichen compounds are biosynthesized through three pathways: via the acetylpolymanolate
pathway which produces depsides, depsidones and dibenzofurans, the shikimic pathway
which produces pulvinic acids and the mevalonic acid pathway which is involved in
terpenes formation. Therefore, gyrophoric acid and lecanoric acid are depsides, usnic acid
is a dibenzofuran, alectoronic acid is a depsidone and vulpinic acid and pinastric acid are
pulvinic acids [30,31]. All these lichen compounds have shown a great diversity of activities
including anti-cancer (i.e., gyrophoric acid, vulpinic acid), antimicrobial (i.e., gyrophoric
acid, usnic acid, vulpinic acid) photoprotective (i.e., gyrophoric acid) and neuroprotective
(i.e., usnic acid) activities [32-37].

Based on the chemical structure of lichen compounds and its potential antioxidant
activity, the depsides gyrophoric acid and lecanoric acid have carboxyl and hydroxyl groups
that interact with several enzymatic active sites. Moreover, the aromatic rings of gyrophoric
acid and lecanoric acid are responsible for their free radical scavenging properties [38,39].
Among the lichens investigated in this study, D. artica was the most active specie. Previous
works have shown that D. artica has potent antioxidant properties (ORAC value 8.2 pmol
TE/mg dry extract, DPPH value ICsq 346.3 ng/mL and FRAP value 29.6 umol of Fe?* eq/g
sample) which are attributed to the anti-free radical properties of gyrophoric acid and
lecanoric acid [10].

On the other hand, the antioxidant properties of V. pinastri are mainly due to the
presence of vulpinic acid and pinastric acid. These pulvinic acids have a butanolide ring
with an -OH group at the 4-position and a carboxylic acid function at the double bond. This
double bond is involved in radical stabilization, and is a good descriptor of antioxidant
properties [17].The antioxidant activity of pulvinic acids has been demonstrated using quan-
titative structure—activity relationship (QSAR) techniques combined with a multivariate
analysis [40,41].

Regarding lichen compounds with a depsidone structure, previous studies revealed
that they are potent hydroxyl and superoxide anion radical scavengers in polar environ-
ments but not good peroxyl radical scavengers [15]. Moreovet, a better hydrogen-donating
potency in those depsidones with no butyrolactone ring has been reported; this is the case
of alectoronic acid, which has been identified in T. americana [42]. Finally, the compound
usnic acid, presented in D. arctica and V. pinastri, has shown reducing potential in DPPH,
ABTS and DMPD radical cation assays, and superoxide radical and peroxyl scavenging
abilities [16,37]. In addition to this, the presence of a phenolic ring with functional groups
of —CO, —COH and —COOH showed metal chelating ability, including Fe** ion [16].
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4. Materials and Methods
4.1. Reagents

All reagents were acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) except for
HPLC grade methanol and dimethyl sulfoxide (DMSO), that were purchased from Pan-
reac (Barcelona, Spain). Molecular probes were obtained from Invitrogen-Thermo Fisher
Scientific (Carlsbad, CA, USA).

4.2. Lichen Collection and Preparation of Methanol Extracts

The lichens Dactylina arctica (Central Siberia, Russia, July 1995; MAF-Lich 96262),
Nephromopsis stracheyi (North Sikkim, India, August 2004; MAF-Lich 22748), Tuckermannop-
sis americana (Maine, USA, June 2010; MAF-Lich 19828) and Vulpicida pinastri (Alto del
Pefion, Zamora, Spain, September 2017; MAF-Lich 22753) were identified and authenticated
by Dr. PK. Divakar and Professor A. Crespo and preserved in the Herbarium of the Faculty
of Pharmacy (MAF), University Complutense of Madrid (Spain).

For the preparation of extracts, 2 mL of pure methanol was mixed with dry thalli
samples (50 mg) and after being shaken for 20 s, every 15 min for 2 h, was left overnight.
Methanol extracts were filtered (0.45 um pore) and evaporated at room temperature. Dry
residues were stored until their use.

4.3. Human Neuroblastoma Cell Line (SH-SY5Y Cells)

SH-SY5Y cells were grown in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum and
0.5% gentamicin at 37 °C and 5% CO, /95% air. Confluence was between 80 and 90%.

4.4. Cell Treatments

Lichen extracts were dissolved in DMSO and PBS (1 mg/mL) as stock. Serial dilutions
were then made with PBS. SH-SY5Y cells were pretreated with different concentrations of
methanol lichen extracts for 24 h, before H,O, (250 uM, 1 h). Final DMSO concentration
was lower than 0.1% at the highest concentration.

4.5. Metabolic Activity Measurement

Survival rate and cytoprotection were determined using an MTT assay according
to the method described by Mosmann [43] with some modifications. After treatments,
a solution of MTT (2 mg/mL, 100 uL) was added to wells, and plates were incubated for
1 h. Then, the medium was removed, and formazan crystals were dissolved with DMSO
(100 pL). Absorbance was measured at 550 nm with a Spectrostar BMG microplate reader.

4.6. Intracellular ROS Production

Intracellular ROS production was determined using a DCFH-DA assay as described by
LeBel etal. (1992) [44]. Briefly, DCFH-DA dissolved in DMEM medium (1%) without phenol
red was added to 96-well plates for 30 min. This solution was then removed, and cells
were treated with non-cytotoxic lichen concentrations for 24 h before hydrogen peroxide
(250 uM). Fluorescence was measured with a microplate reader (FLUOstar OPTIMA, BMG
Labtech, Ortenberg, Germany) at excitation/emission wavelength 485/528 nm.

4.7. BCA Assay

The protein concentration was calculated using a bicinchoninic acid (BCA) assay. The
colorimetric reaction was measured at 550 nm in a Spectrostar microplate reader (BMG
Labtech, Ortenberg, Germany). Samples of total cellular extracts were mixed with a reaction
solution [bicinchoninic acid and copper (II) sulfate]. The purple color proportionally
increased with the amount of protein. A bovine serum albumin (BSA) curve was used to
normalize protein [45].
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4.8. Glutathione Levels

GSH content was determined following the Hissin and Hilf (1976) method with some
modifications [46]. In 96-well plates, phosphate-EDTA buffer (pH 8.0, 150 uL) was mixed
with total extract samples (50 pL). Then, O-phthalaldehyde (OPT) was added (20 uL)
and samples were incubated for 15 min in the dark. Fluorescence was measured at an
excitation/emission wavelength 360/460 nm. A standard curve of reduced GSH was used.

4.9. Antioxidant Enzymatic Activity
4.9.1. SOD Enzymatic Activity

Superoxide dismutase catalyzes the conversion of superoxide anions into oxygen and
hydrogen peroxide. In 96-well plates, it was added to the reaction mixture consisting of total
cellular extracts, EDTA, buffer phosphate (pH 7.8, with 0.2% Triton X-100), hydroxylamine
chlorohydrate, and nitroblue tetrazolium (NBT). NBT reduction was measured at 530 nm
each minute, during 15 min, using a SPECTROstar Omega microplate reader (BMG Labtech,
Ortenberg, Germany) [47].

4.9.2. CAT Activity

In 96-well plates, total cell extracts were mixed with hydrogen peroxide (14 mM).
Absorbance was measured at 240 nm wavelength for 1 min using a SPECTROstar Omega
microplate reader (BMG Labtech, Ortenberg, Germany) following Aebi et al.’s method with
some modifications [48].

4.10. TBARS Assay

Lipid peroxidation was determined by performing a TBARS assay [49]. After treat-
ments, cell pellets were stored at 80 °C. On the day of the experiment, pellets were defrosted
at room temperature and were mixed with TBA-TCA-HCI. This mixture was boiled at
100 °C for 10 min. Samples were placed on ice to stop the reaction. Then, samples were
centrifuged at 4 °C (3000 rpm, 10 min) and supernatants were added into 96-well plates
to measure absorbance at 530 nm using a SPECTROstar Omega microplate reader (BMG
Labtech, Ortenberg, Germany). Results were expressed as a percentage of TBARS (100%
of control).

4.11. Calcium Cytosolic Quantification

Calcium cytosolic was quantified using Indo-1/AM as a cell-permeant dye [50]. After
treatments, a Krebs medium containing Indo-1/AM dye (3 mM) and calcium (ImM CaCl,)
was added to cells for 45 min at 37 °C. Then, the medium was removed, and cells were
incubated with a dye-free Krebs medium for 15 min at 37 °C in the dark. Fluorescence was
recorded in a microplate reader (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech, Ortenberg, Germany)
at 350 nm excitation wavelength and at 410 nm emission wavelength. The formula for
cytosolic calcium concentration was [Ca?*]; = Kd x [F — Fmin]/[Fmax — F], where Kd
is the dissociation constant for Indo-1; F is the fluorescence signal for samples; Fmax is
the maximum fluorescence signal after ionomycin addition and Fmin is calculated using
this formula: Fmin = AF +1/12 x (Fmax-AF), AF being the minimum fluorescence after
adding MnCly,

4.12. Mitochondrial Calcium Quantification

Mitochondrial calcium was quantified using Rhod-2/AM as a fluorescent cationic
probe [51]. After treatments, cells were incubated in a Krebs medium containing 0.1% BSA,
1 mM calcium and 10 mM Rhod-2/AM during 40 min at 37 °C. Then, cells were maintained
in dye-free Krebs medium cells in this medium for 30 min at 37 °C in the dark. Basal
fluorescence intensity was recorded using a microplate reader (FLUOstar OPTIMA, BMG
Labtech, Ortenberg, Germany) at A 552 nm excitation wavelength and A 581 nm emission
wavelength for 5 min at 37 °C. Then, maximum fluorescence was measured for 15 min
after adding calcium ionophore A23187 (5 uM) in the same conditions as described above.
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Mitochondrial calcium levels were the ratio between fluorescence measures before and
after ionophore addition. Results were expressed relative to control.

4.13. Mitochondrial Membrane Potential (MMP)

Mitochondrial membrane potential was quantified using the fluorescent cationic
dye tetramethylrhodaminemethylester (TMRM) following Correia et al.’s (2012) protocol
with some modifications [52]. After cell treatments, the Krebs medium with calcium
(1 mM CaCly) and TMRM (250 nM) was added. A FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech,
Ortenberg, Germany) microplate reader was used to measure basal fluorescence activity
at A 549 nm excitation and A 573 nm emission at 37 °C for 45 min. Then, the maximum
fluorescence value was estimated after adding FCCP (6 mM) and oligomycin (0.25 mg/mL).
Mitochondrial membrane potential (Aym) is the result by subtracting fluorescence basal
values from maximum fluorescence values. Results were expressed as % of the control.

4.14. Secondary Metabolites Detection Using High Performance Liquid Chromatography

HPLC analysis was used for secondary metabolites detection using the method de-
scribed by de Paz et al. (2010) [53]. The HPLC instrumentation was an Agilent 1260
instrument (Agilent Technologies, CA, USA) equipped with a photodiode array detector
(190-800 nm) and a reversed-phase Mediterranean Sea 18 column (150 mm X 4.6 mm,
3 um particle size; Teknokroma, Barcelona, Spain). Running conditions included: a mobile
gradient phase [1% orthophosphoric acid in milli-Q water (A)/methanol (B)]; a flow rate of
0.6 mL/min; a column temperature of 40 °C and a UV spectrum between 190 and 400 nm.
Secondary metabolites of lichens were identified by comparing the retention time and UV
absorption spectra with standard compounds (commercialized and isolated previously by
our research team) and other lichen species [9,54].

4.15. Statistical Analysis

All assays were measured in triplicate and data were expressed as mean £ SD. Statis-
tical analysis was performed by SigmaPlot 11.0 using analysis of variance (ANOVA) and
Tukey’s post hoc test (5% significance level).

5. Conclusions

In conclusion, our findings provide evidence of the protective activity of methanol
extracts obtained from cetrarioid clade against the neurotoxic effects of hydrogen peroxide
in neuroblastoma cells. D. arctica and V. pinastri afford the highest protective effect. Future
research should be aimed at studying the protective activity of isolated compounds from
D. arctica and V. pinastri, delving into their mechanism of action.
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Abstract: The impact of age-related diseases such as neurodegenerative diseases and
ischemic brain injury extends to millions of people globally, causing substantial disability,
reduced quality of life and higher healthcare expenses. Oxidative stress and structural
and functional loss of neurons are the main hallmarks of these diseases, either as an
initiator or progression executor. Lichen secondary chemistry has been explored in the
last decades, and many compounds, such as depsides and depsidones, have demon-
strated important bioactive activities This work presents for the first time the neuropro-
tective potential of the tridepside gyrophoric acid (GA), due to its antioxidant and neu-
romodulatory effects. GA reduced H,0,— induced oxidative stress in SH-SY5Y cells, im-
proving the viability and the morphological changes and decreasing the intracellular ROS
production. Moreover, pretreatments with GA enhanced antioxidant enzymes levels
(catalase, superoxide dismutase-1, -2 and glutathione reductase) and reduced the bi-
omarkers of apoptosis Bax/Bcl-2 ratio and caspase-3 expression. GA also increased LC3-
Il expression, suggesting the involvement of autophagic process. On the other hand, GA
increased neurodifferentiation, synaptogenesis and axonal growth, as evidenced in an
increased of neuronal biomarkers (NeuN, Synaptophisin, p-tau and GAP43). Moreover,
uptake and permeability studies have demonstrated that GA can potentially permeate
across the blood-brain barrier using RBE4 and hCMEC/D3 cell lines, respectively. In con-
clusion, GA is proposed as a potentially good candidate for treating neurodegeneration,
considering its safe toxicity profile, moderate oral absorption, and the presented results.
Further in vivo studies are required to validate these findings.

Keywords: neuroprotection, antioxidant, anti-apoptotic, autophagy, neurogenesis, li-
chen, blood brain barrier.

1. Introduction

The aging process results in a gradual decline in functionality across various organ
systems, including the brain. This deterioration increases the susceptibility to suffer
some type of neurodegenerative disease such as Alzheimer's disease (AD), Parkinson's
disease (PD), Huntington's disease (HD), and Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) as well
as of ischemic strokes [1,2]. The mechanisms involved in neuronal death and damage
following an ischemic stroke are like those that occur during brain aging including ox-
idative stress, inflammation, mitochondrial dysfunction, and abnormal autophagic
processes [3]. It is worth noting that the capacity of the brain for self-repair diminishes
during the complex process of aging.



Oxidative stress (OS) is a key hallmark of neurodegenerative diseases. It refers to
the imbalance caused by an excessive production of reactive oxygen species (ROS) in
comparison to a deficient in the antioxidant response. The brain is particularly vulner-
able to ROS due to its high energy demands, the presence of transition metals such as
copper (Cu?+) and iron (Fe?+), the abundance of polyunsaturated fatty acids and cho-
lesterol, and the autoxidation of neurotransmitters [4]. Similarly, in ischemic stroke,
the occlusion of a cerebral artery hampers blood flow to the brain, leading to a lack of
oxygen and glucose, resulting in neuronal damage. This highlights the significance of
oxidative stress in neuronal dysfunction in stroke as well [5].

Furthermore, aberrant autophagy, including also excessive activation, and in-
duction of apoptosis has been reported as significant events in these proteinopathies
and ischemia [6,7]

The accumulation of various damage initiators ultimately leads to neuronal cell
loss. Recent studies have suggested that an imbalance in neurotrophic factors and an
impairment in neurogenesis and synaptic plasticity may play a role in the early stages
of Alzheimer's disease [8,9]. Furthermore, non-motor symptoms in Parkinson's dis-
ease have been linked to impaired hippocampal neurogenesis, likely due to degener-
ation of dopaminergic neurons involved in regulating synaptic plasticity [10]. Similar
to neurodegenerative disorders, after an ischemic stroke, cells are unable to regener-
ate or repair the affected areas [11]. As such, adult neurogenesis and induction of neu-
rodifferentiation have been proposed as potential strategies for promoting neuron re-
generation and nerve repair in these disorders [12].

Therefore, treatments targeting mechanisms such as oxidative stress, deregula-
tion of autophagy and apoptosis, and neurogenesis and neuronal differentiation may
be beneficial for both stroke and age-related diseases.

However, it should be noted that most in vitro results do not correlate with in
vivo and clinical studies, which are often stopped. The delivery of therapeutic agents
to the central nervous system (CNS) is often hindered by the presence of the blood-
brain barrier (BBB), a restrictive barrier that separates the CNS from systemic circula-
tion. Despite the use of in silico tools for the rapid screening of BBB permeation, vali-
dation through experimental methods is necessary to confirm their efficacy [13].

Nowadays, due to the limited effectiveness of commercial drugs, natural com-
pounds such as quercetin, resveratrol and curcumin from plants are gaining consider-
able importance as promising neuroprotective substances [14]. The current work is
focused in investigating the potential neuroprotective properties of natural com-
pounds derived from lichens. Lichens are symbiotic organisms composed of a mycobi-
ont (fungus) and photobiont (algae/cyanobacteria); they are often accompanied by
bacterial microbiomes and lichenicolous fungi [15]. The diversity of their living associ-
ation, along with their adaptation to extreme conditions made them unique organisms
with specific bioactive compounds. Among these compounds, depsides synthesized
via acetate-malonate pathway, have been identified as responsible for various thera-
peutic activities including neuroprotection [16]. In fact, recent studies have shown that
rosmarinic acid, a depside isolated from plants, exhibits neuroprotective activities in
neurodegenerative diseases and ischemic stroke [17,18].

The aim of this study is to investigate for the first the neuroprotective activities
of the lichen compound gyrophoric acid (GA). GA is a tridepside with significant poten-
tial in medicinal applications, due to its antioxidant capacity as a scavenger of free
radicals and its ability to target diverse enzymes with low affinity such as zinc-depend-
ent metalloprotease neprilysin or protein tyrosine phosphatase 1B [19]. Then, in the
present work, it has been studied for the first time the neuroprotective role of GAin a
hydrogen peroxide-induced oxidative stress model and its neuritogenesis effects using
the human neuroblastoma SH-SY5Y cell line. In addition, its ability to pass across the
BBB has been determined by in silico methods and in vitro cell assays using the rat
brain endothelial RBE4 cell line for uptake studies and the human cerebral microvas-
cular endothelial (h\CMEC/D3) cells for permeability studies.



2. Materials and Methods
1.1 Lichen compounds

Gyrophoric acid (GA) were purchased from Molport (Riga, Latvia) with a degree of
purity of 298%.

1.2 Cell culture

Oxidative stress-induced model and neurotrophic effects were studied on the hu-
man neuroblastoma (SH-SY5Y) cell line (ATCC, Manassas, Virginia). SH-SY5Y cells were
grown in Basic Growth Media (DMEM/F12 (1:1)) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS), 2.0 mM L-glutamine and 100 units/mL penicillin and 100 pg/mL streptomy-
cin. For SH-SY5Y cell differentiation was used a differentiation medium (DMEM/F12 (1:1))
with 2 mM L-glutamine, 3% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL strepto-
mycin, 10 uM retinoic acid (RA), as previously reported [20]. For uptake studies, rat brain
endothelial RBE4 cells were cultured on precoated rat tail collagen sterile petri dishes
and grown in Nutrient mixture F-10/a-MEM (1:1) supplemented with 10% FBS, 1 ng/ml
bFGF, 20mM HEPES and 300 pg/ml geneticin G418. For permeability studies, the human
cerebral microvascular endothelial (hCMEC/D3) cell line (Tebu-Bio, Barcelona, Spain) was
grown on precoated rat collagen | (150 pg/ml) surfaces and maintained in EBM-2 me-
dium, supplemented with 5% FBS, 10 mM HEPES, 1 ng/ml bFGF, 5 pg/ml ascorbic acid,
1.4 uM hydrocortisone, chemically defined lipid concentrate (1/100) and 1% penicillin
and streptomycin. All these cell lines were incubated in a humidified incubator at 37°C
and 5% C0O,/95% air. Cells were split 1:8 or 1:10 every 3 days and the number of passages
did not exceed 30.

1.3 MTT Assay
MTT assay with some modifications was used to assess survival rate and cytopro-

tection. SH-SY5Y cells were seeded into 96-well plates at a density of 6,000 cells/well.
After treatments with GA for 24h, MTT solution (0.5 mg/ml) was added to wells and cells
were incubated for 1 h at 37°C. Formazan crystals were dissolved with DMSO (100 pL).
Absorbance was measured at 595 nm in SPECTROStar Omega Microplate reader (BMG
Labtech, USA). The effect of the lichen compounds on cell viability was also measured
after H,0; exposure (250 uM) for 1 h [21].

1.4. Intracellular ROS production

Intracellular reactive oxygen species (ROS) were determined using the fluorescent
probe 2,7—dichlorofluorescein diacetate, acetyl ester (CH2-DCFDA, Thermo-Fisher, Italy).
After 24h pretreatments with GAcells were exposed to the H,0,. CH2-DCFDA was dis-
solved in DMEM without phenol red (10 uM) and added to cells for 30 min. Fluorescence
was measured in a FLUOstar Optima (BMG Labtech, Germany) microplate reader at a 485
nm excitation and a 528 nm emission wavelength.

1.5 Western Blot

For Western blot analysis, cellular extracts containing 20 pg of protein were pre-
pared with lysis buffer solution (TRIS-HCI (pH 7.4), 1% Triton, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl
with proteins inhibitors [(PMSF (35uL/mL), leupeptin (20 uL/mL) and pepstatin
(10uL/mL)] (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA) and centrifuged at 13,000 g at 4 °C for 5
min. Protein extracts were separated by 10%-18% SDS-polyacrylamide gel (SDS-PAGE)
and then transferred onto a PVDF membranes. Membranes were blocked with EveryBlot
Blocking Solution (Bio-Rad Laboratories, California, USA) and incubated with primary an-
tibodies [anti-SOD-1 (1:1000), anti-SOD2 (1:1000), anti-GR (1:1000), anti-CAT (1:500),
anti-BAX (1:1000), anti-Bcl-2 (1:2000), anti-CSP3 (1:500), anti-LC3 (1:100) or anti-B-actin
(1:50,000)] at 4°C overnight. After washing with PBS-Tween, the blots were incubated
with the corresponding horseradish peroxidase conjugated anti-rabbit IgG or anti-mouse
IgG secondary antibody for 1 h at room temperature (Santa Cruz Biotechnology,




Quimigen, Madrid, Spain). Immunosignals were revealed with ECL Prime detection kit
(Bio-Rad Laboratories, California, USA). Densitometric measurements were performed
using Image Quant LAS500 analyzer (GE Healthcare) and quantified using Image]J soft-
ware (version 2.1.0).

1.6 Immunofluorescence

After coverslips were placed in a 24-well plate, cells (4x10* per well) were seeded
on them and treated as previously reported. Cells were fixed with 2.0% paraformalde-
hyde for 6 min and then washed with PBS. Cells were permeabilized using cold ace-
tone/ethanol (1:1) for 4 min at room temperature and washed with PBS to remove re-
siduals. After blocking with 0.5% BSA and 0.2% gelatin in PBS, cells were incubated with
anti-NeuN polyclonal antibody (1:500), anti-synaptophysin polyclonal antibody (1:500),
anti-GAP-43 polyclonal antibody (1:500) and anti-p-Tau polyclonal antibody (1:500) for 1
h at room temperature, then washed with PBS for 30 min and incubated with Alexa568-
conjugated anti-rabbit antibody (1:200). Finally, coverslips were washed twice with PBS
and water and mounted on glass slides using a Fluoromount™ Aqueous Mounting Me-
dium (Sigma Aldrich-Merck). The coverslips were imaged using a Leica TCS SP8 scanning
microscope (Leica, Mannheim, Germany) equipped with 63x, 1.4—0.6 NA, oil, HCX Plan
APO lens and Leica LAS-AF image acquisition software. Quantification was measured us-
ing Fili software version.

1.7. In silico estimation of physicochemical, ADME and toxicity parameters.

ADMETIlab software (v 2.0) (https://admetmesh.scbdd.com/) was used to predict
different parameters related to physicochemical, ADME and toxicity indicators that are
essential in early stages of drug development. The Molinspiration program
(https://www.molinspiration.com/) was employed to compare physicochemical index.
Moreover, the physicochemical properties such as log P (partition coefficient n-oc-
tanol/water), logS (aqueous solubility) molecular weight, topological polar surface area
(TPSA), number of hydrogen bond donors (HD) and acceptors (HA) and number of rotat-
able bonds(nRot), were determined. Furthermore, the following ADME parameters were
calculated: Madin-Darby Canine Kidney cells (MDCK) permeability, Glycoprotein-P (Pgp)-
inhibitor, Pgp substrate, Human Intestinal Absorption (HIA) and Blood Brain Barrier (BBB)
Penetration. Finally, the predicted toxicity indicators hERG Blockers, Human Hepatotoxi-
city, AMES toxicity, Rat Oral Acute Toxicity, Skin sensitization, Carcinogenicity, and Res-
piratory Toxicity were also determined. These indicators are deeply explained on
https://admetmesh.scbdd.com/explanation/index.[22].

1.8. Uptake studies

Uptake studies were carried out in 24-well plates seeded with 6x10* RBE4 cells/well
and incubated with final concentrations of 50, 75, and 100 uM of GA for 0.5, 6, 18, and
24 h. After three cold PBS (pH 7.4) washes, cells were lysed with 1% Triton X-100 (500 L)
for 1 hour at 37 °C. Cell lysate extracts were analyzed using HPLC-UV analysis and protein
concentration using BCA assay [23,24]. Results are expressed as ng/mg protein. Uptake
efficiency was calculated based on the amount of GA at a particular time/ amount of the
compound at time zero.

1.9. Permeability studies

Monolayer of hCMEC/D3 cells was formed in 24-well, 0.4 um porosity PET transwell
plates (Corning) after seeding with 5x10* cells/well. Transendothelial electrical resistance
(TEER) was examined for 7-10 days (9—-10 Qxcm?) in cell culture with an EVOM2 Epithelial
Voltohmmeter and a STX100C electrode (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA).
Permeation of standard Lucifer Yellow (flux of LY lower to 2%) was evaluated to assure
the quality of the monolayer. GA was dissolved in HBSS buffer with 10 mM HEPES (< 0.1%
DMSO)

For apical to basal permeability assay, 300 pL (GA or standards) were added to the
upper chamber (mimicking the blood compartment), while 1 mL of HBSS buffer was
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added to the lower chamber (mimicking the cerebral compartment). For basal to apical
studies, GA was added in basolateral compartment. Cells were incubated for 24 h. At the
end of each transport study, aliquots from the apical and basal compartments were re-
moved and analyzed through HPLC[23]. The following equations were used:

Papp = (Flux x Vp) / (t x A)

Ratio= Papp(B-A)/ Papp(A-B)

Mass balance= 100 x ((Vgr x Cz™) + (Vp x Cpi""))/ (Vpx CMitial)
where Flux is the fraction of the donated amount recovered in the receiver chamber,
Vb =volume in the donor chamber (cm?), A= membrane surface area (cm?) and t =incuba-
tion time (s). Results were expressed as cm/s. Efflux ratio higher than 2 is considered to
be evidenced for transport. Mass balance is calculated as the percentage of recovery of
test compound from the donor and receiver chambers. If mass balance is poor (< 65% or
2135%) poor aqueous solubility or sequestration of the test compound in the cell mono-
layer or in plastic surface could be suspected.

1.10. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) analysis

HPLC analysis was used for GA identification and quantification in both uptake and
permeability assay following the method described by de Paz et al.[23] The equipment
consisted of an Agilent 1260 instrument (Agilent Technologies, CA, USA), with a reverse
phase Mediterranean Sea 18 column (150 mm x 4.6 mm, 3 um particle size; Teknokroma,
Barcelona, Spain) and coupled to the Agilent ChemStation software. Running conditions
used were: 1% orthophosphoric acid in milli-Q water (A)/methanol (B)] as mobile phase,
gradient elution, flow rate of 0.6 mL/min; UV spectrum between 190 and 400 nm. Cali-
bration curve with GA was performed with a range of concentration from 0.01 to 25 uM.

1.11. Statistical analysis

All data were analyzed using Sigma Plot 11.0 software. For multiple comparisons,
Tukey’s post hoc test was performed after one-way analysis of variance (ANOVA). Results
were expressed as mean * SD, with p <0.05 values considered to be significant.

3. Results
1.1 Gyrophoric acid protects SH-SY5Y cells against H-0»-induced death.

The effect of different concentrations of GA in a range from 2.5 to 200 uM on SH-
SY5Y cell viability was investigated. As shown in Figure 1A, GA was not cytotoxic except
at the concentration of 200 uM. Then, non-cytotoxic concentrations were selected to
investigate the potential cytoprotective role of GA against H,O; -induced neuron injury.
Cells were exposed to H,0; at a concentration of 250 uM for 1h in presence of increasing
concentrations of GA ranging from 2.5 uM to 100 puM. A well-defined dose-dependent
decrease in H,0; toxicity, or increase in cell viability, was observed as shown in Figure
1B. H,0; caused a decrease in SH-SY5Y cell viability to 61.7+ 3.5% relative to untreated
cells and cells treated with H,0, and GA (100 uM) had a viability of 89.5+ 2.9% of un-
treated cells.

In addition, the effect of GA on intracellular ROS production was evaluated. As
shown in Figure 1C, hydrogen peroxide increased ROS levels by 55% compared to con-
trol cells. On the other hand, all the assayed concentrations of GA (50, 75 and 100 uM)
significantly reduced ROS overproduction. This action was similar to that one observed
in cells treated with Trolox (antioxidant reference compound) (Figure 1C). Moreover,
cell viability values agree also with the cellular morphology. Figure 1D demonstrates cell
damage after application of H,0, 250 uM resulting in rounded morphology, cell shrink-
age, and, overall, a lower number of cells, typical features of cell death. Pretreatments
with GA recovered density and morphology of SH-SY5Y cells affected by hydrogen per-
oxide, and the highest protective effect was observed at the 100 uM concentration.



(A)

1

-

N

=]
'

Cell viability (% of control)

40

o
=]
'

®
o
L

@
=]
L

N
o
L

n
o
L

o0
Control 25 5 10 25 50 75

Gyrophoric acid (uM)

(D)

(B)

1

1

Cell viability (% of control)

Control

20

00 —|

®
S
1

=
=]
1

'S
S
1

20

Control HyOp 25 5 10 25 50 75

Gyrophoric acid (uM) + HyOp

©

ROS production (% of control)

180

160

140 4

120 4

100 —

80 4

60 —

40 4

20 —

Control

H20: (250 uM)

T
HyOp, 50 75 100 Trolox (50 uM)

" Gyrophoric acid (1M) -

+Hy0,

50 uM GA + H202 (250 uM)

75 uM GA + Ha02(250 uM)

100 uM GA+ H202(250 uM)

Figure 1. Neuroprotective effects of gyrophoric acid (GA) on SH-SY5Y cells against H202-induced cell death. (A,B) Cell viability

was measured by MTT assay. (A)Cells were treated with a wide range of concentrations (2.5-200 uM) of GA for 24 h with. (B).
Cells were pretreated with GA (2.5-100 uM, 24 h) and then exposed for 1 h to H202 (250 uM). (C) Intracellular ROS production
was measured by DCFH-DA method. Cells were treated with GA (50, 75 and 100 uM) and then exposed for 1h with H202 (250

UM). Results are expressed as mean * SD (triplicates). *p<0.05 versus control; # p<0.05 versus H202. (D) Representative light

microscope images of SH-SY5Y cells after the indicated treatments.



1.2. Gyrophoric acid enhanced antioxidant system enzyme expression

SOD-1, SOD-2, CAT, and GR are vital antioxidant enzymes responsible for maintaining
redox homeostasis and protecting cells from oxidative damage. The above experimental re-
sults showed that pretreatments with the tridepside GA exerted neuroprotective effects in
a concentration-dependent manner with higher efficiency at 100 uM. As reported in Figure
2, the expression of the enzymes SOD-1, SOD-2, CAT, and GR in H;O,.treated SH-SY5Y cells
pretreated with 50, 75 and 100 uM was measured. The exposure to H,0, decreased the ex-
pression of all assayed antioxidant enzymes compared to the control cell group in a 48.5%
for SOD-1 expression, in a 53.9 % for SOD-2 and in a 20% for CAT. H,0, treatment did not
significantly modified GR and CAT expression. When the cells were treated with 100 pM GA,
the_antioxidant system enzymes expression increased to values similar to those of control
cells. Particularly, GA augmented SOD-1 protein expression by 24.9%, SOD-2 (57.7%), CAT
(37.1%) and GR (50.4%) compared to H,0, group.

(A) +H20:2 (B)

©)

GA(uM) Control 0 50 75 100

SOD-1(23kDa) | S G —

B-Actin(42 kDa)

3

SOD-1/ B-actin (a.u)

SOD-2/ B-actin (a.u)

SOD-2 (25 kDa)

B-Actin(42 kDa) -——
- T
CAT (64 kDa)
— Control  H,0, 50 75 100 Contrdl  H,0, 50 75 100
B-Actin(42 kDa) N O T — — Gyrophoric acid (uM) Gyrophoric acid (M)
+H,0, +H,0,
(D) (E)
GR (58 kDa)

B-Actin(42 kDa)

Figure 2- Effects of gyrophoric acid (GA) on antioxi-
dant enzyme protein expression. (A) Representative
Western Blots for SOD-1, SOD-2, CAT, and GR. (B, C,
D, E) Corresponding densitometric analysis by using
the ratio between proteins / B-actin: B) SOD-1, C)
SOD-2, D) CAT and E) GR. *p<0.05 versus control; #
p<0.05 versus H20;
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1.3. Gyrophoric acid decreases proapoptotic protein expression and increased antiapoptotic
protein expression

After the evaluation of antioxidant response, pro-apoptotic and antiapoptotic proteins
levels were measured in SH-SY5Y cells. In those cells treated only with H,0,, the expression
of Bax was increased (17.1%) while Bcl-2 was diminished (39.6%) compared to untreated
cells. Moreover, the expression of caspase-3 was upregulated (46%). Treatments with GA
reduced Bax expression and increased levels of Bcl-2 in a concentration-dependent manner,
even if only GA 100 uM gave a statistically significant change (46% reduction in Bax levels
and 34.2% increase in Bcl-2 expression). Furthermore, all the concentrations showed a sig-
nificant downregulation on caspase 3 expression levels confirming the cytoprotective effect
of GA under oxidative stress situation. (17.4-31.4%). Based on all these results, the most ef-
fective GA concentration was 100 uM. (Figure 3).
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Figure 3. Gyrophoric acid (GA) reduced H.0,-induced alterations on the expression of apoptosis-related factors in SH-SY5Y cells .
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1.4 Gyrophoric acid exerted moderate effects on autophagic activation.

First of all, to investigate whether or not H,0, exposure affected per se macroautoph-
agy process, LC3-l and LC3-Il levels were studied using Western blot technique. LC3-1l results
from lipidation of cytosolic LC3-I form. LC3-Il is commonly used as an autophagy biomarker
and is directly related to autophagosome formation. To study autophagic flux, lysosomal
(NH4Cl) and protease (leupeptin) inhibitors are needed to block rapid lysosomal and autoph-
agosome degradation. 2-D-oxyglucose was selected as autophagic inductor for SH-SY5Y cells,
as it was proposed in Klionsky’s guidelines and it was confirmed in our results. While control
cells showed constitutive basal levels of autophagy, LC3-Il levels after H,0, treatment were
increased with and without lysosomal blockage, indicating autophagy activation (Figure 4A).

Moreover, the effects of gyrophoric acid on autophagosome formation were evaluated
in the presence and absence of lysosome inhibitors. In absence of NH4Cl + leupeptin, LC3-II
was not significantly different from control cells. Nevertheless, when autophagosome deg-
radation was blocked, LC3-1l levels were enhanced on either GA-treated or GA + H,0; -
treated cells. In the case of GA alone, differences from control group were not significant.
These results showed that pretreatment with gyrophoric acid before H,0, resulted in a sig-
nificant autophagic flux activation compared to H,0; -treated cells. Rapid lysosomal degra-
dation hindered autophagy activation in absence of inhibitors (Figure 4B)
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Figure 4. Effect of gyrophoric acid on autophagy. Pretreatments of gyrophoric acid (GA) (100 uM) induced autophagy activation

promoting cell survival. The lower panel shows a representative WB of LC3I/ LC31l expression on (A) control and H20-treated cells

in presence or absence of lysosomal inhibitor (NH4Cl and leupeptine) and autophagy inductor (D-oxyglucose) and (B) 100 uM GA

pretreated-cells in presence or absence of lysosomal inhibitor (NH4Cl and leupeptine) and/or H202 exposure. The upper panel

shows ratio between LC3-1l/ B-actin expressed in bar diagrams. *p<0.05control; # p<0.05 versus H202$p<0.05 versus s GA+ H20;



(A)

25 Control

50

(B)

Fluorescence intensity (a.u x 103)

pTAU

(2}
o
L

N
S

N
o
L

1.5 Gyrophoric acid increases NeulN, synaptophysin and GAP-43 expression

This study also aimed to investigate the impact of GA treatments in neurogenesis
and synaptogenesis on SH-SY5Y cell line. First, we sought to evaluate the effects of GA
on phosphorylation of a microtubule-associated protein, Tau, involved in proliferation,
neuronal differentiation/maturation, dendritic/axonal outgrowth, neuronal plasticity
and synaptic maturation [25].Tau can have up to 85 putative Ser/Thr/Tyr phosphoryla-
tion sites [26].In particular, Tau phosphorylation at Ser199/202 and Thr205 along the
nascent axon seems to be important during axonogenesis process [27].

The results obtained by using immunofluorescence analysis and confocal micros-
copy showed that the cell treatments for 24h with GA (25 and 50uM) induced a signifi-
cant increase in Tau phosphorylation in Thr205 residue (pT205) with the 25 UM concen-
tration exhibiting the highest level of upregulation (Figure 5A, B).
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Figure 5. Effects of GA on Tau phosphorylation at
Thr205 residue in SH-SY5Y cells. A) Representative
images by confocal microscopy of SH-SY5Y cells
treated for 24h with 25 uM and 50 uM of GA. In the
images, the red fluorescence corresponds to the
Tau pT205 labeled with mouse primary antibody
anti- Tau pT205 and secondary anti-mouse 568-
conjugated; Scale bar 40 um. Nuclei are stained by
Hoechst. The two channels are shown separately
and in the merge mode. The reported data are rep-
resentative of three independent experiments. B)
Mean values * SE of the red fluorescence signals
reported vs untreated cells (Control). Semi-quanti-
tative analysis was performed by Image) software
as integrated intensity of at least 3 images for each
of 3 independent experiments. Statistics: One-way
ANOVA Test, ** p <0.01 vs. Control

Then, the expression of other several neu-
ronal markers associated with neurogenesis, syn-
aptogenesis, axonal outgrowth, neuronal develop-
ment, and regeneration was evaluated. The ob-
tained data were compared with those relating to
cells treated with retinoic acid (RA) 10uM for 24 h
and 5 days.

Results showed that GA treatment induced a
significant increase compared to the control group
in NeuN (with a two-fold increase for 50 uM), syn-
aptophysin (with a twelve- and nineteen-fold in-
crease for 25 and 50 uM, respectively), and GAP43
expression (with an approximately two-fold in-
crease, similar to RA 5 days), as evidenced by the
results in Figure 6A.

In particular, 24 h of exposure to GA dramati-
cally increases the levels of NeuN and GAP43 more
efficiently than RA after 24h of treatment (Figure
6B).
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Figure 6. Effects of GA on expression of mature neuron mark-
ers compared to retinoic acid (RA) in SH-SY5Y Cells A) Repre-
sentative images by confocal microscopy of GAP43, NeuN and
Synaptophysin in SH-SY5Y cells treated with 25 uM and 50 uM
of GA for 24h and with RA 10uM for 24 h and 5 days. Nuclei are
stained by Hoechst. Scale bar 40um. The reported data are
representative of three independent experiments. B) Mean
values * SE of the red fluorescence signals reported vs control
cells. Semi-quantitative analysis was performed by Imagel
software as integrated intensity of at least 3 images for each
of 3 independent experiments. Statistics: One-way ANOVA
Test, * p < 0.05 vs. Control; # p < 0.05 vs 5 days RA treatment.



1.8 In silico estimation of physicochemical, ADME and toxicity parameters.

Table 1 summarizes the data on physicochemical properties that mainly af-
fect the passage across the BBB via passive diffusion mechanisms. Moreover,
ADME properties and the likelihood of toxicities are reported.

The Lipinski's "rule of five" allows estimating the capacity of a compound to
pass through the BBB based on physicochemical properties. The rule states that
poor permeation is likely if the chemical structure fulfils these criteria (log P > 5;
MW>500 Da and nHA>10; nHD >5)[28]. These values for the GA are logP of 4.97-
5.38; MW of 468.41, nHA of 10 and nHD of 5. Therefore, this natural compound
does not satisfy any criteria, but it is close to the limit. Considering the close adher-
ence of GA to Lipinski's "rule of five”, uptake and permeability studies were then
conducted.

In addition, the results from ADMETIlab 2.0 software indicate that GA has a
low likelihood of being substrate of P-glycoprotein (value of 0.03). P-glycoprotein
is a transporter responsible for removing toxic molecules from cells.

Other ADME parameters, specifically focused on absorption, were also stud-
ied. Results showed a medium likelihood of good human intestinal absorption ac-
cording to MDCK permeability (7x10-® cm/s) and Human Intestinal Absorption
(0.197), which is important for selecting the appropriate pharmaceutical form and
administration route. Clearance values were also found to be moderate (5.955
ml/min/kg).

Before deciding on in vivo application of the compound, in silico toxicity anal-
ysis was performed, revealing low values for human hepatotoxicity (0.136), AMES
toxicity (0.024), carcinogenicity (0.025), and rat oral acute toxicity (0.177).

Table 1. Estimation of physicochemical properties, ADME data and toxicity parameters.

Physicochemical Value Optimal ADME Values* Comment Toxicity Values*
properties values parameters parame-
ters
LogPoct 4.97- 0-3 Human Intestinal 0.197 2-30% hERG block- 0.076
(log mol/L) 5.38 Absorption ers
LogS -2.94 -4-0.5 MDCK permeability  7x10° Medium Human 0.136
(log mol/L) (cm/s) Hepatotoxi-
city
Molecular weight 468.41 100-600 Pgp-inhibitor 0.003 Low AMES 0.024
(Da) toxicity
TPSA (A) 170.82 0-140 Pgp substrate 0.03 Low Rat Oral 0.177
Acute
Toxicity
nHA 10 0-12 Lipinski rule Ac- Skin 0.84
cepted sensitization
nHD 5 0-7 Blood Brain Barrier  0.0114 Low Carcinogen- 0.025
Penetration icity
nRot 7 0-11 Clearance 5.955 Moderate  Respiratory 0.518
(ml/min/kg) Toxicity.

*Values expressed in a range 0-1, meaning the value 0= inactive or low probability and the value 1= active or high probability

1.9. Uptake studies

After characterizing the molecular properties linked to passive permeation across

the BBB, the ability of RBE4 cells to uptake GA was investigated. Then, the assayed con-
centrations for GA were 50, 75, and 100 uM and the incubation times were 0.5, 6, 18, and
24 h. Cell viability was previously evaluated using the selected concentrations and showed
no changes compared to the control cells (Figure 7A).
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The results showed that GA uptake displayed a concentration- and time-dependent
pattern. At the concentration of 50 uM, the uptake increased linearly over 24 hours. At
the concentration of 75 uM, the uptake of the lichen compound increased linearly until
reaching a plateau at 24 hours. Finally, for the concentration of 100 uM, the uptake of GA
increased steeply until 6 hours, then slowed down until reaching saturation at around 20
hours. It is also noted that the concentration of 100 uM of GA is the only one that is de-
tected after 30 minutes of incubation. Furthermore, for all concentrations and incubation
times, the uptake efficiency was less than 5%. It was observed that at the concentrations
of 75 and 100 uM, the uptake efficiency was slightly higher after 18 hours of incubation
than after 24 hours (Figure 7B and 7C).
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Figure 7. Gyrophoric acid uptake in RBE4 cells (A) Cell viability on RBE4 cells was assayed by
MTT. Cells were treated for 24 h with GA 50 uM, 75 uM and 100 uM. Results are expressed
as mean + SD (triplicate experiments). *p < 0.05 versus control. (B) Uptake efficiency at
different times (UM uptake/ uM at zero time) *p < 0.05 versus 50 uM. #p < 0.05 versus 75
MUM. (C) Intracellular levels of GA 50 uM, 75 uM and 100 uM after incubation times of 0.5,
6, 18 and 24h.

1.10. Permeability studies

The hCMEC/D3 cell model was used for BBB permeability studies. Initially, the effect
of GA on cell viability was investigated. As shown in Figure 8, none of the assayed con-
centrations (50, 75 and 100 uM) after 24 h of incubation affected the viability of
hCMEC/D3 cells. Then, based on the uptake study and the viability results, 100 uM



concentration of GA at 24 h was selected to determine the apparent permeability coeffi-
cient (Papp) values. The physical integrity of the hCMEC/D3 cell monolayer was confirmed
by lucifer yellow permeability (around 2%). Propranolol was used as a positive control of
passive diffusion (high permeability, transcellular marker) and atenolol as a negative con-
trol (low permeability, paracellular marker).

Bidirectional transport was evaluated from the apical to the basal (A-B) direction,
and from the basal to the apical (B-A). As shown in Table 2, the P,y value for GA was
6.37x10° cm/s. On the other hand, the Papp value of propranolol was 10.13x10® cm/s.
Atenolol was not detected in either the basal (A-B) or apical (B-A) compartments. The
efflux ratio was calculated and found to be less than 1, indicating no evidence of
transport. Mass balance results indicate poor sequestration in cell monolayer or in the
plastic, finding percentages between the established limits (83.43%).
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Figure 8. Effect of gyrophoric acid on
hCMEC/D3 cell viability assayed by MTT.
hCMEC/D3 cells were treated with GA
50 uM, 75 uM and 100 puM, for 24 h. Re-
sults are expressed as mean + SD (tripli-
cate experiments). *p < 0.05 versus con-
trol.
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Table 2. Transport of gyrophoric acid across in vitro BBB model.

Compound Papp (x10® cm/s) Efflux Ratio  Mass balance (%)
A-B B-A A-B B-A
Gyrophoric acid 6.371£0.02 4.54+0.22 0.712 83.43 73.11
Propranolol 10.13+1.44 4.17+0.72 0.41 128.4 71.37

hCMEC/D3 cells were treated with 100 uM of GA for 24 h.
Data are mean * SD, n=3 inserts for compounds.

4. Discussion

It is widely accepted that natural products have evolved to perform, often in syn-
ergy, a wide array of functions that are beneficial to the producing organism. In fact, they
are considered to be “privileged structures”[29] which, upon subtle changes to improve
their pharmacokinetic and pharmacodynamic profile, can lead to the development of new
medicines [30].

The diseases that caused higher mortality and disability in the past are not corre-
lated with those that hold significant importance in the present. As a result of the popu-
lation pyramid inversion, the incidence of age-related conditions, such as neurodegener-
ative and cardiovascular diseases, is increasing rapidly [31]. Consequently, there is a focus
on searching natural compounds for treating these pathologies.

Neurodegenerative disease is a generic term applied to a variety of conditions that
arise from a chronic breakdown and a deterioration of the nerve cells, in particular those
of the central nervous system [32]. The gradual loss of homeostatic mechanisms



associated with ageing is hypothetically due to an accumulation of molecular oxidative
damage [33]. Indeed, the “Free Radical Theory of Ageing” is based on oxygen toxicity [34].

In recent years, some lichen depsides have been reported to possess neuroprotec-
tive activities in both in vitro and in vivo models such as PD (MPTP or rotenone-induced)
or ALS (L-BMAA-induced) disease models. Evernic acid showed to reduce oxidative stress
and mitochondrial dysfunction and has demonstrated anti-inflammatory activities, mod-
ulating several signal transduction pathways such as NFkB and Nrf2/ARE [35-37]. Isoleca-
noric acid mitigated mitochondrial dysfunction and apoptotic cell death [38]. Moreover,
other lichen substances like the dibenzofuran usnic acid exerted antioxidant and
antiapoptotic effects in ischemia/reperfusion induced model in Wistar rats [35].

In previous studies published by our team, Dactylina arctica (Hook.f.) Nyl. extracts
containing GA as the main compound, exhibited neuroprotective effects by upregulating
antioxidant enzymatic activities and mitigating mitochondrial dysfunction. This extract
also significantly reduced ROS overproduction [39]. Moreover, it has been reported that
GA had radical scavenging properties with ICso DPPH values from 25 to 105 pg/ml, de-
pending on the study, and superoxide anion radical scavenging activity of ICsop 196.62
ug/ml [40,41]. Furthermore, GA has shown cytotoxic properties in diverse cell models
with IC50 values from 289.2uM on A549 lung carcinoma to 1028.7 uM on HCT116 colon
carcinoma cells [42]. According to Mohammadi et al., the wide range of biological activity
exhibited by lichen compounds may be attributed to their low affinity towards multiple
enzymes, rather than high affinity towards a limited number. This observation aligns with
the pleiotropic effect concept, which suggests that lichen compounds act as protective
agents by targeting multiple conserved enzymes in eukaryotes [43].

Considering these results, we hypothesized that the compound GA may be the pri-
mary contributor to the observed neuroprotective response.

The role of oxidative stress in neurodegeneration and ischemic stroke has been ex-
tensively discussed, either as an initiator or executor of the damage [44]. It is well estab-
lished that the brain consumes a large amount of oxygen and is highly rich in lipid content,
becoming prone to oxidative stress. The overproduction of ROS is implicated in functional
and structural dysfunction of neurons that lead to cell death [45]. Essential biomolecules
such as lipids, proteins and DNA are vulnerable to free radical attacks, losing their stability
and activity and therefore, their function. In the oxidative stress model of the current
work, H,0; exposure (250 uM, 1h) reduced SH-SY5Y cell viability, increased intracellular
ROS production and caused cell morphological changes in density and apoptotic features.
Furthermore, while low concentrations of H,0, may enhance antioxidant activity as a
compensatory response [46], higher concentrations lead to modifications in both the
structure and functionality of enzymes, ultimately resulting in reduced their expression
levels

GA-pretreatments reverted these effects in a concentration dependent manner,
showing a cytoprotective action. Phenolic structure of this depside with four hydroxyl
groups is strongly related with its ability to scavenge free radicals. In fact, the number of
hydroxyl groups has more impact in its antioxidant properties than backbone structure
[471.

Moreover, we have demonstrated that several mechanisms are involved in the an-
tioxidant effect of GA. In addition to its radical scavenger nature, pretreatments with GA
enhanced antioxidant enzyme system expression such as SOD-1, SOD-2, CAT, and GR.
These enzymes are part of the endogenous antioxidant system, either directly eliminating
free radicals such as 0,", acting on oxygen reactive intermediaries such as H,0, or increas-
ing levels of non-enzymatic antioxidants such as glutathione (GSH). Increasing their levels
and activity strengthens the antioxidant response against H,0,. These results support pre-
vious works with Dactylina arctica, in which SOD and CAT activity and levels of GSH were
enhanced with lichen extract pretreatments [39]. It is noteworthy that, unlike the GA
treatment, the effects of the extract were observed within a low concentration range,



suggesting synergia among different compounds. Furthermore, increasing evidence indi-
cates that crude lichen extracts exhibit greater activities both in vitro and in vivo in com-
parison to pure compounds [48].

Mitochondria play a pivotal role in oxidative stress-related conditions, not only as
major producers of ROS through the mitochondrial electron chain, but also as initiators
of apoptotic responses via activation of the intrinsic apoptotic pathway. The overexpres-
sion of ROS and disruption of calcium homeostasis led to the opening of the mitochondrial
permeability transition pore (mPTP), which releases proapoptotic factors [49]. GA pre-
treatments showed to reduce H,0,-induced apoptotic activation by downregulating
caspase 3 which is the principal apoptotic effector. Also, GA pretreaments decreased
Bax/Bcl-2 ratio, which is related with reduced membrane permeabilization due to Bcl-2
prevention from homo-oligomerization of pro-apoptotic Bax [50].

In addition, after the discovery of autophagic process, the modulation of this cellu-
lar mechanism has emerged as a pivotal therapeutic strategy. Through autophagy, the
cell eliminates and recycles cytosolic macromolecules and damage organelles. Mitochon-
dria damaged by ROS and oxidized molecules are removed to maintain homeostasis[51].
This is the first time the effect of lichen gyrophoric acid on autophagic process has been
studied. H,0; induced autophagosome formation as evidenced in upregulation of LC3-II
expression with and without lysosome inhibitor. Several studies have shown the enhance-
ment of autophagosome formation after H,0; treatment [52]. Despite autophagy upreg-
ulation, the persistence of cellular stress led to apoptosis pathway activation, as indicated
by apoptotic markers. In contrast, the activation of autophagy following GA treatment
indicated that damage caused by H,0, could be partially mitigated through autophagic
activation, opposite to apoptosis reduction. As previously mentioned, the Bcl-2 protein
not only inhibits apoptosis but also plays a crucial role in autophagy inhibition through
the formation of the Beclin/Bcl-2 complex [53]. The reason why high levels of Bcl-2 after
GA treatment did not correspond to autophagy inhibition could likely be attributed to the
cellular localization of these proteins. Bcl-2 localized in the endoplasmic reticulum is re-
sponsible for the formation of the Beclin/Bcl-2 complex, whereas mitochondrial Bcl-2 is
involved in the inhibition of apoptosis[54,55].

This upregulation was also observed with GA treatment alone. Additional studies
should be conducted using various neurodegenerative models, as the autophagic process
plays a crucial role in clearing protein aggregates, such as mHtt, insoluble tau, and
AB42.[53,56] The observed effect of autophagic activation could potentially be effective
in facilitating the clearance of these aggregates.

Moreover, it is well-known that promoting the regeneration of neural axons, den-
drites, and synapses within the adult nervous system would be a highly desirable thera-
peutic approach to promote functional recovery after nervous system injury. Prior to cell
death, neurons undergo structural changes such as neurite retraction or synaptic loss, as
well as functional changes through the activation of stress signaling pathways [45]. All
neurodegenerative diseases and post-ischemic injuries are associated with synaptic loss
and axonal degeneration [57]. The diagnosis and evaluation of therapeutic interventions
for these diseases are currently hindered by the limitations of brain biopsy techniques.
However, advances in identifying appropriate biomarkers are providing researchers with
new insights into disease prevention, early onset, progression, and treatment [58].

In the current study, we show for the first time that the GA-treatment induces SH-
SY5Y cells differentiation similar to that induced by RA treatment. Following differentia-
tion, SH-SY5Ycells express a number of mature neuronal markers, including Synaptophy-
sin, involved on the regulation of short and long-term synaptic plasticity and synapse for-
mation, growth- associated protein 43 (GAP-43) that promotes presynaptic neuronal and
axonal growth as well as neurogenesis, and neuronal nuclear antigen (NeuN), essential in
mMRNA alternative splicing and neuronal development [49]. In our cell model, 24h of GA
treatment significantly increases the expression of these three neuronal markers.



Notably, higher expression values of NeuN and GAP43 compared to 24h treatment with
RA were shown, suggesting the efficacy of GA in the SH-SY5Y cells differentiation into a
more mature neuron-like phenotype.

Moreover, GA modulate the phosphorylation of Tau on Thr 205 residue and this
modification results necessary for tau to exert one of its well-established physiological
functions i.e. its involvement in the assembly and stabilization of microtubules during ax-
onal outgrowth [59]. Normally, phosphorylation of tau is elevated during some physio-
logic processes such as development, hibernation, and hypothermia and decreases with
age. Moreover, high phosphorylation levels of Tau are typically associated with a toxic
phenotype and widely considered pathological hallmarks in Alzheimer's disease and other
neurodegenerative diseases. However, several recent works suggest a neuroprotective
role of Thr205 phosphorylation (pT205) against amyloid-b-induced excitotoxicity [60]. In-
terestingly, the increases in pT205 could be initially protective due to the toxic environ-
ment [61], but continued overexpression could cause axonal dysfunction [62]. As ob-
served in Figurel by MTT assay and in Figure 3 by evaluation of some key molecular fac-
tors involved in apoptosis, the cells exposed to GA did not show any significant reduction
in viability or increase in apoptotic pathway. Accordingly, the extent of GA-induced Tau
phosphorylation falls into a physiological level of non-toxic modification. Therefore, con-
sistent with the observed effects of GA on pT205 and on GAP43 expression, this in vitro
study suggests for the first time that GA has the potential to induce neuronal differentia-
tion and could also represent a potential treatment for neuronal injury opening a new
line of research in which GA might be used as neurorestorative compound.

In fact, research on the neuromodulatory effects of lichen substances is limited.
Only atranorin, physodic and perlatolic acid have shown neurogenic and neurotrophic ef-
fects in both in vitro (mouse neuroblastoma Neuro2A cells) and ex vivo models (rat hip-
pocampal primary cultures, through gene expression of BDNF and NGF [63]. Neverthe-
less, several natural products have been studied in neurodegeneration and ischemic
stroke focusing on their neurorestorative properties. Interestingly, rosmarinic and ursolic
acid have been shown to alleviate the deficit in neurogenesis and synaptogenesis induced
by AB1.42 peptide in BALB/c mice as shown by NeuN, synaptophysin or PSD-95 expression
[64]. Furthermore, flavonoid baicalin enhanced neurite outgrowth via
BDNF/TrkB/P13K/Akt and MAPK/ERK1/ERK2 in OGDR-induced injury in neuron-astrocytes
cocultures [65].

Despite the constant discovery of molecules potentially active against neuronal in-
jury and neurodegenerative diseases, translation of these effects into in vivo models has
proven to be a significant challenge. One of the major obstacles is the limited bioavaila-
bilityof these compounds in the brain due to reduced permeability across the blood-brain
barrier. In silico methods are an essential tool for ADMET parameters. However, com-
pounds that meets or break preestablished rules parameters must be studied on in vitro
model to not underestimate potential drugs[66].

Transport studies through the BBB have been performed using different cell models
from different species such as rats, pigs, and humans [67-69]. Previous studies have
shown the ability of natural products to pass into the CNS by transcellular passive
transport. Hence, the benzoquinone, embelin, found in Embelia ribes Burm showed Py
values of 35.46 + 20.33 (x10® cm/s) on a primary porcine brain endothelial cell (PBEC)
monolayer model [70]. Moreover, triterpenes such as asiaticoside, madecassoside and
asiatic acid from Centella asiatica (L.) Urban exhibited even higher permeability values in
the same cellular model with P, values of 70.61 + 6.60, 53.31 + 12.55 and 50.94 + 10.91
x 10°® cm/s respectively[71]. On the other hand, the permeability of some lichen extracts
and their secondary metabolites were studied using the Parallel Artificial Membrane Per-
meability Assay for Blood Brain Barrier (PAMPA-BBB). This is the case of the compound
evernic acid which showed high permeability value with a value of 8.6 £ 0.4 x 10-6 cm/s



at 4h and the compound usnic acid with a value of 92.8 + 6.3 x 107® cm/s at1h of incuba-
tion [72,73].

hCMEC/D3 cell line has been used in more than 100 studies focusing in cerebral
endothelial biology and pharmacology due to the expression of tight junctions, efflux
transporters (P-gp , MRP, BCRP) and influx transporters such as solute carrier (SLC) [69].
One of the novelties of the current work is that the BBB permeability of a secondary me-
tabolite from lichens using this cellular model was determined for the first time. GA
showed a value of P,p, of 6.37+0.02 x 10°® cm/s and no efflux transport (<2). These results
also correlate with in silico data about its low probability of being a P-glycoprotein sub-
strate. Prior to this, uptake studies were conducted on RBE4 cells define the optimum
time and concentration (100 uM, 24h) for reaching the brain. Contrary to what it was
observed in permeability studies, cellular accumulation of GA on RBE4 cells showed weak
efficiency with values less than 5%.

Considering these results, GA can penetrate into CNS with moderate values of ab-
sorption. The optimum neuroprotective effects were observed with high concentrations
of GA. After 24h incubation, the detected amount in basal compartment was 18.26 uM *
0.05, with a 60,86% of efficiency. The use of nanoparticles or liposomes is postulated as
an alternative to increase the permeability of compounds and therefore to reach effective
concentrations for treat CNS diseases[74].

Most of BBB studies for natural products have been focused on considering passive
diffusion as the main responsible of the transport. Some rules have been established to
define the ability of a compound to diffuse across this barrier such as the Lipinski’s rule
of five (a high MW, the presence of hydrogen bonds and low log P indicate poor permea-
bility) or Hitchcock rule (high value of 90 A% of TPSA indicates poor permeability) [28,75].
Following these assumptions, the compound GA fulfills Lipinski rule, but close to the lim-
its. Preliminary studies using PAMPA-BBB method are only able to measure passive diffu-
sion transport, while the use of endothelial cell models allows studying other forms of
passage by expressing different types of transporters. For example, in the case of natu-
ral phenolic compounds, it is suggested that although passive transport predominate to
pass the BBB, active transporters are also involved[76]. For this reason, one of the main
issues in research is choosing the optimum cell model to address the clinical question
[77]. In the current work, the differences between RBE4 and hCMEC/D3 cells efficiencies
might be explained due to the interspecies differences of membrane transporters expres-
sion, suggesting a possible implication of active transport [78]. Further studies are needed
in newly models of pluripotent stem (iPS) cells or embryonic stem (ES) to confirm these
results [79].

Finally, having established the neuroprotective properties of GA and its permeabil-
ity, the next step was to assess its toxicity and oral absorption through preliminary in silico
data. Regarding its toxicity, GA exhibited good profile with low probabilities for carcino-
genicity, hepatoxicity, AMES toxicity and Rat Oral Acute toxicity. However, skin sensitiza-
tion represents a critical concern for human use. In the same way, Jesus et al. improved
resveratrol (RSV) skin toxicity profile by synthesizing RVS-GS, a sulfate glycosylated deriv-
ative of RSV, as evidenced by ADMETLab 2.0 evaluation and further confirmed by the hu-
man leukemia monocytic (THP-1) cell maturation assay [80]. The secondary metabolites
derived from lichens have not been analyzed using the ADMET 2.0 software but various
software, including OSIRIS Property Explorer, have been employed. They revealed a safe
profile for usnic acid, variolaric acid and GA, excluding salazinic acid ,norstictic acid and
stictic acid for its high probability for reproductive toxicity[81].

This information will aid in the formulation of a pharmaceutical preparation and in
the selection of an appropriate in vivo model for future studies. Currently, pharmacoki-
netics and pharmacodynamics studies have not been validated, because any in vivo model
has been carried out to investigate GA ADMET parameters.



References

5. Conclusions

Natural products have been used in therapeutics, either as pure compounds or as a
scaffold for the design of novel drugs. Historically, plants, fungi, and marine organisms

have been the primary sources of natural compounds, with lichen species being largely
overlooked. However, in recent years, there has been an exponential increase in bioac-
tive and pharmacological studies involving lichen extracts and isolated compounds. One
such compound is the tridepside gyrophoric acid, which has shown to possess photopro-
tective and antioxidant properties in various cell models. However, to date, there have
been no studies examining its potential neuroprotective effects.

The current study proposes that GA is a potential neuroprotective candidate for
treating brain injury and neurodegenerative conditions considering its ability to reduce
oxidative damage in SH-SY5Y cells, acting as an antioxidant and promoting differentiation
of SH-SY5Y neuroblastoma cells into a more mature neuron-like phenotype. Induction of
endogenous antioxidant response and autophagy activation versus apoptosis inhibition
are presented as mechanisms involved in neuroprotection.

Furthermore, GA has demonstrated the ability to permeate the blood-brain barrier
(BBB). As a proposal improvement the design of a pharmaceutical formulation is neces-
sary to ensure effective dosing in the brain parenchyma. Finally, in silico studies has re-
vealed a safe toxicity profile and a moderate oral absorption, two crucial factors for scal-
ing up the study to the next level.

Despite these promising results, there is still a need for further investigation to com-
prehensively elucidate the underlying mechanisms involved. Further in vivo studies are
essential to validate these findings.
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IV. DISCUSION INTEGRADORA

Los productos naturales han evolucionado a lo largo de miles de afios con el propdsito de
desempenar diversas funciones beneficiosas en el organismo que los produce. Estos compuestos
pueden ser modificados estructuralmente para mejorar su perfil farmacocinético y
farmacodinamico. Estas modificaciones permiten el desarrollo de nuevos farmacos con

propiedades terapéuticas mejoradas (Davison y Brimble,2019).

Tradicionalmente, los productos naturales presentes en especies vegetales han constituido
la principal fuente de compuestos activos. Mas de 70.000 plantas se utilizan con fines terapéuticos,
especialmente en el continente asiatico (Nasim y col., 2022). Ademads, importantes farmacos de
uso habitual en terapéutica tienen un origen vegetal como la morfina extraida de Papaver
somniferum L., la digoxina de Digitalis purpurea L., o el acido salicilico de Salix spp. Pero no sélo
las plantas han contribuido a conformar nuestro arsenal terapéutico, sino que otras fuentes
naturales como los organismos marinos (por ejemplo, trabectedina, antineoplasico aislado de la
ascidia Ecteinascidia turbinata Herdman) o diversos hongos (ej. penicilina aislado de Penicillium
chrysogenum Thom.) han sido utilizadas (Wachtel-Galor y Benzie, 2011; Cuevas y Francesch,

2009).

A pesar de los avances en el descubrimiento de farmacos, los patrones de las enfermedades
han ido variando a lo largo del tiempo. Asi, las alteraciones climaticas, los cambios demograficos
y, por supuesto, o las resistencias a antibidticos repercuten en el aumento de brotes epidémicos
infecciosos; el impacto de la dieta o el tabaco influyen en el desarrollo de las enfermedades
cardiovasculares y la exposicidon a contaminantes incrementa el riesgo de sufrir enfermedades
como el cancer (Baker y col.,2022; Tapsell y col., 2019). Asi mismo el aumento de la esperanza de
vida incrementa la prevalencia de enfermedades asociadas a la edad, entre las que se destacan las

enfermedades neurodegenerativas (Morris, 2013).

En base a estas premisas, y sumado al elevado nimero de enfermedades que no tienen
tratamiento curativo, la blisqueda de nuevos farmacos sigue siendo indispensable. En este
contexto, los liquenes surgen como una novedosa fuente de metabolitos activos, que, durante
mucho tiempo, ha sido escasamente explorada. En las tiltimas décadas, extractos liquénicos y sus
compuestos aislados han sido investigados en modelos in vitro, in vivo e in silico, demostrando
importantes actividades farmacologicas tales como antioxidante, citotoxica, antimicrobiana,
antinflamatoria, analgésica, fotoprotectora, antidiabética, antiangiogénica e inmunomoduladora,

entre otras.
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Como parte del desarrollo de la presente Tesis Doctoral se han revisado tres de los
principales grupos quimicos de metabolitos secundarios liquénicos: depsidonas, dépsidos y

dibenzofuranos, todos ellos sintetizados a través de la ruta del acetato-mevalonato.

Analizando en su conjunto estas tres revisiones (publicaciones 1, 2 y 3) se ha observado
que el estudio de la actividad farmacolégica de los compuestos liquénicos se encuentra en una
etapa inicial, con escasos estudios que profundicen en los mecanismos de accién implicados o en
la relacion estructura-actividad. La mayoria de ellos son estudios in vitro o in silico, siendo escasos

los estudios in vivo e inexistentes los ensayos clinicos.

Las principales actividades investigadas son la antioxidante, antimicrobiana y citotoxica,

con resultados prometedores para todas ellas.

Entre los compuestos que han demostrado actividad antimicrobiana se destacan las
depsidonas como el acido fumarprotocetrarico y el acido protocetrarico, ambos activos frente a
bacterias gram-positivas como Bacillus cereus o B. subtilis, a bacterias gram-negativas como Listeria
monocytogenes, y a protozoos como Trypanosoma brucei brucei. Otras depsidonas presentan
importantes actividades antifingicas como el acido protocetrarico, mientras que el acido
psoromico acttia como agente antiviral frente a los herpesvirus -1y -2 (Yilmaz y col., 2004; Igoli y
col., 2014; Tay y col., 2004). Entre los dépsidos, se destaca el acido difractaico que presenta una
notable actividad antifingica frente a Fusarium fujikuroi, actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus y actividad antimicobacteriana. El dépsido acido divaricatico también ha
mostrado ser activo frente a infecciones causadas por Staphylococcus aureus meticilina-resistentes
(Oh y col.,2018; Maulidiyah y col., 2021; Furmanek y col., 2022; Honda y col., 2010). Resultados
similares se han encontrado frente a otros patogenos; asi, el acido evérnico ha resultado ser activo
contra protozoos como el parasito Plasmodium, y el acido girofdrico frente a las larvas del

mosquito Culiseta longiareolata (Cetin y col., 2012; Lauinger y col., 2013)

Por otro lado, el grupo de los dibenzofuranos ha sido ampliamente estudiado, y entre ellos,
el 4cido tsnico ha demostrado ser el mas efectivo frente a diversas bacterias, hongos y virus
(Ramis y col., 2018; Peralta y col., 2017; Ivanova y col., 2010). También destacan los acidos
condidimico y didimico por su actividad antimicrobiana, mientras que el acido isotrepsilico y la
alectosarmentina presentan baja actividad. La distinta actividad antimicrobiana mostrada por
estos compuestos se puede atribuir a las diferencias estructurales tales como la presencia de un
anillo lacténico en la alectosarmentina (Dieu y col., 2014; Gollapudi y col., 1994; Carpentier y col.,

2017).
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Por tanto, los liquenes se presentan como una importante fuente de compuestos con
actividad antibidtica frente a diferentes organismos patdgenos, tanto sobre cepas sensibles como

resistentes a tratamientos.

Asimismo, tras la revision exhaustiva de los diferentes grupos, se aprecia que la actividad
mas investigada es la citotdxica. Esta actividad ha sido evaluada sobre multiples lineas celulares
de origen animal y humano. Aunque la mayoria de estos trabajos evaltian simplemente el efecto
sobre la viabilidad celular, en los dltimos afos, cada vez son mas los estudios que tratan de

identificar las dianas moleculares y las vias de transduccion de sefiales implicadas.

Entre las depsidonas, destaca el acido lobarico, y el acido fisédico que han demostrado su
citotoxicidad a través de diferentes mecanismos como la inhibiciéon de las enzimas 5 y 12-
lipoxigenasas, la sobreproduccion de EROS, la inhibicién de la polimerizacion de la tubulina, el
bloqueo del ciclo celular en fase G0/GI1, la reduccion de la transcripcion de Axin2 (implicada en
la proliferacion celular) o la activacion de la apoptosis intrinseca mitocondrial (Hong y col., 2018;
Emsen y col., 2019; Pavlovic y col., 2013; Haraldsdottir y col., 2004; Kosanic y col., 2013; Paluszack
y col. ,2018). De igual manera el dépsido atranorina, uno de los més estudiado, ha mostrado
actuar sobre multiples vias de sefalizaciéon como AP-1, Wnt, STAT y p38, actuando en diversas
fases del ciclo celular o aumentando la escision de poli ADP ribosa polimerasa (PARP) (Zhou y
col., 2017; Backorova y col., 2012; Backorova y col., 2011). Ademas, su efecto antitumoral se ha
demostrado en modelos in vivo de ratones BALB/c y NOD-scid, dando lugar a la reduccion del
tumor y activaciéon apoptdtica, llegdndose a elaborar formulaciones novedosas como
nanoparticulas SPION para aumentar su actividad (Niy col., 2022; Solar y col., 2016). Finalmente,
en el grupo de los dibenzofuranos, el compuesto mas ampliamente evaluado en multiples lineas
tumorales ha sido el dcido tisnico. Aparte de los mecanismos explicados anteriormente, el acido
tsnico inhibe la angiogénesis via bloqueo del receptor VEGFR mediado por ERK1/ERK2 y
AKT/P70S6K, inhibe la via Nrf2/PI3K/AKT o provoca la despolarizacion de la membrana
mitocondrial (Ramsay y col., 2012; Melo y col., 2011; Backorova y col., 2012). Con el acido tisnico
también se han llevado a cabo estudios en animales que revelan su accién antitumoral,
reduciendo el tamafio y peso del tumor, en modelos de carcinoma de mama y gastrico, asi como

su accion genotdxica en modelos de carcinoma de rifién e higado.

Finalmente, y por su implicacion en esta Tesis Doctoral, se destaca la actividad
antioxidante, ya que los compuestos de origen liquénico pueden actuar como captadores de
radicales libres, lo que queda evidenciado a través de diversos ensayos in vitro como ORAC,

DPPH o su poder reductor. Entre los metabolitos secundarios de liquenes que han mostrado
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mayor actividad antioxidante podemos destacar las depsidonas acido protocetrdrico, 4cido
psorémico, acido salazinico o acido estictico (Kosanic y col., 2013; Manojlovic y col., 2012; Behera
y col., 2012; Gaikwad y col., 2014; de Paz y col., 2010), los dépsidos acido girofdrico, acido
lecandrico y acido sekikaico (Sisodia y col., 2013; Kosanic y col., 2014; Thadhani y col., 2011) y

dibenzofuranos como el acido tsnico (Suwalsky y col., 2015)

Asimismo, algunos compuestos liquénicos han demostrado actividad neuroprotectora
frente al estrés oxidativo como es el caso del dépsido acido evérnico en modelos in vitro de células
de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) y de astrocitoma humano (U373MG) y en cultivo primario
de neuronas (Fernandez-Moriano y col.,2017b; Lee y col, 2021) o la depsidona &cido
fumarprotocetrarico que acttia reduciendo la sobreproduccién de EROS y aumentando la

actividad y la expresion de enzimas antioxidantes (Fernandez-Moriano y col., 2017a).

Otras actividades que han sido investigadas en menor medida son la actividad
antidiabética, antinflamatoria o cicatrizante de heridas. La poca especificidad de sus efectos
sumada a que en algunos casos son altas las concentraciones a las cuales muestran actividad,
sugieren que estos compuestos actilan sobre multiples dianas con escasa afinidad y no sobre
escasas dianas con alta afinidad como expone Mohammadi y colaboradores para el acido
girofdrico. Esto podria relacionarse con la acciéon protectora mostrada por los compuestos de
liquenes que acttian frente a multiples enzimas conservadas en organismos eucariotas y

bacterianos (Mohammadi y col., 2022).

Los liquenes se encuentran expuestos a continuos patdgenos que raramente los destruyen.
Los compuestos liquénicos podrian jugar un papel importante constituyendo una defensa
quimica (Lawrey y col., 1999; Lawrey y col., 2000). Se concluye, por tanto, el papel relevante de
los compuestos liquénicos como defensa frente a patégenos, pudiendo estar relacionada con las
actividades antimicrobiana y citotoxica demostradas en los estudios in vitro. De igual manera, los
liquenes generalmente habitan en climas extremos, y por lo que se encuentran expuestos a
temperaturas y radiaciones UV. De ahi que las propiedades antioxidantes y fotoprotectora
descritas podrian estar relacionadas con el papel protector de estos metabolitos frente a estas

condiciones (Nguyen y col., 2015).

Ademas, cabe mencionar, que, con excepcion de algunos compuestos como la atranorina y
el acido tsnico, cuyos estudios farmacologicos se encuentran mas avanzados, la mayoria de los
productos naturales de origen liquénico identificados han sido escasa o nulamente explorados.
Esta situacion viene motivada por diversos factores tales como el lento crecimiento del liquen, la

escasez de los rendimientos de extraccion y los handicaps en su produccion, lo que deriva en la
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principal limitacion a la que se enfrenta su estudio farmacolégico, que es la cantidad de
compuesto activo disponible en la naturaleza (Kalra y col. ,2021; Singh, 2023). A ello se anade el

reducido nimero de investigadores en el campo de la farmacologia de productos naturales.

Los liquenes son organismos de crecimiento lento y los estimulos que inducen la sintesis de
sus metabolitos o bien se desconocen, o no son reproducibles en el laboratorio (Singh, 2023). La
comunidad cientifica trabaja en la expresion heterdloga de los claster de PKS en organismos de
crecimiento rapido como levaduras y la consecucion de dichos compuestos para solventar esta
limitacién. Esta expresion ha sido posible en estudios publicados por Kim y colaboradores y

Kealey y colaboradores, ambos en el afio 2021.

Asi mismo, la mejora en los métodos de identificacion, aislamiento y extraccién mostrada
en la publicacion 2 de este capitulo, permite aumentar el nimero de compuestos liquénicos

identificados y optimizar su obtencién.

Finalmente, cabe destacar, que, a pesar del poder antioxidante demostrado por estos
compuestos, son escasos los estudios que evaltlan su acciéon neuroprotectora frente al estrés
oxidativo, quedando limitados a los acidos evérnico, fumarprotocetrarico y fisodico. Si bien es
importante mencionar que son muchos los compuestos que, dada su accién antioxidante y la

quiralidad de sus estructuras podrian ser efectivos en modelos de neurodegeneracion.

La presente Tesis Doctoral se ha disefiado, desde un punto de vista farmacogndstico,
partiendo de materia liquénica recolectada. En primer lugar, se ha realizado un cribado y proceso
de seleccién de las especies en base a las caracteristicas antioxidantes e inhibitorias de enzimas
colinesterasas de sus extractos (Capitulo 2). Posteriormente, esta capacidad inhibitoria
enzimatica y las propiedades antioxidantes para prevenir o retrasar el estrés oxidativo han sido
evaluados en modelos celulares neuronales (Capitulos 3 y 4). Una vez estudiada, su actividad se
han identificado los posibles metabolitos responsables mediante técnicas cromatograficas.
Finalmente, se ha evaluado la actividad del metabolito mayoritario en diversos modelos
celulares, asi como su potencial capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica y ejercer su

accion neuroprotectora (Capitulo 5).

En base a lo anterior, en el Capitulo 2, constituido por la publicacion “Phytochemical
Characterization and Pharmacological Properties of Lichen Extracts from Cetrarioid Clade by
Multivariate Analysis and Molecular Docking”, se han evaluado las propiedades antioxidantes
e inhibitorias frente a las enzimas colinesterasas de los extractos metandlicos de un total de

catorce especies de liquenes, todas ellas pertenecientes al clado cetrarioide. La seleccion de estas
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especies liquénicas se ha basado en la diversidad de su composicién quimica (reflejada en la
Tabla 2 de la seccion de la introduccion), en su distribucion geografica y en sus usos tradicionales.
En este estudio estan representados ocho de los dieciesiete géneros que conforman este clado, en
concreto, las especies Allocetraria ambigua (C.Bab.) Kurok & M.]J.Lai, Asahinea scholanderi (Llano),
Cetraria commixta (Nyl.) Th. Fr., Cetraria crespoae (Barreno & Vazquez) Karnefelt. Cetraria cucullata
(Bell.) Ach., Cetraria ericetorum (Opiz), Cetraria nivalis (L.) Ach., Dactylina arctica (Hook) Nyl.,
Nephromopsis laureri (Kremp. Kurok), Nephromopsis pallescens (Schaer.) Y.S. Park., Nephrompsis
stracheyi (C.Bab.) Miill. Arg. Tuckermannopsis americana (Spreng) Hale., Tuckerneraria ahtii
(Randlane & Saag). y Vulpicida pinastri (Scoop) Mattsson & M. J. Lai. han sido evaluadas. Los

extractos mas activos en este cribado han sido seleccionados para continuar el estudio.

En las enfermedades neurodegenerativas, como se ha desarrollado extensamente en la
introduccién de este trabajo, estan implicados numerosos mecanismos como la agregacion
anomala de proteinas, la neuroinflamacion, la disfuncion sinaptica y el transporte axonal, el estrés
oxidativo mediado por la sobreproduccién de EROS, la disfuncién mitocondrial o el desequilibro
en los niveles de neurotransmisores. Todos ellos se encuentran interrelacionados de manera
ciclica y terminan ocasionado la disfuncién y muerte neuronal (Jellinger, 2010). El cribado de las
especies liquénicas desarrollado en el Capitulo 2 esta dirigido a dos de los mecanismos

implicados en la neurodegeneracion: el desequilibrio de neurotransmisores y el estrés oxidativo.

Atendiendo al primero de ellos, este trabajo se centra en el neurotransmisor ACh. Cabe
destacar el papel de este neurotransmisor en los sintomas cognitivos propios de enfermedades
neurodegenerativas como la EA y la EP. En la enfermedad del Alzheimer, la pérdida de neuronas
colinérgicas y el severo déficit de ACh estan implicados en el declive cognitivo y la pérdida de
memoria (Ferreira-Vieira y col., 2016; Dubois y col., 1983). El principal abordaje terapéutico de
esta enfermedad estd basado en aumentar los niveles de ACh en la sinapsis mediante el uso de
inhibidores de sus enzimas degradativas, AChE y BuChE (Marucci y col., 2021). Durante décadas,
se considerd que la implicacion de la enzima BuChE en el proceso era limitada, su papel en los
ultimos afios ha cobrado importancia, tras observarse que su actividad se incrementa de forma
significativa durante el desarrollo patogénico de la EA (Greig y col., 2002). Esto ha hecho que los
farmacos inhibidores selectivos de la enzima BuChE tengan un destacado papel terapéutico. Por
tanto, en la evaluacion del potencial papel neuroprotector de los extractos metandlicos de las
especies liquénicas estudiadas se ha investigado, en primer lugar, su capacidad para inhibir a
ambas enzimas colinesterasas, seguido de la caracterizacion fitoquimica de los extractos que
resultaron mas activos y de estudios de acoplamiento molecular o “docking” de los metabolitos

secundarios identificados sobre las enzimas AChE y BuChE.
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Todos los extractos metandlicos de los liquenes presentaron una mayor actividad
inhibitoria frente a la enzima AChE (valores de ICsdesde 0,11 mg/ml a 0,35 mg/ml) que frente a
la enzima BuChE (valores de ICso desde 0,29 mg/ml a 1,26 mg/ml). Esta actividad ha sido
posteriormente confirmada con las conformaciones obtenidas en los estudios de docking de sus
metabolitos secundarios. Los extractos que resultaron mas activos por presentar valores de ICso
mas bajos para ambas enzimas colinesterasas han sido los extractos de Asahinea scholanderi, con
valores de inhibicidn para la enzima AChE de ICs0 0,11 mg/ml y para la enzima BuChE de ICso
0,29 mg/ml y Cetraria cucullata, actualmente clasificada como Flavocetraria cucullata, con valores
de inhibicion para la enzima AChE de ICso 0,18 mg/ml y para la enzima BuChE de ICs0 0,31 mg/ml.
El andlisis comparativo con otros liquenes evaluados en la literatura cientifica, indica que los
valores se encuentran en el mismo rango de inhibicién, destacando el liquen Hypotrachyna
formosana con un valor de inhibicion frente a la enzima AChE del 45,7% para la concentracion de
0,1 mg/ml, y menor para la enzima BuChE, con un valor del 41,2% para la concentracion de 0,1
mg/ml (Sieteiglesias y col., 2019). Estudios de los liquenes antarticos Lecania brialmontii,
Pseudephebe pubescens y Sphaerophorus globosus mostraron potente actividad inhibitoria frente a
ambas enzimas (Torres-Benitez y col., 2022). En relacion con metabolitos y extractos de origen
vegetal no liquénico, se encuentran valores de inhibicién mas elevados para la enzima AChE,
especialmente para aquellas especies ricas en alcaloides como Scadoxus puniceus (L.) Friis &
Nordal o Lannea schweinfurthii Engl. con valores de ICso de 0,3 pg/ml (dos Santos y col., 2018). En
base a este trabajo de dos Santos y colaboradores, los extractos de liquenes de nuestro estudio

presentan una capacidad inhibitoria moderada frente a las colinesterasas (dos Santos y col., 2018).

Una vez evaluada su actividad inhibitoria frente a las enzimas colinesterasas, se procedié a
la caracterizacion fitoquimica de los dos extractos que resultaron mas activos, Asahinea scholanderi
y Cetraria cucullata, empleando para ello la técnica cromatografica HPLC. Los cromatogramas
representativos mostraron la presencia de las depsidonas 4cido alectorénico (ALE) y a-colatolico
(COL) en el extracto metandlico de Asahinea scholanderi y el acido tsnico (USN) y el acido
alifatico protoliquesterénico (PRO) en el extracto de Cetraria cucullata. Con el fin de identificar
qué compuesto es el potencial responsable de la actividad anticolinesterasica, se llevaron a cabo
estudios moleculares que permitieron comparar las afinidades de los metabolitos secundarios
con el sustrato ACh y con los respectivos inhibidores, donepezilo para la enzima AChE y N-((1-
(2,3-dihidro-1h-inden-2-il) piperidin 3-il) metil)-N-(2-(dimetilamino) etil)-2-naftamida, selectivo
para la enzima BuChE (Gerlits y col., 2019). En primer lugar, se comprobd que en el modelo in
silico aplicado a la ACh, este neurotransmisor era mas afin a la enzima AChE que a la enzima

BuChE, tal y como ocurre en la naturaleza. Los dos sitios de union esenciales en el reconocimiento
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molecular son el centro activo catalitico y el sitio aromadtico periférico Las diferencias
aminoacidicas en el PAS entre ambas enzimas colinesterasas explica la variabilidad entre los
sustratos. Asi, en el caso de la enzima BuChE que presenta un mayor nimero de aminoacidos
alifaticos en el PAS posibilita la entrada de sustratos de mayor tamano (De Boer y col., 2021; Berg
y col., 2011). Por otro lado, ambos inhibidores de referencia mostraron mayor afinidad por sus
respectivas enzimas que los compuestos liquénicos analizados. En el caso del donepezilo, la
presencia del nitréogeno cargado positivamente incrementa su interaccion a través de enlaces de
hidrogeno adicionales y de interacciones mt-catidnicas. En el caso del N-((1-(2,3-dihidro-1h-inden-
2-il) piperidin 3-il) metil)-N-(2-(dimetilamino) etil)-2-naftamida se ha demostrado que su
capacidad de inhibicion a nivel picomolar frente a la enzima BuChE se debe a fuertes

interacciones m-cationicas (Kosak y col., 2018).

En cuanto a los metabolitos secundarios, se destac la afinidad del acido alectoronico
(proxima a la del compuesto de referencia donepezilo) seguido del acido colatolico y de la
atranorina por la enzima AChE. Se incluy0 la atranorina puesto que aun siendo minoritario suele
estar presente en las especies de Asahinea scholanderi. Cabe destacar que previamente estudios de
docking establecieron que la estructura de las depsidonas podria servir de cabeza de serie para el
disefio de nuevos farmacos IChEs. (Ece y Pejin, 2015). Asimismo, también el acido
protoliquesterénico presentd valores absolutos de docking mayores que la ACh, siendo el acido
usnico el que present6 una menor afinidad. Por tanto, en base a estos resultados se sugiere que la
actividad inhibitoria del extracto de Cetraria cucullata es dependiente en mayor medida del acido

protoliquesterénico, lo que se relaciona con una elevada lipofilia del sitio de union.

Por otro lado, en relacién con la enzima BuChE, todos los compuestos liquénicos analizados
presentaron mayor afinidad por la enzima que el propio sustrato ACh. Sin embargo, en
comparacion con el inhibidor de referencia, estas afinidades fueron bajas. De igual manera

destacaron los compuestos acido alectordnico, acido a-colatdlico y atranorina.

Las interacciones proteina-ligando observadas para los compuestos liquénicos proponen
que estos metabolitos secundarios actiian como IChEs reversibles. Los estudios de estructura
actividad en compuestos naturales sugieren que los inhibidores alcaloideos debido a sus
estructuras nitrogenadas cargadas se unen al centro activo de la enzima AChE en el sitio anioénico,
mientras que los terpenos, los flavonoides y otros compuestos fenolicos se unen

fundamentalmente al PAS, actuando como inhibidores no competitivos (dos Santos y col., 2018).

Los resultados in silico obtenidos en el Capitulo 2 se correlacionan directamente con los

ensayos in vitro, y muestran que los compuestos presentes en A. scholanderi (extracto mas activo),
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en especial el dcido alectoronico, presentan una mayor afinidad por la enzima AChE. Asimismo,
los valores de docking de los compuestos liquénicos estudiados frente a la enzima BuChE fueron
menores que para AChE, resultado que se corresponde con la menor actividad inhibitoria de los

extractos para BuChE que frente a AChE.

En base a lo anteriormente expuesto, durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral se
decididé profundizar en el estudio de la capacidad inhibitoria frente a la enzima AChE de los
extractos liquénicos y de sus metabolitos secundarios en un modelo celular neuronal SH-SY5Y,
tal y como se expone en el Capitulo 3. Este capitulo incluye la comunicaciéon “Discovery of
Natural Acetylcholinesterease inhibitors from the Cetrarioid lichens Cetraria cucullata and

Asahinea scholanderi and its secondary metabolites”.

La aplicacion de modelos in vitro e in silico, sin la utilizacion de modelos celulares, ha
resultado eficaz en la reduccién de tiempos de btisqueda de nuevos compuestos activos. En la
literatura cientifica, son multiples los estudios in vitro que evaltan la actividad de inhibicion
frente a la enzima AChE; sin embargo, la aplicaciéon de modelos celulares para su estudio es
escasa. En este contexto, la seleccién del modelo celular es un aspecto limitante. En nuestro trabajo
se selecciond la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y que presenta en su citoplasma
la enzima AChE cataliticamente activa, tanto en células indiferenciadas como diferenciadas

(Onder y col., 2022).

Se evaltio, por primera vez, la citotoxicidad de los extractos de Asahinea scholanderi'y Cetraria
cucullata asi como de dos de sus metabolitos secundarios, el acido alectordnico, el cual destacd en
los estudios de docking molecular, y el dcido snico, compuesto mayoritario en C. cucullata. Las
maximas concentraciones no citotoxicas de los extractos y compuestos liquénicos fueron
posteriormente seleccionadas para estudiar su capacidad para inhibir a la enzima AChE (10
ug/ml para A. scholanderi, 0,25 ug /ml para C. cucullata, 50 uM para el 4cido alectorénico y 5 uM
para el 4cido tisnico). De todos ellos, sdlo el acido alectorénico inhibié de forma significativa a la
enzima AChE, alcanzdndose una reduccion del 24,6% de su actividad. Estudios previos también
han demostrado este efecto para otras depsidonas como la aspergilusidona A, aislada del hongo
Aspergillus unguis (Emile-Weill & L.Gaudin) Thom & Raper, que inhibié a la enzima AChE con
un valor de ICso de 56,8 pM.(Yang y col., 2018). En relacion con el 4cido tsnico, su capacidad para
inhibir a la enzima AChE no fue significativa, lo que concuerda con los valores de afinidad
obtenidos en el estudio in silico. Sin embargo, otros trabajos previos sugieren que el acido tsnico

si tiene un buen perfil inhibidor (Areche y col., 2022).
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Una vez evaluados los efectos inhibidores en la enzima AChE en condiciones fisiologicas,
se aplico un modelo de estrés oxidativo inducido por H202. En este modelo se reafirmo la
activacion de la enzima AChE (en 5,5 veces su actividad) tal y como previamente habia sido
descrito por otros investigadores (Schallreuter y col., 2006; Garcimartin y col., 2017). En estos
trabajos se demostro6 que el H202 acttia como activador alostérico en un rango de concentraciones
de 106 M. En nuestro estudio, este aumento fue reducido de forma significativa por el acido
alectoronico (44% respecto al H20z). Por otro lado, dada la extensa descripcion en la literatura
cientifica de la capacidad de captacion de radicales libres por el acido tisnico y de su capacidad
antioxidante, la disminucién de la actividad observada podria deberse a un efecto indirecto de la

reduccion de H202(Hoa y col., 2020).

Ademas de los efectos colinérgicos desempefiados por la AChE, esta enzima esta implicada
en numerosas funciones no colinérgicas como el crecimiento neuronal o la apoptosis (Soreq y
Seidman, 2001), relacionandose la sobreexpresion de la enzima AChE con la formacion del
apoptosoma (Park y col., 2004). Asimismo, hay estudios que relacionan la maduracion de las
placas amiloides con la enzima AChE (Carvajal e Inestrosa, 2011). Diversos modelos celulares de
neurodegeneracion han corroborado el aumento de la expresion de la enzima AChE en modelos
de sobrexpresion de p-tau en células SH- SY5Y, tras la exposicion con LPS en células de microglia
de raton (BV2), o tras la administracion de H20:2 (500 uM) (Cortés-Gémez y col., 2021; Xia y col.,
2022; Zhang y col., 2008). Por tanto, efectos sobre los niveles de la enzima AChE también podrian

resultar beneficiosos frente a estimulos apoptoticos.

Contrariamente a lo esperado, la concentracién de H20: seleccionada en nuestro estudio no
modificd la expresion de la enzima AChE, pero si disminuy6 de manera significativa sus niveles
en células pretratadas con el extracto del liquen A. scholanderi y los compuestos acido alectorénico
y é&cido tsnico, pudiendo desempefiar funciones protectoras no asociadas a la inhibicién de la
enzima. De hecho, el acido tisnico demostr6 reducir la actividad de la enzima caspasa 3 en un

modelo in vitro de estrés oxidativo (Fernandez-Moriano y col., 2017a).

Finalmente cabe mencionar los diferentes patrones de expresién de las variantes de la
enzima AChE en situaciones fisioldgicas o patologicas, en las diferentes regiones cerebrales e
incluso en diversas lineas celulares (Campanari y col., 2016). Actualmente existen discrepancias
en torno a la implicacion de cada una de ellas, relacionando AChE-R con procesos de
neuroproteccion y reparacion y la AChE-T con procesos de neurotoxicidad (Cohen y col., 2002;
Perrier y col., 2006). Es necesario por tanto profundizar en el estudio de estas variantes para

comprender los potenciales efectos neuroprotectores de los compuestos liquénicos analizados.
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Analizando en conjunto los Capitulos 2 y 3, y en relaciéon con los objetivos 2 y 4 de esta
Tesis Doctoral, el acido alectorénico, presente en el liquen Asahinea scholanderi, mostré un buen
perfil de inhibicidn frente a la enzima AChE, tanto en el modelo in silico como en modelo in vitro
celular. A pesar de ello, otros compuestos naturales como el alcaloide berberina (ICso AChE 0,52
uM) o el flavonoide bilobetina (ICs0 AChE 5,76 uM) han mostrado mejores perfiles de inhibicién
(Smyrska-Wieleba y Mroczek, 2023). Por ello, se propone utilizar el acido alectorénico como
cabeza de serie para el disefio de inhibidores que sean mas activos, abriéndose asi una futura

linea de investigacion.

La ya comentada multicausalidad de estas enfermedades neurodegenerativas ha llevado al
desarrollo de un enfoque terapéutico basado en la busqueda de "ligandos dirigidos hacia
multiples dianas” (conocidos en inglés por las siglas MTDL, multi-target-direct-ligands). Asi, un
compuesto es capaz de actuar frente a dos 0 mas dianas de la enfermedad, ademads de verse
reducidos los efectos adversos ocasionados por interacciones en terapias combinadas (Wang y

col., 2019).

En el desarrollo de la introduccidn de este trabajo se constato el papel del estrés oxidativo
en las diferentes enfermedades neurodegenerativas. Su accién primaria o secundaria esta atin en
duda, pero en todas ellas el desbalance de la homeostasis redox y el exceso de EROS deriva en el
dafo oxidativo de las principales biomoléculas presentes en el organismo, induciendo la
disfuncion y muerte celular (Chen y col., 2012). Ademas, la susceptibilidad del sistema nervioso
al estrés oxidativo debido al alto contenido en 4cidos grasos poliinsaturados, la autooxidacion de
neurotransmisores, la respuesta antioxidante limitada en comparacién con otros tejidos, la
presencia elevada de Fe?* y Cu* o el alto consumo de oxigeno asociado a la elevada demanda
energética, convierte a este mecanismo patogénico en uno de los principales responsables de la

neurodegeneracion (Cobley y col., 2018).

Uno de los principales abordajes terapéuticos para prevenir y contrarrestar los efectos
dafinos de un exceso de radicales libres se basa en la administracion exogena de moléculas
antioxidantes de origen animal o vegetal como las vitaminas C y E y los polifenoles. Estos
compuestos normalmente se introducen a través de la dieta o la suplementacion nutricional
(Pizzino y col, 2016). Hasta el momento, el uso de antioxidantes en enfermedades
neurodegenerativas se ha centrado en la coenzima Q, la melatonina, la N-acetilcisteina, el
resveratrol, el acido docosahexaenoico y el acido eicosapentaenoico. La mayoria de los ensayos
clinicos basados en este enfoque estudia el efecto adyuvante de la molécula antioxidante, en

combinacidén con otro tratamiento terapéutico ya que el uso exclusivo de ellos no ha demostrado
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efectos significativos en las enfermedades neurodegenerativas EA, EP, EH o ELA (Morén y col.,

2022).

Tal y como se ha recogido en la introduccién y sumado a la exhaustiva revision realizada
en el Capitulo 1, tanto liquenes cetrarioides (Cetraria islandica, Cetraria aculeata o Vulpicida
canadienses) como algunos de sus metabolitos secundarios, han demostrado una importante
capacidad antioxidante (dcido protocetrdrico, dcido psorémico, acido salazinico, dcido girofdrico,
acido lecanorico, acido sekikaico o acido tisnico). Esto se debe a su cardcter fenolico que les
confiere habilidad para captar radicales libres y quelar metales (Bay,2020; Hoa, 2020; Le Roux,
2011). Estas caracteristicas convierten a los liquenes en una fuente de estudio interesante para

patologias relacionadas con el estrés oxidativo.

Por ello, de forma paralela a la evaluacion del efecto anticolinesterasico de las catorce
especies de liquenes seleccionadas, se realizd el analisis de sus propiedades antioxidantes in vitro

como screening previo a su estudio en un modelo celular de estrés oxidativo (Capitulo 2).

En primer lugar, el solvente seleccionado para la extraccion fue el metanol. Como se ha
comentado anteriormente, los poliquétidos liquénicos presentan naturaleza fenoélica y de acuerdo
con la literatura cientifica sus rendimientos maximos de extraccion se obtienen con dicho solvente
(Malaspina y col.,2020). En este estudio, los liquenes evaluados mostraron rendimientos que
variaron desde el 5,6 % para Cetraria nivalis hasta el 11,3% para Dactylina arctica. Esta extraccion
es un punto esencial ya que como se observara en el desarrollo de este capitulo, los liquenes que
destacaron por su potencial antioxidante coincidieron con altos rendimientos de extraccion
[Dactylina arctica (11,3%), Asahinea scholanderi (10,3%) Tuckermannopsis americana (9,8%),
Nephromopsis stracheyi (9,2%) y Vulpicida pinastri (9,1%)]. Todos estos valores de extraccion se
encuentran dentro de rangos establecidos en bibliografia (5% - 12%) (Zambare y Christopher.,

2012).

A continuacién, se procedi6 a evaluar la capacidad antioxidante de los extractos
metanolicos utilizando una bateria de ensayos in vitro y correlacionandolo con el contenido
fenolico total. Entre los métodos seleccionados, se destaca la capacidad de absorcion de radicales
derivados del oxigeno (ORAC), puesto que utiliza una fuente de radicales bioldgicamente
relevantes, el 2,2'-azobis(2-metilpropionamidina) (AAPH), que da lugar a radicales peroxilo por
descomposicion térmica. Esta técnica se fundamenta en el mecanismo de transferencia de atomo
de hidrogeno (HAT), en el cual los radicales peroxilo formados se estabilizan por donacién de un
atomo de hidrégeno por parte del compuesto antioxidante (Prior y col., 2005). Por el contrario,

los ensayos 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) y de poder antioxidante reductor férrico (FRAP)
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se engloban en los métodos de transferencia de electrones (SET), basados en la capacidad de las
moléculas antioxidantes para transferir un electrén para reducir un compuesto incluyendo
radicales como el DPPH, o metales como el hierro en el caso del ensayo FRAP (Miguel- Chavez,
2017). Como se ha expuesto en la introduccidn, en el organismo hay diversas fuentes de EROS,
por tanto, la aplicacién de diferentes ensayos permitié obtener una informacién completa de la

actividad antioxidante de los extractos para su posterior seleccién y uso en modelos celulares.

A estos ensayos se sumo la evaluacion del contenido fendlico total (TPC). Estructuralmente
los poliquétidos liquénicos contienen dos o mas acidos fendlicos (Chen y col., 2022a). Los grupos
hidroxilo y los efectos de resonancia y conjugacion de los dobles enlaces de los compuestos
fenolicos son los responsables de su capacidad antioxidante (Rice-Evans y col., 1997). Analizando
en su conjunto todas las variables analizadas, destac el extracto metandlico del liquen Dactylina
arctica con un valor de ICs0346,6 pg/ml para el ensayo DPPH, un valor de ORAC de 8,2 pumol
ET/mg de extracto seco, un valor de FRAP de 29,6 umol Fe? eq/g de muestra, y un contenido
fenolico de 113,5 ug AG/mg (el mayor de entre todas las muestras analizadas). Otros liquenes
que mostraron moderadas actividades antioxidantes fueron Nephromopsis stracheyi,
Tuckermannopsis americana, Vulpicida pinastri, y Asahinea scholanderi, tal y como se confirma con
sus indices de potencial antioxidante (EAP). Cabe mencionar, que la correlacion establecida entre
el contenido fendlico y las distintas técnicas in vitro antioxidantes mediante analisis bivariante,
no resulto elevada para todos los resultados. En el caso del ensayo DPPH, la correlacion fue baja,
sugiriéndose reacciones sinérgicas o antagonicas entre compuestos presentes en el liquen (Rice-

Evans y col., 1997).

La evaluacién comparativa con otras especies de liquenes de la familia Parmeliaceae sobre
la actividad antioxidantes se permite detectar valores inferiores a los presentados en esta Tesis
Doctoral como es el caso de Flavoparmelia euplecta (valor de ORAC de 3,3 pumol ET/mg), similares
como Parmotrema perlatum (valor de FRAP de 24,89 pmol Fe* eq/g) o superiores como
Hypotrachyna formosana (valor de DPPH de 49,5 ug/ml) (Sieteiglesias y col., 2019; Fernandez-
Moriano y col., 2015). De estos resultados se extrae la importancia de esta fase de cribado dada la

variabilidad de resultados entre especies de la misma familia e incluso del mismo género.

Este abordaje inicial de la actividad antioxidante de los extractos de liquenes permitid
realizar un primer cribado de las especies a estudiar, que fue confirmado y desarrollado con la
aplicacién de las técnicas de analisis multivariante conocidas como analisis de componentes
principales (PCA) y andlisis de agrupamiento jerarquico (HCA). EI PCA es una técnica estadistica

que permite analizar grandes cantidades de datos cuantitativos, reduciendo su dimensionalidad.
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Permite la identificacion de ciertos patrones en los datos, comprimiéndolos y transformando
varias variables correlacionadas en un ntmero reducido de ellas, no correlacionadas,
denominadas componentes (Ogwu y Osawaru, 2016). En este trabajo, los componentes extraidos
1y 2 explicaron el 87,03% de la muestra. Las similitudes y diferencias entre liquenes con respecto
a las variables son visibles a través de las distancias entre muestras en el conocido como PCA
scores plot. Mientras que el loading plot agrupd las variables segtin sus correlaciones, observandose
como los ensayos TPC, ORAC y FRAP mostraban una correlacion directa, e inversa al ensayo
DPPH, permitiéndonos constatar claras diferencias entre Dactylina artica y los liquenes Cetraria
nivalis, Cetraria commixta, Cetraria crespoae, Tuckneraria ahtii, Nephromopsis pallescens y Cetraria
ericetorum, siendo el primero de ellos el de mayor poder antioxidante frente a liquenes con escasa
actividad. Para la concrecion en diferentes grupos para los liquenes que quedaron en una posicion
intermedia se aplicé el HCA, que permite la creacion de un dendrograma que agrupa segtiin
similitudes, clasificando de manera visual las muestras, partiendo de toda la muestra completa
de datos (Macias, 2021). De esta manera es claramente constatable que los liquenes con mayor
poder antioxidante son aquellos conformados por el claster 3 y el cltister 1. Es importante destacar
la elevada distancia del liquen D. arctica respecto a los otros clusters, siendo ademas la mas alejada
a su vez en la clasificacién filogenética, puesto que el género Dactylina constituye su propio

subclado dentro del clado cetrariode (Divakar y col., 2017).

Por tanto, la aplicacion de estos métodos de andlisis resulta adecuado para el estudio de
multiples variables y de grandes cantidades de datos, aportando ademas una imagen visual de
las muestras, y mejorando la informacion obtenida a través del calculo de EAP o el analisis
bivalente. De hecho, son muchos los trabajos que en la actualidad se acompafian de estas técnicas,
especialmente en estudios de extractos naturales (Gidik, 2021; Altuntas y col., 2023). Asimismo,
esta forma de analisis y representacion puede presentar ciertas limitaciones, ocasionado que
ciertas muestras no se ajusten correctamente a la representacién aportada. Para ello existen
parametros que miden la calidad de la representacion como el cos? El andlisis realizado

demuestra valores bajos para A. scholanderi, C. ericetorum y N. pallescens.

Considerando los resultados obtenidos de la actividad antioxidante in wvitro, se
seleccionaron los extractos liquénicos de D. arctica, N. stracheyi, T. americana y V. pinastri, para el
estudio de su potencial efecto citoprotector en un modelo celular de estrés oxidativo inducido
por la administracion exogena de H2Oz. Estos resultados se muestran en el Capitulo 4 de la
presente Tesis Doctoral, titulado “Lichen Extracts from Cetrarioid Clade provide

neuroprotection against Hydrogen Peroxide-induced Oxidative stress.”
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Para la realizacion del estudio se seleccion6 como modelo celular a las células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y. Esta linea celular dopaminérgica ha sido utilizada
ampliamente como modelo in vitro en estudios de neurotoxicidad, neurofarmacologia y
neurodegeneracion. A pesar de la aparicion de nuevas lineas celulares neuronales, esta linea
continua en uso como se evidencia en diversos estudios actuales, que utilizan células SH-SY5Y
indiferenciadas para evaluar la accién neuroprotectora (Liu y col., 2019; Wu y col., 2018; Gallego
y col., 2022). Debido a la actividad antioxidante in vitro demostrada, se decidi6 trabajar con un
modelo de estrés oxidativo inducido por H20:. Esta molécula se encuentra implicada en diversos
procesos de senalizacion celular, tanto entre células (paracrina) como dentro de las mismas
(autocrina). Este proceso implica su paso a través de las membranas celulares y se lleva a cabo
mediante mecanismos de difusion pasiva y facilitada por la aquaporina AQPS8. (Bienert y col.,

2007).

Dentro de las EROS, el peroxido de hidrégeno desempefia una importante funcién como
segundo mensajero en el metabolismo redox, y esta implicado en diversos procesos incluidos la
respuesta defensiva frente a patdgenos, la regulacion autofagica, la adaptacion a situaciones de
hipoxia o la diferenciacién celular (Sena y Chandel, 2012). Su concentracion intracelular estd
estrictamente regulada, variando entre 1 y 100 nM, dependiendo del tipo celular. El aumento de
sus concentraciones en la célula conduce a la acumulacién de EROS, tanto de manera directa
(H202) como indirecta (por la formacién de otras EROS a partir de H20O2), que genera un estado
prooxidante que dafa organulos como la mitocondria y altera las funciones de biomoléculas
como ADN, lipidos y proteinas induciendo a la muerte celular por apoptosis (Di Marzo y col.,

2018).

Analizando los estudios que utilizan el H202como inductor del estrés oxidativo, se observa
una extensa variabilidad de concentraciones y tiempos utilizados. Son muchos los factores que
condicionan esta situacién, por lo que inicialmente se realizé una curva concentracién H20:a los
tiempos de 30 min, 1h, 4h y 24h (resultados no incluidos en el articulo), seleccionandose la
concentracion de 250 uM a 1h de tratamiento. Comparativamente a las concentraciones
fisiologicas, las dosis utilizadas en todos los ensayos son muy elevadas (del orden de 100-500
uM). Esto podria deberse a su inestabilidad pudiendo ser la exposicién a H202 menos intensa y

prolongada de la esperada (Ransy y col., 2020).

En este punto de la discusion, se analizaran de manera conjunta los efectos del H20:2 a nivel
celular, subcelular y molecular, evaluandose el dafio sobre la viabilidad, organulos como la

mitocondria, enzimas y biomoléculas, asi como procesos celulares (Capitulos 4 y 5).
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El tratamiento con la concentracion de H20: y tiempo seleccionados causd el dafio oxidativo
esperado, tal y como se evidencia en la pérdida de viabilidad (alrededor del 40%) y en las
alteraciones en la morfologia y densidad celular. A nivel morfolégico, las células sufrieron
pérdida de neuritas y adoptaron un cuerpo celular més contraido. Esta pérdida de volumen
celular es una caracteristica propia de la apoptosis, sea cual sea el estimulo que la induzca y se
relaciona con la alteracion de las concentraciones intracelulares de iones (Bortner y Cidlowski,
2003). La confirmacién de la induccién apoptotica se observé en el Capitulo 5, mediante el analisis
de marcadores proapoptoticos, aumentandose el ratio Bax/Bcl-2 y la expresion de la enzima

caspasa 3, en la que se profundizara a lo largo de esta discusion.

Se evalué entonces la sobreproduccion intracelular de EROS tras la exposicion a H2Oo.
Como ya ha sido ampliamente comentado, en las enfermedades neurodegenerativas, este
desbalance redox producido de manera patologica es uno de los principales responsables del
dafo. El aumento en los niveles de EROS esta estrechamente relacionado con la disfuncion
mitocondrial y ésta a su vez con la neurodegeneracion. Estas especies reactivas dafian el mtDNA
y la cadena de transporte mitocondrial aumentando paraddjicamente su produccion (Ghezzi y
col,, 2012). El tratamiento con H20: disminuyé el potencial de membrana, debido a la

desregulacion del sistema OXPHOS, lo que afectaria a la produccién de ATP.

Asimismo, el ataque mediado por las EROS a los fosfolipidos que componen las membranas
mitocondriales y a los transportadores, altera la permeabilidad de la membrana y la homeostasis
del calcio (Guo y col., 2013). Este hecho se evidencid con un aumento de los niveles de calcio
citosdlico y calcio mitocondrial tras la administracion de H20:. El incremento en los niveles de
calcio citosolico se debe al aumento en la entrada de este ion en la célula y a su salida del reticulo

endoplasmatico, debido al estrés oxidativo.

Dado que las concentraciones citoplasmaticas de calcio estan estrictamente reguladas, esta
situacion deriva en un aumento de la entrada de calcio mitocondrial (Ermak y Davies, 2002;
Mattson y col., 2006). Este aumento induce la formacion del mPTP liberandose Ca?, factores
apoptoticos y EROS al citoplasma (Madreiter-Sokolowski y col., 2020). La expresiéon de Bax, Bcl-
2 y del efector caspasa 3, con los que se relaciond anteriormente la morfologia apoptdtica celular,
se ven alterados por la activacion de la apoptosis intrinseca mitocondrial, relaciondndose ambas

situaciones (Capitulos 4 y 5).

Por otro lado, otro de los procesos que se vio alterado por la administracion exogena de

H20: sobre las células es el aumento de la peroxidacion lipidica, evaluado mediante el ensayo
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de TBARS. Esto afectaria a las membranas celulares, aumentando la entrada ya comentada de

calcio y la produccién del radical peroxilo.

Siguiendo con la evaluacion de los efectos del H20: en el modelo de estrés oxidativo
neuronal establecido, es importante sefialar como el sistema antioxidante endogeno de la célula
también se ve alterado. Si bien concentraciones bajas de H2O: pueden aumentar la actividad
antioxidante como respuesta compensatoria, concentraciones mas elevadas alteran la estructura
y funcionalidad de las enzimas. En este trabajo, se observa una disminucién en la actividad total
de la enzima SOD, asi como una reduccion en la expresion de las enzimas SOD-1 y de SOD-2,
lo que implicaria la acumulacién del radical O2*-. De igual manera se observé una reduccion en
la actividad de la enzima CAT, acompafada de una disminucién no significativa de sus niveles,
reduciéndose la transformacion en moléculas no reactivas. Asimismo, los niveles del antioxidante
no enzimatico esencial en la célula el GSH, estan disminuidos El GSH participa en procesos de
detoxificaciéon mediados por las enzimas GPx y GST y en el reciclaje de los radicales formados
por otros antioxidantes no enzimaticos como las vitaminas C y E, recuperando sus formas activas.
La deplecion del GSH resulta perjudicial y se relaciona con la patogenia de las enfermedades

neurodegenerativas (Aoyama, 2022; Birben y col., 2012; Forman y col, 2009).

Por ultimo, se evaluo el efecto del H202s0bre el proceso autofagico (Capitulo 5), estudiando
de manera preliminar el efecto sobre la autofagia, mediante la evaluacién de la expresion de
LC3II, presente en la membrana de los autofagosomas, y directamente relacionado con su
formacion. La forma LC3-I citosdlica al lipidarse forma LC3-II presente en las membranas externa
e interna del autofagosoma. La evaluacién de este marcador inicamente es insuficiente puesto
que durante la etapa de fusion del autofagosoma con el lisosoma, la proteina LC3-II sera
degradada por las proteasas lisosomales. En este caso, al activar el flujo autofagico, se podria
observar un menor nivel de LC3-II debido a su rdpida degradacion lisosomal y se infraestimaria
el proceso. Por ello, se seleccionaron inhibidores lisosomales como NH4Cl (neutraliza el pH acido)
e inhibidores de proteasas como la leupeptina, bloqueando la degradacion lisosomal y por tanto
la degradacién de los autofagosomas. La diferencia observada entre el grupo con o sin inhibidor
informara por tanto del flujo autofagico. Para tener un conocimiento completo de este proceso es
necesario evaluar numerosas proteinas implicadas como ATG4, p62, S6 y Beclin-1, entre otras

(Klionsky y col., 2021).

La seleccion del inductor de la autofagia 2-deoxi-D-glucosa se realiz6 en base a las
“Guidelines for the use and interpretation of assays for monitoring autophagy (4" edition)” que recoge la

regulacion diferencial del proceso autofagico en neuronas y que destaca que los inhibidores

271



Discusion integradora

cataliticos de mTOR o la rapamicina no estimulan una respuesta autofagica sdlida en cultivos
primarios de neuronas o en células SH-SY5Y. Sin embargo, la interrupcion del metabolismo de la
glucosa, con el tratamiento con 2-deoxi-D-glucosa, si induce la autofagia via activacion AMPK

(Klionsky y col., 2021). Esta induccién fue claramente constatada en los resultados obtenidos.

Ademas, se pudo observar que las células SH-SY5Y, durante su proceso de crecimiento
normal, muestran un nivel constitutivo de autofagia para el reciclaje adecuado de sus estructuras.
Tratamientos con H20z2 aumentaron la expresién de LC3II probablemente debido a la actividad
degradativa aumentada para la eliminacion y reciclaje de las estructuras oxidadas y dafiadas.
Esta activacion asociada a la toxicidad inducida por H202se ha observado en multiples estudios
(Castinoy col., 2011). Por otro lado, esta activacion de la autofagia ha sido insuficiente para inhibir

la apoptosis, como mostraron los valores de Bax/Bcl-2 y caspasa 3 para el H20:.

La conexion entre ambos procesos es compleja. Mientras que en ciertas ocasiones la
autofagia sirve de mecanismo de adaptacion al estrés oxidativo evitando la muerte celular, en
otras puede actuar como un proceso alternativo de muerte, o una combinacién de ambos. Se han
identificado proteinas que participan en la regulacion de ambos procesos. Por ejemplo, muchas
de las proteinas autofagicas como Beclin-1, VSP24 o ATG4 son fragmentadas o inactivadas por
caspasas (Gordy y He, 2012). En el caso de Beclin-1, su fragmentacion induce la liberacion del
citocromo C mientras que en su longitud completa induce la autofagia. Asimismo, en la
interconexién de estos dos procesos juega un papel importante la familia de las proteinas Bcl-2
(Lu y col., 2019). Por un lado, Bcl-2 impide la oligomerizacion de Bax y Bak y por tanto la
formacion del MPTP (inhibiendo la apoptosis) (Dlugosz y col., 2006); por otro lado, al formarse
el complejo Beclin-1/Bcl-2, se impide la activacion de la autofagia (Gordy y He, 2012). Ante

situaciones de estrés oxidativo, este complejo se interrumpe activando la autofagia.

Si el estrés oxidativo persiste, esta respuesta autofdgica no es suficiente para la
supervivencia celular activandose la apoptosis. A la vista de los resultados la disminucién de la
formacion del complejo Beclin-1/Bcl-2, dado los niveles reducidos de expresiéon de Bcl-2 en el
tratamiento con H202, aumenta la activacion autofagica. La persistencia del dafio hace que el
equilibro en este caso esté desplazado hacia la apoptosis como se evidencia en los niveles de Bax

y caspasa 3.

Una vez evaluado cémo el H20: afecta a nivel celular, subcelular y molecular, se procede a
analizar el efecto de pretratamientos de los cuatro extractos liquénicos seleccionados D. arctica,
N. stracheyi, T. americana y V. pinastri durante 24h. Asi, inicialmente, se evalu6 la potencial

actividad citoprotectora de concentraciones no citotdxicas de extractos frente al estrés oxidativo
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inducido por H20.Si bien el pretratamiento con todos los extractos aument6 la viabilidad celular
comparado con aquellas células expuestas solo a H202, los extractos de Dactylina arctica (10
ug/ml) y Vulpicida pinastri (5 pg/ml) destacaron frente a los extractos de N. stracheyiy T. americana.
Los cambios morfologicos descritos, propios de un estado apoptdtico, también se vieron
parcialmente revertidos por los extractos de estos liquenes. Ademas, los valores de EROS
intracelulares disminuyeron, en todos los extractos, especialmente para Dactylina artica,

revirtiendo el efecto del H20:.

Pretratamientos con los extractos de estos liquenes revirtieron el dafo oxidativo causado
por el H202s0bre los marcadores de estrés oxidativo: peroxidacion lipidica y niveles de GSH. Asi,
se destaca especialmente los extractos de D. arctica y V. pinastri que redujeron de forma
significativa los niveles de peroxidacidn lipidica, mostrado a través de la reduccion de la
formacion de sustancias reactivas del acido tiobarbittirico mediante el ensayo de TBARS. Este
efecto es de especial importancia sobre todo a nivel del SNC, debido al alto nimero de PUFAs,
con dobles enlaces susceptibles de oxidacion. Estudios con cerebros post-mortem de pacientes con
enfermedades neurodegenerativas como la EA y la EP han mostrado presentar altos niveles de
productos de peroxidacion lipidica (Shichiri y col., 2014), por lo que su reduccion es un efecto
terapéutico fundamental. Ademas, se sugiere que los extractos de liquenes protegen frente a la
alteracion de la estructura y funciéon de las membranas, lo que puede ser causada por la pérdida
de fluidez, la inactivacion de las enzimas membranales, la disminucion de la permeabilidad de
los iones y la disrupcidon de la membrana (Negre-Salvayre y col., 2010). Esta reduccion de los
niveles de EROS y peroxidacion lipidica se correlaciona directamente con la restauracion de los

niveles de GSH (Angelova y col., 2021).

En el presente trabajo, los niveles de glutation reducido aumentaron de forma significativa
con los pretratamientos de los liquenes D. arctica y V. pinastri, siendo especialmente mayor la
recuperacion para D. arctica. Es importante recordar que esta molécula, en su forma reducida, no
so6lo acttia como captador de radicales libres debido al grupo tiol presente en su cisteina, sino que

ademas es sustrato de las enzimas antioxidantes GPX y GST (Leong y col., 2016).

La actividad de las enzimas SOD y CAT esta reducida en cerebros post mortem de pacientes
de edad avanzada (Salminen y col., 2014). Por ello, a nivel enzimatico, una de las estrategias
terapéuticas para hacer frente al estrés oxidativo consiste en inducir el sistema antioxidante
endogeno. En el Capitulo 4, pretratamientos con los extractos de los liquenes aumentan de forma
significativa la actividad de estas enzimas a excepcion de N. stracheyi para SOD. En el Capitulo 5

se valora si esta regulacion al alza de la activacion se correlaciona con el aumento de su expresion.
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Como se presentd en el Capitulo 1, el estudio de los liquenes en este campo es limitado. A
pesar de ello otras especies de la familia Parmeliaceae como Xanthoparmelia conspersa,
Xanthoparmelia camtschadalis, Cetraria islandica, Vulpicida canadensis e Hypotrachyna formosanahan
mostrado reducir la produccion de EROS y los niveles de peroxidacion lipidica, asi como
aumentar los niveles de glutation reducido y la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD,

GPx y GR (de Paz y col., 2010; Fernandez-Moriano y col., 2015; Sieteiglesias y col., 2019).

En las enfermedades neurodegenerativas es caracteristica la disfunciéon mitocondrial. El
dafio inducido por las EROS en la mitocondria deriva en una mayor produccion de los mismos y
en alteraciones en la homeostasis del calcio y en su potencial de membrana. En nuestro estudio
sOlo V. pinastri y D. arctica, fueron capaces de revertir significativamente el dafio y disfuncion
mitocondrial inducido por el perdxido de hidrégeno mediante la reduccion de los niveles de
calcio citosolico y mitocondrial y la restauracion parcial del potencial de membrana. Ningin
extracto liquénico habia sido anteriormente evaluado por sus efectos sobre la funcion
mitocondrial. Estudios previos si habian confirmado la reduccion del dafio de la membrana y el
mantenimiento de la homeostasis del calcio para los compuestos liquénicos acido evérnico y
acido tsnico, este tltimo identificado en las especies de D. arctica y V. pinastri (Fernandez Moriano
y col., 2017). Asimismo, estos resultados estan en consonancia con otros estudios publicados para
extractos de plantas como Physalis peruviana L. o Moringa oleifera Lam. ricas en polifenoles (Areiza-

Mazo y col., 2018; Gonzalez Burgos y col., 2021).

En definitiva, se sugiere que la reduccion de EROS se atribuye, al menos en parte, al efecto
inductor del sistema antioxidante endogeno y al efecto directo de sus moléculas como captadores
de radicales. De los cuatro extractos evaluados, V. pinastri, D. arctica, y T. americana redujeron la
sobreproduccion de EROS y aumentaron la actividad enzimatica de SOD y CAT. Ademas, las
especies de liquenes V. pinastriy D. arctica, ejercieron directamente su accion sobre la mitocondria,

atravesando la membrana mitocondrial, y actuando asi sobre la fuente principal de EROS.

Evaluando en conjunto los resultados, se descart6 continuar profundizando con el estudio
del extracto de N. stracheyi, al no resultar de interés farmacolégico. Para los otros tres extractos
de liquenes que han resultado activos, se procedid a su caracterizacion fitoquimica mediante
HPLC-UV. Los principales compuestos identificados en V. pinastri fueron el cido tisnico, el acido
pinastrico y el acido vulpinico, en D. arctica fueron el dcido girofdrico, el dcido lecandrico y el
acido asnico, y en T. americana fue el acido alectordnico. Este tiltimo ya habia mostrado actividad

anticolinesterasica en el Capitulo 3, pero los valores obtenidos para el extracto que contiene este
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metabolito secundario no resultaron significativos para todos los marcadores de estrés oxidativo

analizados, mostrando una activacion parcial de la respuesta antioxidante protectora.

Estructuralmente, estos metabolitos secundarios identificados se clasifican en diversos
grupos quimicos seglin su origen biosintético. En base a la revision realizada en el Capitulo 1,
estos compuestos se clasificaron atendiendo a este criterio, con el fin de analizar los distintos

estudios de estructura-actividad presentes en la literatura cientifica.

En primer lugar, el acido alectordnico presente en T. americana es una depsidona, sin anillo
de butirolactona, a la que se le atribuye una mayor capacidad de donacion del atomo de
hidrogeno (Lohézic-Le Dévéhat y col., 2007). Este hecho se correlaciona con su elevado valor de
ORAC, presentado en el Capitulo 2. Ademas, se le atribuye una buena capacidad eliminadora de

radicales hidroxilo y anién superéxido (Bay y col., 2020).

Por otro lado, las propiedades antioxidantes de V. pinastri se atribuyen principalmente a la
presencia del acido vulpinico y del acido pinastrico. Estos acidos tienen un anillo butanolida que
contiene un grupo -OH en la posicion 4 y una funcién acido carboxilico en el doble enlace, el cual
contribuye a la estabilizacion de los radicales. Estudios de relacion estructura-actividad
cuantitativa (QSAR) combinados con andlisis multivariante han demostrado la capacidad

antioxidante de los 4cidos pulvinicos (Le Roux y col., 2011; Ahmadi y col.,2021)

En el caso de D. arctica, sus compuestos mayoritarios fueron los dépsidos acido giroférico
y &cido lecandrico. Su poder antioxidante se atribuye a sus anillos aromaticos y a la presencia de
grupos carboxilos e hidroxilos que les permiten interactuar con varios sitios activos enzimaticos

(Manojlovic y col., 2012; Mohammadi y col., 2021)

Cabe destacar que las especies mas activas, presentan en su composicion acido tsnico, el
cual demostré capacidad reductora en ensayos de cationes radicales DPPH, ABTS y DMPD, y
capacidad para eliminar radicales superdxido y peroxilo. Ademas, se le atribuye habilidad como
quelante de metales, incluido el ion Fe?* debido a la presencia de un anillo fenélico con grupos

funcionales de -CO, -COH y -COOH (Hoa y col., 2020; Cetin y Gulcin, 2019).

Tras relacionar los efectos observados con las estructuras identificadas en los extractos, se
procedié a profundizar en el estudio del compuesto mayoritario presente en D. arctica (el
tridépsido acido girofdrico) en el mismo modelo de estrés oxidativo aplicado con los extractos
con el fin de conocer el papel que desempeiia en la respuesta neuroprotectora. D. arctica demostrd

ser el liquen mas activo de entre los seleccionados.
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Este estudio se ha desarrollado en el Capitulo 5 que lleva por titulo “Neuroprotective

effects and blood barrier permeability of the lichen tridepside gyrophoric acid”.

Las propiedades antioxidantes de los extractos de liquenes observadas en el Capitulo 2 de
la presente Tesis Doctoral para D. arctica (valor ORAC 8,2 umol ET/mg de extracto seco, valor
DPPH ICs0346,3 pg/ml y valor FRAP 29,6 umol de Fe? eq/g de muestra) pueden atribuirse a las
propiedades antiradicales ya demostradas en la literatura cientifica para el 4cido giroférico
(valores DPPH entre ICso0 25 y105 ug/ml o valores de actividad anti radical anion superdxido de
ICs0 196,62 pg/ml) (Kosanic y col., 2013; Lohézic-Le Dévéhat y col., 2013). Ademas, la estructura
fendlica con cuatro grupos hidroxilo se correlaciona directamente con su capacidad antioxidante

(Platzer y col., 2022).

Siguiendo el esquema de evaluacion de la actividad neuroprotectora de los extractos,
pretratamientos con concentraciones no citotdxicas de acido giroférico mostraron aumentar la
viabilidad celular tras la exposicion a H202 (a partir de la concentracion de 25 pM hasta 100 pM)
y reducir la produccion intracelular de EROS con un patrén concentracion dependiente. Esta
reduccion llego a revertir el efecto del H202de manera completa puesto que se obtuvieron valores
similares al control y al compuesto de referencia Trolox®. El Trolox® es un analogo hidrosoluble
de la vitamina E que destaca por sus propiedades antioxidantes (Giordano y col., 2020). Ademas,
los cambios en la morfologia y densidad de células observados con el pretratamiento del extracto
metanolico de Dactylina artica, fueron también apreciados con el pretratamiento con el acido

giroférico.

Asimismo, en este capitulo, se abordé el efecto del acido giroférico sobre los niveles de
expresion de enzimas del sistema antioxidante enddgeno de la célula como SOD-1, SOD-2, CAT
y GR. Ademads de las propiedades antioxidantes derivadas de su estructura fendlica, ya
comentada previamente, existe una importante evidencia cientifica sobre los efectos protectores
de los compuestos naturales inducidos por la activacion de la expresion de elementos
antioxidantes (Smith y col., 2016). El acido giroférico demostro incrementar la expresion de las
enzimas SOD-1, SOD-2, CAT y GR a concentraciones elevadas. Este incremento fue
especialmente significativo para SOD-2. El papel de esta enzima es particularmente importante
dada la localizacion mitocondrial de esta isoforma y la implicacion de la disfuncién mitocondrial
en las enfermedades neurodegenerativas. Esta isoforma se encuentra situada en la matriz
mitocondrial, catalizando la transformacion del O: a H20 el cual difundira al citoplasma
reduciendo su acumulacion en la matriz mitocondrial (Flynn y Melov, 2013). Deficiencias o

mutaciones en genes que codifican para las enzimas SOD-1 y SOD-2 se relacionan estrechamente
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con la patogenia de las enfermedades neurodegenerativas (Lee y col., 2020). Por otro lado, el
incremento observado en la enzima CAT es esencial debido a su implicacién en el mantenimiento
del balance redox ya que cataliza la transformacion del H20:y de diversos peréxidos en agua.
Esta enzima destaca por su eficiencia, no saturable por ninguna concentracion de HO: (Fita y
Rossmann, 1985). En el caso de la enzima GR, el aumento de sus niveles sugiere un reciclaje mas
efectivo del antioxidante endogeno mas importante de la célula, el GSH. Estos resultados se
relacionan con los efectos observados para el extracto de Dactylina arctica, en el Capitulo 4 de esta
Tesis Doctoral, sugiriéndose que el acido giroforico es uno de los principales responsables de la
actividad de este extracto. De esta manera, el aumento en la expresion de las enzimas SOD y CAT
esta estrechamente ligado al incremento de su actividad observado para el extracto de D. arctica.
De igual manera el aumento de los niveles de GSH tras el pretratamiento con el extracto se
correlacionaria con el incremento de la enzima GR, en extracto y compuesto activo frente al dafo

oxidativo ejercido por H20..

La activacién del sistema antioxidante endégeno es inducible. El papel de la via Nrf2/ARE
en la modulacién de la expresion del elemento de respuesta antioxidante, una secuencia
especifica relacionada con enzimas detoxificantes, ha sido ampliamente demostrado. Esta
secuencia codifica genes como NQO1, HO-1, Trxs, GST, GR, SOD1 y GPx (Buendjia y col., 2016).
En la literatura cientifica, otros compuestos liquénicos como el acido evérnico, el acido
fumarprotocetrarico y el acido tisnico han mostrado su efecto neuroprotector mediante la
induccion del sistema antioxidante enddgeno, sugiriéndose una activacion parcial de la via Nrf2
como responsable (Fernandez-Moriano y col., 2017a; Fernandez-Moriano y col., 2017b). Por lo
tanto, dada la similitud estructural con el dépsido 4cido evérnico, es plausible que la actividad
del acido giroférico esté mediada a través de la via Nrf2. No obstante, otras vias como NF-«b,
PI3K/AKT y MAPK también estan implicadas en la respuesta al estrés oxidativo, siendo
necesarios nuevos estudios acerca de los mecanismos responsables de los resultados observados

(Liu y col., 2022a).

Por otro lado, la apoptosis y la autofagia se presentan como dos procesos fisioloégicos
esenciales en la homeostasis celular y en la promocion de la salud neural (Ghavani y col., 2014).
De hecho, durante la neurodegeneracién, las vias apoptotica y autofagica se encuentran
desreguladas. La mitocondria constituye el enlace entre ambos procesos y con ellos, el estrés

oxidativo.

Analizando los efectos sobre la apoptosis, el acido giroférico demostré reducir el ratio

Bax/Bcl-2, disminuyendo la expresion del factor proapoptotico Bax y aumentando los niveles
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de Bcl-2. En situaciones fisioldgicas, Bax se encuentra en el citoplasma, su activacion lleva a su
oligomerizacion e insercidon de este en el MPTP de la membrana mitocondrial externa, siendo
esencial en el inicio de la apoptosis intrinseca mitocondrial. La reducciéon de EROS, dada la
actividad del acido giroférico como captador de radicales y su implicacion en la activacion del
sistema endogeno, limitard la peroxidacion de los fosfolipidos de la membrana mitocondrial y
por tanto la desregulacion del potencial de la membrana mitocondrial, asi como la alteracién de
la homeostasis del calcio, reduciendo por tanto la activacion apoptotica. Este hecho también se
observa con la reduccion de la expresion de la enzima caspasa 3, principal efector de la
apoptosis, ya que al activarse actiia escindiendo proteinas estructurales y proteinas implicadas
en el ciclo celular que llevan a la condensacién de la cromatina y la fragmentacion del ADN, y

por tanto a la muerte celular (Porter y Janike, 1999).

Ao largo de este trabajo, la disfuncién mitocondrial ocasionada por la sobreproduccion de
EROS se presenta como la principal responsable de la muerte celular. Como se ha explicado
anteriormente, la autofagia se presenta como un mecanismo de supervivencia al estrés celular
frente a la apoptosis. Los resultados obtenidos para el acido giroférico mostraron la activacion
de esta via tanto en células tratadas solamente con el compuesto como en aquellas expuestas
al peroxido de hidrdégeno. Esto se ha observado tras el bloqueo lisosomal con NHiCl y
leupeptina, ya que, en ausencia del inhibidor, la degradacion de LC3-II fue acusada. Este hecho
es indicativo del flujo autofagico. A la vista de los resultados obtenidos se sugiere que el dafio
producido por el H2O2 podria ser parcialmente reducido via activacion del proceso autofagico
frente a la inhibicion apoptdtica. Esta activacion de la autofagia inducida por el acido girofdrico
también podria desempefiar un papel esencial en el aclaramiento de agregados proteicos
anomalos, propios de las enfermedades neurodegenerativas estudiadas. Se propone asi la
utilizacion de nuevos modelos de neurodegeneracion para valorar el efecto del 4cido girofdrico

sobre otro mecanismo neuropatogénico caracteristico.

Por tanto, el acido giroférico demostré mejorar la viabilidad y los cambios morfologicos,
asi como reducir la produccién intracelular de EROS en el modelo de estrés oxidativo inducido
por perdxido de hidrogeno. La induccion de la respuesta antioxidante enddgena (mediante el
aumento de los niveles de enzimas antioxidantes) y la potenciacién de la autofagia frente a la
apoptosis como respuesta de supervivencia celular se presentan como mecanismos implicados

en la neuroproteccion.

Comparando los resultados obtenidos para el extracto y el compuesto puro, el acido

girofdrico, potencial responsable de la acciéon neuroprotectora del liquen, presenta mayor
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actividad que el extracto de D. artica a las concentraciones mas altas ensayadas. A pesar de ello,
a diferencia del tratamiento con el acido giroférico, los efectos protectores del extracto se
observaron en un rango bajo de concentraciones (5-10 pg/ml), sugiriendo un posible efecto
sinérgico entre los compuestos que lo conforman. A través de la identificaciéon por HPLC-UV,
también se detecté la presencia del acido tsnico, cuyo potencial antioxidante ya ha sido
demostrado en trabajos previos de nuestro grupo de investigacién (Fernandez Moriano y col.,
2017). La citotoxicidad demostrada por el extracto metandlico de D. arctica también se
correlaciona con la observada para el acido tsnico en el Capitulo 3 de esta Tesis Doctoral,
existiendo diferencias significativas frente al control a partir de valores de concentracién de 10
M. Por otro lado, diversos estudios in vitro e in vivo han revelado mayores actividades para los

extractos liquénicos que para los compuestos liquénicos aislados (Studzinska-Sroka y col., 2015).

En relacion con los escasos estudios que evaltian la actividad neuroprotectora de los
liquenes, tanto de sus extractos como de sus componentes aislados, hay que destacar que no sdlo
se ha abordado desde su perfil antioxidante, sino que se han aplicado diversos modelos de
neurodegeneracion atendiendo a diferentes etiologias. Entre ellos se incluyen modelos in vitro de
la enfermedad de Parkinson inducido por MPTP o rotenona, modelos de ELA inducidos por L-
BMAA y modelos de la enfermedad de Alzheimer inducida por el péptido -amiloide en lo que
se ha demostrado el efecto neuroprotector de compuestos procedentes de liquenes empleando
tanto lineas celulares (PC-12, SH-SY5Y o Neuro2a) como cultivos primarios de neuronas. Este es
el caso del acido evérnico, el acido isolecandrico, el acido protocetrarico, el dcido lecandrico, la
zeorina o la biruloquinona (Lee y col., 2021; de Pedro y col., 2015; Mapari y col., 2021; Luo y col.,
2013).

Las enfermedades neurodegenerativas, asi como el dafio post accidente isquémico cerebral
llevan asociado una pérdida estructural y funcional de las sinapsis. El sistema nervioso se ve
afectado a distintos niveles, desde la propia sinapsis hasta los circuitos locales y las complejas
redes neuronales superiores. Este dafio neuronal se ve reflejado en la retraccion de neuritas y
pérdida de las sinapsis, asi como en la alteracion electrofisioldgica y en las vias de sefalizacion
celular (Bredesen y col., 2006). La promocién de la neuritogénesis, sinaptogénesis y el crecimiento
axonal a través del uso de compuestos neuromoduladores supone una estrategia neuroprotectora

para el tratamiento del dafio descrito.

Por ello y continuando con el concepto de compuesto multidiana, se ha profundizado en el
estudio de los efectos del 4cido girofdrico evaludndose sus caracteristicas neuromoduladoras y

neurorestaurativas que pueden contribuir a la respuesta neuroprotectora observada (Capitulo 5).
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Como se ha comentado en la secciéon de Introduccion (punto 1.3.3.1), durante las tltimas
décadas se han descrito extensamente biomarcadores validados que permiten valorar el efecto
modulador de los tratamientos neurofarmacoldgicos. Mientras que el marcador NeuN se
relaciona con el desarrollo del tejido y diferenciacion neuronal, GAP43 y la sinaptofisina estan
relacionados con la plasticidad sindptica. GAP43 esta implicado en el crecimiento axonal, el
crecimiento neuronal presindptico y la neurogénesis, mientras que la sinaptofisina esta implicada

en la formacién de las sinapsis (Reddy y Abeygunaratne, 2022).

El acido giréforico ha demostrado aumentar la expresion de los marcadores neuronales
NeuN, GAP43 y sinaptofisina, tras 24 horas de tratamiento. Cabe destacar que para NeuN y
GAP43, los valores fueron superiores a los tratamientos con acido retinoico, utilizado como
compuesto de referencia. Esto sugiere una maduracién neuronal mas adecuada que la observada
para el acido retinoico. Ademas, en pacientes que sufren las enfermedades neurodegenerativas
EA, EH, EP y ELA, la expresiéon de estos marcadores se encuentra disminuida (Chung y col.,

2020).

Asimismo, se valoré el efecto modulador del acido giréforico sobre la fosforilacion de la
proteina tau. Aunque en un primer momento este hecho pueda resultar contradictorio ya que su
hiperfosforilacion se correlaciona con la agregacién amiloide propia de la EA, esta proteina esta
implicada en el ensamblaje y estabilizacién de los microtiibulos con la tubulina y es necesaria
para el crecimiento axonal (Fuster-Matanzo y col., 2012). El aumento de la expresion de p-tau no
se ha asociado a dafio celular, tal y como evidencian los ensayos de citotoxicidad y produccion
de EROS. Ademas, la morfologia de las células SH-SY5Y observada mediante microscopia
confocal reveld leves cambios propios de la diferenciacion. De esta manera, se ha sugerido que el
acido girofdrico estd implicado en la modulacién del crecimiento axonal al actuar sobre la
expresion de p-tau y GAP43 (en ambos casos mayor para la concentracion de 25 uM que para la

concentraciéon de 50 uM).

Este estudio mediante el andlisis de diferentes biomarcadores de neurodiferenciacién es
novedoso, puesto que ningun extracto liquénico o metabolito secundario ha sido evaluado a
través de estos métodos. A pesar de ello, este enfoque si fue aplicado por Reddy y colaboradores
que demostraron la actividad neurogénica y neurotrofica de la depsidona acido fisddico y de los
dépsidos atranorina y acido perlatolico mediante la modulacion de la expresion génica de BDNF

y NGF en modelos in vitro y ex vivo (Reddy y col., 2016).
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Se sugiere, por tanto, que el 4cido girofdérico ademads de su actividad antioxidante
neuroprotectora, ejerce su accion interviniendo en la modulacién de procesos esenciales a niveles

sinaptico como el crecimiento axonal y la sinaptogénesis, implicados en la plasticidad neuronal.

Finalmente, una vez evaluada su actividad neuroprotectora, se considerd determinante el
estudio de uno de los mayores obstaculos a los que se enfrenta el desarrollo de neurofarmacos en
la industria farmacéutica que es el paso de compuestos a través de la barrera hematoencefalica.
Como se ha expuesto tanto en la seccién de la introduccion de esta tesis Doctoral como a lo largo
de esta discusidn, el numero de moléculas potencialmente activas frente a enfermedades
neurodegenerativas es elevado. Sin embargo, la BHE constituye una barrera fisica, bioquimica y
metabdlica, que separa el tejido cerebral de la circulacion sanguinea y que es altamente selectiva
a la entrada de sustancias (Abbot y col., 2010). Esta barrera restringe el paso de mas del 98% de

los farmacos de pequeno tamaro y el 100% de las moléculas grandes (Pardridge y col., 2020).

El alto coste tanto econdmico como laboral que implica la realizacion de estudios in vivo en
los que se evalten las caracteristicas farmacocinéticas de los compuestos dirigidos al SNC,
sumado a la escasa traslacion de los resultados a modelos humanos, ha conducido al desarrollo
en paralelo de modelos in vitro de BHE que permiten un cribado temprano de potenciales
farmacos (Naik y Cuccullo, 2012). Cabe destacar que mas del 80% de los farmacos que han
resultado ser eficaces en modelos animales no han sido posteriormente efectivos en ensayos
clinicos, lo que se relaciona con las diferencias animal-humano en términos de expresion de
proteinas determinantes, asi como con la metodologia de trabajo (van der Helm y col., 2016). Por
ello, el disefio de multiples modelos in vitro de BHE robustos, es una potente linea de
investigacion actual, con el desarrollo de modelos 2D (tanto en monocultivo como cocultivo),
modelos organoides y modelos basados en el uso de dispositivos microfluidicos (Chaulagain y
col,, 2023). En estos modelos se podran evaluar los distintos tipos de transportes descritos
(transporte paracelular, difusién pasiva, difusion facilitada, transporte activo de entrada y de
salida, transporte mediado por receptor o transcitosis mediada por adsorcién). Ademas, también
resultan de gran utilidad para evaluar la neurotoxicidad de farmacos dirigidos a otras dianas y

sistemas (Schultz y col., 2015).

En el campo de los productos naturales, durante muchos afios, el desarrollo de trabajos in
vitro e in vivo que evaluaran la capacidad de paso a través de la BHE, han sido limitados.
Actualmente este nimero se esta viendo incrementado puesto que es considerado requisito
indispensable en la mayoria de los estudios de neuroproteccion. Triterpenos como el 4cido

asiatico o el asiaticosido, aislados de Centella asiatica (L.), la benzoquinona embelina aislada de
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Embelia ribes Burm, mono- y sesquiterpenos, fitoesteroles y compuestos fenolicos presentes en
bioproductos de Robinia pseudoacacia L., Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn, Coffea arabica L., Olea
europaea L., Citrus sinensis (L.) Osbeck o microalgas Dunaliella salina Teod. han sido evaluados
recientemente en modelos celulares (Hanapi y col., 2021; Bhuvanendran y col., 2019; Sanchez-

Martinez y col., 2022).

Los estudios farmacocinéticos utilizan herramientas in silico, previo al uso de modelos
celulares, que permiten establecer modelos predictivos en términos de difusién pasiva. Existen
toda una serie de parametros fisicoquimicos y descriptores moleculares que se correlacionan con
la permeabilidad de los compuestos (Abbot y col., 2010). Asimismo, en la literatura cientifica se
encuentran una serie de reglas preestablecidas de gran utilidad a la hora de orientar sobre el
comportamiento de una molécula (Lipinski, 2001). Estas reglas no deben ser entendidas como
dogma, puesto que, en muchos casos, al no valorar todos los tipos de transportes (solo la difusién

pasiva) puede llevar a infraestimar farmacos potenciales (Meng y col., 2021).

En la presente Tesis Doctoral se ha hecho uso de las herramientas bioinformaticas
(programa Molinspiration y software ADMETIab 2.0) para obtener los diferentes parametros
fisicoquimicos e indicadores ADME y de toxicidad para el acido giroférico. En primer lugar, se
han valorado sus propiedades fisicoquimicas de forma conjunta con las “reglas” existentes en la
literatura. Los pardmetros seleccionados fueron LogP, peso molecular, TPSA, y nimero de
enlaces donadores y aceptores de hidrogeno. A través del LogP se valord la lipofilia de la
molécula, que es directamente proporcional al paso a través de la BHE, hasta valores méaximos
puesto que una lipofilia muy elevada podria relacionarse con su retencién por la propia BHE
(Youdim y col., 2003). Por otro lado, los demas parametros son inversamente proporcionales a su
paso. El peso molecular se establece en valores maximos de 400, 500 o 600 Da segtin distintos
trabajos (Lipinski, 2001; Banks, 2009; Levin y col., 1980). Para la TPSA, definida como la suma de
las contribuciones superficiales de los atomos polares de una molécula, se estiman los limites en
torno a 60 A2y 90 A2(Begley, 2004). Asimismo, la capacidad de formar enlaces de hidrégeno con
el agua se asocia a su hidrofilia, y por tanto un niumero elevado de enlaces afecta a su paso a
través de la BHE, considerandose aceptables hasta 5 atomos donadores de enlaces de hidrogeno
(nHD) y 10 aceptores (nHA) (Lipinski y col., 2001). La carga electrostatica también supone una
limitacion en el paso de BHE, asi como la flexibilidad de la molécula representada a través del
numero de enlaces rotables (nRot) (Mikitsh y Chacko, 2014). Para el acido girofdrico los valores
obtenidos fueron logP de 4,97-5,38, peso molecular de 468,41 Da, nHA de 10, nHD de 5, nRot
de 7 asi como TPSA de 170,82 Az.
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Estos pardmetros no son evaluados de manera aislada, sino que se consideran
conjuntamente gracias a la existencia de las reglas previamente mencionadas, entre las cuales
destaca la regla de Lipinski o regla de los 5. Dicha regla establece limites para la difusién pasiva
en 500 Da, LogP 5, nHD de 5 y nHA de 10 (Lipinski y col., 2001). Siguiendo esta regla, el acido
girofdrico cumple con los requisitos, aunque se encuentra cerca de los limites establecidos. No
obstante, al aplicar otras reglas como la de Hitchcock, que establece que valores de TPSA mayores
a 90 A2 son poco permeables, el acido giroférico no atravesaria la BHE por difusion pasiva

(Hitchcock, 2008).

Revisando la literatura cientifica, la evaluacion del paso de los compuestos liquénicos es
escasa. Este hecho es comprensible puesto que los trabajos sobre el potencial neuroprotector de
los mismos son recientes. Entre los estudios publicados para liquenes que evaltian su capacidad
para atravesar la BHE, ninguno ha empleado hasta el momento un modelo celular, sino que han
utilizado el sistema PAMPA-BHE. Este método mide la permeabilidad de las sustancias través
de una membrana lipidica. Estudios de Studziriska-Sroka han demostrado que tanto el acido
fisddico aislado como el presente en el extracto tiene altos valores de permeabilidad. Asimismo,
se ha evaluado la permeabilidad de otros compuestos liquénicos como el 4cido evérnico con un
valor de permeabilidad efectiva de 8,6 + 0,4 x 106 cm/s a las 4h y del acido tsnico con valores de
92,8 +6,3 x 1076 cm/s a la hora de incubacién (Studzinska-Sroka y col., 2021b; Studzinska-Sroka y
col,, 2021c). Estos resultados demuestran la potencial capacidad de paso de los compuestos

liquénicos a través de la BHE.

Partiendo de los estudios in silico llevados a cabo, de los resultados presentes en la literatura
cientifica y teniendo en cuenta, que la difusion pasiva no es el tinico tipo de transporte a través
de la BHE, se decidi¢ aplicar dos modelos in vitro celulares tanto de endotelio cerebral de rata
(RBE4) como de endotelio microvascular de cerebro humano (hCMEC/D3), para los estudios de
captacion y permeabilidad, respectivamente. El uso de diferentes modelos de rata y humano
también ha permitido constatar las diferencias interespecies. La citotoxicidad del acido girofdrico
ha sido evaluada en ambas lineas sin diferencias significativas frente al control para todas las

concentraciones ensayadas.

En nuestro trabajo se ha empleado un modelo 2D monocultivo. Encontrar un modelo
adecuado, que presente caracteristicas fisioldgicas similares a la BHE es una tarea compleja.
Actualmente se utilizan células primarias, células madre o células inmortalizadas. El coste y el
trabajo que requieren las dos primeras ha conducido al uso mas frecuente de las células

inmortalizadas (Chaulagain y col, 2023). Se han utilizado mas de 35 tipos de células
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inmortalizadas, entre las que destacan las lineas hCMEC/D3, RBE4 y células de endotelio
microvascular de cerebro de rata bEnd.3, siendo las dos primeras las seleccionadas para este

estudio (Rahman y col., 2016).

Como se ha descrito en la introduccion, las células endoteliales que componen la unidad
neurovascular presentan caracteristicas propias, entre las que se destaca la existencia de uniones
estrechas y la expresion de una serie de transportadores especificos (Tajes y col., 2014). La linea
celular hCMEC/D3 expresa las proteinas que conforman las uniones estrechas y adherentes
(claudinas, ocludinas, JAMs, cateninas y cadherinas), mientras que en el caso de las células RBE4,
la variedad de expresion de estas es mas limitada y por tanto la formacion de la uniones también
lo sera (Rahman y col., 2016). Ademas, Poller y colaboradores demostraron una correlacion entre
los resultados de permeabilidad in vitro y los modelos in vivo para el modelo celular hCMEC/D3
(Poller y col.,, 2008). Por ello se seleccionaron las células hCMEC/D3 para el estudio de
permeabilidad. También es esencial la expresion de los transportadores tanto de entrada (SLC)
como de salida (P-gp, MRP y BCRP). Morris y colaboradores revisaron la expresion y localizacion
de estos transportadores en los diferentes métodos in vitro utilizados, encontrando diferencias

entre especies tanto cuantitativamente como diferencias de isoformas (Morris y col., 2017).

Para validar el modelo utilizado en los ensayos de permeabilidad es necesario establecer la
integridad de la monocapa formada. Esta se confirma con la medida de la resistencia eléctrica
transendotelial (TEER), que indica la formacién de las uniones estrechas establecidas entre
células. Asimismo, se comprueba el paso del compuesto Lucifer Yellow, compuesto hidrofilico
capaz de permear por via paracelular. Los valores obtenidos para ambos parametros se han
encontrado dentro de los rangos establecidos en la literatura para esta linea celular (Rahman y
col., 2016). Esta informacion se detalla en el apartado de Material y Métodos del Capitulo 5 de la

presente Tesis Doctoral.

Los estudios de captacion por las células RBE4 mostraron que el acido giroférico es
captado de forma concentracion tiempo dependiente. Se puede observar a su vez como, a altas
concentraciones, la captacion es saturable. El calculo de las eficacias demostro valores muy bajos
de acumulacion. A pesar de las diferencias con la linea hCMEC/d3, utilizando las eficacias de
captacion y sumado a la maxima concentracion detectada, se selecciond la concentracion 100 pM

y el tiempo de 24h como las concentraciones y tiempos dptimos para el ensayo de permeabilidad.

Por otro lado, los ensayos de permeabilidad mostraron un valor de Papp de 6,37+0,02 x 106
cm/s con valores inferiores a 2 en el ratio de eflujo. Esto indica que predomina el transporte de

entrada frente al de salida y por tanto existe poca probabilidad de que el acido giroférico sea
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sustrato de transportadores ABC como P-gp (Liu y col., 2022b). Este dato se relacioné con los
estudios in silico realizados con el software ADMETlab 2.0, que indicaba poca probabilidad de ser
tanto inhibidor de P-gp como su sustrato. En estudios con compuestos naturales,
permeabilidades superiores a 3 x 10 cm/s se corresponden con una permeacion efectiva
(Madgula y col., 2010). Por ello, este ensayo sugiere que el acido giroférico es capaz de atravesar
la BHE para poder desempenar sus funciones neuroprotectoras. El uso del propranolol, marcador
transcelular utilizado por su alta permeabilidad por difusioén pasiva y por tanto control positivo,
permitié definir la permeabilidad del acido giroférico como moderada. En este caso, si se
compara con los resultados in silico que indicaban baja permeabilidad, el ensayo in vitro presentd

diferencias.

A pesar de ser capaz de alcanzar el SNC, la eficacia de paso fue del 60,86%. Este hecho habra
que tenerlo en cuenta a la hora de establecer la dosificacion de este compuesto en el modelo in
vivo ya que son muchas las barreras bioldgicas que tendra que atravesar, con la consecuente
pérdida de paso en cada una de ellas y la elevada la dosis a la que el compuesto ha mostrado
efectos neuroprotectores. Aumentar la eficacia de transporte mediante el uso de nanoparticulas
o liposomas puede resultar esencial para conseguir una mayor disponibilidad a nivel del

parénquima cerebral (Lombardo y col., 2020).

Por tanto, dadas las caracteristicas definidas con herramientas in silico, y los resultados para
compuestos liquénicos observados mediante la técnica PAMPA-BHE, se puede sugerir que el
acido giroforico utiliza como una de las formas de transporte principales la difusion pasiva.
Sin embargo, las diferencias entre el ensayo de captacion y el ensayo de permeabilidad, realizado
en dos modelos diferentes podria sugerir la implicacion del transporte activo. De hecho, estudios
recientes proponen la participacion de transportadores activos en el paso de BHE de compuestos

fendlicos naturales (Sanchez-Martinez y col., 2022).

Ademas, estos resultados fueron un claro ejemplo del problema de translacion de eficacias
al que se enfrenta la industria farmacéutica con la selecciéon del modelo animal éptimo. En la
actualidad, los modelos in vitro mas prometedores para la neurofarmacologia son aquellos que
utilizan células madre pluripotenciales o células madre embrionarias humanas, ya que se busca

una mayor similitud fisiolégica con la BHE humana (Chaulagain y col., 2023).

Por ultimo, una vez evaluado su potencial efecto neuroprotector y su permeabilidad a
través de la membrana, se decidio ampliar el estudio in silico, mediante el uso de herramientas
informaticas, para analizar las propiedades ADMET (Xiong y col., 2022). En este trabajo se puso

el foco en parametros relacionados con la absorcién y la toxicidad.
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En el campo de los compuestos de origen natural, uno de los principales desafios a los que
se enfrentan tanto los estudios in vivo como los ensayos clinicos, es la baja biodisponibilidad y la
biotransformacién (Hu y col., 2022). Estudios de fase I demostraron que, para una dosis de
curcumina de 3,6 g al dia, los niveles plasmaticos detectados fueron de 11,1 nmol/L (Sharma y
col., 2004). Los compuestos polifenolicos, a pesar de sus ya demostradas actividades bioldgicas,
presentan una baja disponibilidad atribuida a factores como la interaccién con la matriz
alimentaria, el metabolismo hepatico de fases I y I, el metabolismo intestinal y los efectos de la
microbiota (Di Lorenzo y col., 2021). Los resultados obtenidos para el acido girofdrico muestran
un perfil moderado de absorcidn, evaluado a través de diversos parametros como la
permeabilidad de las células renales caninas de Madin-Darby (MDCK) y la absorcién intestinal
humana (AIH). Ademas, se demostré6 que existe una probabilidad muy baja de que este
compuesto sea sustrato de la P-gp, como se evidenci6 en el ensayo de permeabilidad a través de
la BHE. En cuanto al valor de LogS, relacionado con la solubilidad del compuesto, éste se
encuentra dentro de los rangos preestablecidos, lo que esta estrechamente relacionado con la
biodisponibilidad oral (Bhalani y col., 2022). Es importante destacar que este parametro debe
mantener un equilibrio con la lipofilia para penetrar en la circulacion y atravesar biomembranas.
En nuestro estudio, el logP para el acido girofdérico es muy elevado, lo que permitiria su paso a
través de membranas, pero también podria afectar a su union a proteinas plasmaticas y repercutir
en la absorcion oral (Gao y col., 2017). Por tanto, el desarrollo de nuevas formulaciones como los
sistemas de administracion de farmacos autoemulsionables permitirdn mejorar la solubilidad y
la biodisponibilidad del compuesto, lo que podria ser aplicado para optimizar su perfil

farmacoldgico (Baghel y col., 2020).

Asimismo, se consider6 esencial aplicar estudios in silico para evaluar la potencial toxicidad
del acido girofdrico y predecir posibles efectos adversos. Los resultados indicaron un perfil
adecuado con poca probabilidad de toxicidad expresada en los pardmetros de carcinogenicidad,
bloqueadores hERG, hepatotoxicidad, mutagenicidad (Toxicidad AMES) y toxicidad oral aguda
en ratas. Por el contrario, los valores relativos a toxicidad respiratoria fueron moderados mientras
que los de sensibilizacidon cutanea fueron elevados. Este efectos sobre la toxicidad a nivel cutaneo
también fueron evaluados para el resveratrol (a través de ADMETlab 2.0) y valorados con el
ensayo de maduracion de células monociticas de leucemia humana (THP-1), mejorando sus
resultados mediante la sintesis de un derivado sulfato glucosilado del resveratrol (Jesus y col.,
2023). Puesto que los modelos computacionales presentan limitaciones, es importante valorar
comparativamente otros modelos existentes (Sorkin y col., 2020). Otros softwares como el OSIRIS

Property Explorer mostraron un perfil adecuado para el acido giroférico, acido tsnico y acido
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varioldrico, excluyendo a los acidos estictico y norstictico por su potencial toxicidad reproductiva

(Gupta y col., 2022).

En definitiva, los resultados in silico sugieren la posibilidad de escalar el estudio a un disefio
in vivo, en el que validar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas del acido

giroforico.
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V. CONCLUSIONES

El presente trabajo de Tesis Doctoral titulado “Estudio de la actividad neuroprotectora de
especies liquénicas del clado cetrarioide (F/Parmeliaceae) y compuestos aislados” se ha
desarrollado con la finalidad de evaluar el efecto neuroprotector de los extractos liquénicos y
metabolitos secundarios de especies del clado cetrarioide, determinando sus efectos sobre
diversos mecanismos implicados en enfermedades neurodegenerativas. Para ello se han aplicado
modelos in vitro e in silico, que, mediante el uso de multiples técnicas y metodologias, han

permitido la consecucion de los objetivos generales y especificos planteados.
Los resultados obtenidos han permitido establecer las siguientes conclusiones:

1. La revision bibliografica realizada sobre los distintos grupos quimicos de poliquétidos
liquénicos permite concluir que las principales actividades investigadas son la antioxidante,
la antimicrobiana y la citotdxica, con resultados prometedores para todas ellas.

2. Se ha explorado la actividad in vitro inhibitoria frente a las enzimas AChE y BuChE de 14
especies del clado cetrarioide, destacando los extractos liquénicos de Asahinea scholanderi y
Cetraria cucullata.

3. La caracterizacion fitoquimica por cromatografia liquida de alta eficacia mostré la presencia
mayoritaria de 4cido alectordonico y é&cido colatolico en Asahinea scholanderi y de acido
protoliquesterénico y acido tsnico en Cetraria cucullata.

4. Estudios en modelos in silico y celular neuronal concluyeron que el acido alectordénico
destaca por su perfil de inhibicion frente a la enzima AChE.

5. El estudio de las propiedades antioxidantes de las 14 especies liquénicas cetrarioides,
mediante una bateria de ensayos in vitro y la aplicacién de técnicas de analisis multivariante,
permitio la seleccion de Dactylina arctica, Nephromopsis stracheyi, Tuckermannopsis americana y
Vulpicida pinastri como las especies con mayor caracter antioxidante.

6. El estudio de la actividad de los extractos liquénicos seleccionados en un modelo de estrés
oxidativo inducido por peréxido de hidrégeno en células SH-SY5Y, mostr¢ el significativo
papel neuroprotector de los extractos de Dactylina arctica y Vulpicida pinastri. Su efecto
neuroprotector quedo evidenciado por la disminucion de la sobreproduccion de EROS y la
peroxidacion lipidica, la restauracion de la morfologia celular, el aumento de las actividades
de las enzimas antioxidantes (SOD y CAT) y de los niveles de GSH y la atenuacion del dafio

mitocondrial.
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El andlisis de la composicion quimica de las especies mas activas mediante HPLC reveld la
presencia de los acidos vulpinico, pinastrico y tsnico en Vulpicida pinastri y los acidos
lecandrico, tsnico y giroforico en Dactylina arctica.

En base a la actividad neuroprotectora confirmada para Dactylina artica, el 4cido girofdrico
(compuesto mayoritario del extracto), estudiado en el modelo de estrés oxidativo neuronal,
mostro un significativo papel neuroprotector reduciendo los niveles intracelulares de EROS
y mejorando la viabilidad y las alteraciones morfoldgicas inducidas por el H20: La
induccion de la respuesta antioxidante enddgena (mediante el aumento de los niveles de
enzimas antioxidantes) y la potenciacion de la autofagia frente a la apoptosis como respuesta
de supervivencia celular se identificaron como algunos de los principales mecanismos
implicados en esta neuroproteccion.

Los resultados obtenidos del andlisis de la expresion de biomarcadores de diferenciacion
neuronal indicaron que el acido girofdrico participa en la modulacion de procesos esenciales
a nivel sindptico como el crecimiento axonal y la sinaptogénesis.

A través del ensayo in vitro de permeabilidad en células hCMEC/D3, se demostrd la
capacidad del acido girofdrico de atravesar la BHE. Se identificé como tipo de transporte
principal la difusion pasiva debido a sus propiedades moleculares obtenidas in silico, sin
descartarse otros transportes transcelulares.

El 4cido girofdrico mostré un perfil moderado de absorcion y adecuado de toxicidad en

estudios in silico sugiriéndose la posibilidad de escalar el estudio a un disefio in vivo.

Conclusion final

A la vista de los resultados presentados, las especies estudiadas del clado cetrarioide se

proponen como una fuente natural importante de compuestos activos con actividad

neuroprotectora, actuando sobre diversos procesos y enzimas con demostrada implicacion en

enfermedades neurodegenerativas. Se propone el acido giréforico como potencial agente

neuroprotector por su accion frente al estrés oxidativo, sus propiedades neuromoduladoras y su

capacidad de llegar a su diana farmacoldgica. Asimismo, se destaca el 4cido alectorénico por su

actividad inhibitoria de AChE.
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V. CONCLUSIONS

The present doctoral thesis entitled "Study of the neuroprotective activity of lichen
species of the cetrarioid clade (F/Parmeliaceae) and isolated compounds” has been developed
with the aim of evaluating the neuroprotective effect of lichen extracts and secondary
metabolites of species of the cetrarioid clade, determining their effects on various mechanisms
involved in neurodegenerative diseases. To this end, in vitro and in silico models have been
applied, which, by multiple techniques and methodologies, have enabled the general and

specific objectives to be achieved.

The results have enabled the following conclusions to be drawn:

1. The literature review conducted on different chemical groups of lichen-derived polyketides
leads to the conclusion that the main investigated activities are antioxidant, antimicrobial,
and cytotoxic, with promising results for all of them.

2. In vitro inhibitory activity against the enzymes AChE and BuChE has been explored in 14
species from the cetrarioid clade, with lichen extracts from Asahinea scholanderi and Cetraria
cucullata standing out.

3. Phytochemical characterization by high-performance liquid chromatography revealed the
predominant presence of alectoronic acid and colatolic acid in Asahinea scholanderi, and
protolichesterinic acid and usnic acid in Cetraria cucullata.

4. Alectoronic acid showed a good inhibition profile against the AChE enzyme, in both in silico
and in vitro cellular models.

5. The study of the antioxidant properties of the 14 cetrarioid lichen species, through a battery
of in vitro assays and the application of multivariate analysis techniques, allowed the
selection of Dactylina arctica, Nephromopsis stracheyi, Tuckermannopsis americana, and Vulpicida
pinastri as the species with the highest antioxidant capacity.

6. The study of the activity of selected lichen extracts in a hydrogen peroxide-induced oxidative
stress model in SH-SY5Y cells revealed the significant neuroprotective role of Dactylina
arctica and Vulpicida pinastri extracts. These effects were evidenced by a reduction in ROS
production and lipid peroxidation, restoration of cell morphology, increased activity of
antioxidant enzymes (SOD and CAT), higher GSH levels, and reduced mitochondrial
dysfunction.

7. Phytochemical analysis revealed the presence of vulpinic, pinastric, and usnic acids in
Vulpicida pinastri, while lecanoric, usnic, and gyrophoric acids were identified in Dactylina

arctica.
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8. Based on the confirmed neuroprotective activity of Dactylina arctica, gyrophoric acid (major
compound of the extract) was studied in neuronal oxidative stress model, demonstrating its
essential role in neuroprotection. In particular, gyrophoric acid was shown to decrease
intracellular EROS levels and enhance cell viability and morphological alterations induced
by H202. The neuroprotective effects were likely mediated by the induction of endogenous
antioxidant responses (via increased antioxidant enzyme levels) and the potentiation of
autophagy as a cell survival response, as opposed to apoptosis.

9. The obtained results from neuronal differentiation biomarker expression analysis showed
that gyrophoric acid plays a role in modulating crucial synaptic processes, including axonal
growth and synaptogenesis.

10. Through the in vitro permeability assay in hCMEC/D3 cells, the ability of gyrophoric to cross
the BBB was demonstrated. Passive diffusion was identified as the main transport
mechanism due to its molecular properties. However, it should be noted that other transport
mechanisms cannot be ruled out, as the uptake assay performed in a murine line differed
from the permeability assay in human cell line.

11. In silico studies revealed that gyrophoric acid exhibited a moderate absorption profile and

acceptable toxicity, indicating the feasibility of scaling up the study to an in vivo design.

General conclusion

Based on the presented results, lichens from the cetrarioid clade are suggested as an
important natural source of active compounds with neuroprotective activity, acting on various
processes and enzymes involved in neurodegenerative diseases. Gyrophoric acid is proposed as
a potential neuroprotective agent due to its action against oxidative stress, neuromodulatory
properties, and ability to reach its target. Additionally, alectoronic acid is highlighted for its

inhibitory activity on AChE.
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