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1. RESUMEN

El dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD™) es una molécula clave para multitud de
procesos celulares. Interviene como coenzima en el metabolismo redox, y como cosustrato para
las enzimas PARP, SIRT y CD38, las cuales participan en la homeostasis celular, el
mantenimiento del material genético, el control de la transcripcidn, la generacion de segundos
mensajeros, la regulacién de los ritmos circadianos y la longevidad.

Los niveles de este dinucleotido, varian en respuesta a diferentes factores como son el ejercicio
y la dieta. Esto conlleva a que, tanto en las alteraciones metabdlicas como en el envejecimiento,
se vean alterados. Actualmente, las investigaciones se centran en esclarecer los mecanismos
por los cuales estos niveles cambian, y parecen estar mediados por una reduccion de la sintesis
de NAD", y/o un incremento de la degradacién. Las terapias para restaurar estos niveles
supondrian una posible prevencién o tratamiento de los trastornos metabdlicos y los procesos
degenerativos, lo que supone un aumento de la vida util.

Palabras clave: NAD*, NADH, metabolismo, alteracién metabdlica, disfuncién mitocondrial,
degeneracion, proceso degenerativo, envejecimiento, PARP, CD38, SIRT.

2. INTRODUCCION

Se denomina metabolismo al conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un
organismo, a lo largo de toda su vida, para biosintetizar o biodegradar moléculas, y transformar
la energia (1). EI metabolismo sufre alteraciones consideradas fisiologicas a lo largo del tiempo
para ajustarse a las diferentes etapas de la vida de un ser vivo, ya que esta regulado por un
sistema reloj (ritmos biologicos). Una de estas etapas en las que el metabolismo cambia es el
envejecimiento (2).

El envejecimiento es un proceso fisioldgico que ocurre en todos los seres vivos, consiste en un
deterioro progresivo y continuo de sus funciones, incluido el metabolismo, y finaliza
Unicamente con la muerte del individuo. En la vejez, se encuentra reducida la capacidad del
organismo para mantener la homeostasis celular, lo que provoca dafios acumulados en el ADN,
las proteinas, las membranas y los organulos celulares, incluidas las mitocondrias (3). Multiples
teorias y estudios, intentan explicar el envejecimiento, aunque aun queda mucho por esclarecer.
No se ha hallado un mecanismo claro que explique la relacion por la que los trastornos
degenerativos son una parte inherente al envejecimiento. Encontrar esta explicacion permitiria
la busqueda de una solucion para vivir mas y mejor (4).

Una alteracion metabdlica implica la disfuncion de una o mas vias bioquimicas que forman
parte de algun proceso fisiologico normal del organismo, y conduce a acumulacion de los
sustratos iniciales, deficiencia de los productos finales o desarrollo de rutas metabdlicas
alternativas (5).

Un punto de unién entre las alteraciones metabdlicas y los procesos degenerativos que
caracterizan al envejecimiento, se encuentra en la molécula NAD™. NAD" es el dinucle6tido de
nicotinamida y adenina, una coenzima y cosustrato con multiples funciones. Participa en el
metabolismo como molécula transportadora de electrones en reacciones de 0xido-reduccion,
actia como indicador del estado energético celular, y es también sustrato de numerosas enzimas
involucradas en muy diferentes procesos, entre ellas enzimas relacionadas con el
envejecimiento (6). Los niveles de NAD™ disminuyen en las alteraciones metab6licas y durante
el deterioro fisiolégico, a través de cambios en las reacciones implicadas en su sintesis y
degradacion. Debido a su participacion tanto en el metabolismo energético como en el
envejecimiento, un cambio en estos niveles afectaria a ambos procesos (4).
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3. OBJETIVOS

En este trabajo se pretende realizar una revision bibliogréafica para conocer algunos aspectos
sobre NAD™:

- Cuédl es su estructura

- Enqué procesos esta implicado

- CoOmo es su metabolismo y como puede variar con respecto al envejecimiento y a las

alteraciones metabdlicas
- Qué posibles mecanismos explican la disfuncion de su metabolismo
- Qué terapias solventarian esta disfuncion

4. MATERIAL Y METODOS

Se llevo a cabo una revision bibliogréafica online de articulos de revistas cientificas y libros, en
PubMed, catélogo Cisne de la Biblioteca Complutense de Madrid, Web of Science (FECYT),
Science Direct, y Elsevier, entre otras.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. EL DINUCLEOTIDO DE NICOTINAMIDA Y ADENINA (NAD*)

Estructura y funciones

El dinucledtido de nicotinamida y adenina, NAD, del

inglés nicotinamide adenine dinucleotide, es una NH, hag SN
molécula formada por dos nucledtidos unidos mediante WO NL\ >
sus dos grupos fosfato. Uno de los nucledtidos estda  “ne \_O_ﬁi_o_ﬁi_o W s y
formado por ribosa y nicotinamida, y el otro por ribosa y b L \(j
adenina (Figura 1 (7)). Su estructura quimica deriva de HO  OH HO  oH

la niacina (vitamina B3), la cual proviene del triptéfano.

La carencia de niacina origina la pelagra, una enfermedad Figura 1. Estructura quimica de NAD+ (7)
caracterizada por producir diarrea, dermatitis y demencia

(8-10).

NAD* es una molécula que se halla en todas las células vivas e interviene en maltiples
funciones, tanto como coenzima, como cosustrato. La importancia de NAD* ha ido aumentando
con el tiempo. Antes, se le consideraba importante principalmente por su funcion como
coenzima en reacciones de oxido-reduccion, como molécula transportadora de electrones para
los procesos metabdlicos como el ciclo de Krebs, la glicolisis, la -oxidacion de &cidos grasos
y la fosforilacién oxidativa. NAD*, actla como indicador del estado energético celular, sus
niveles aumentan en respuesta a ejercicio, ayuno y restriccion calérica, convirtiéndole en una
molécula clave para la modulacion del metabolismo ante estos estimulos (6).

Actualmente, su importancia se ha expandido méas alld de ser un intermedio clave en el
metabolismo; se le considera un regulador esencial en maltiples vias de sefializacion celular (6,
11). Es sustrato de tres familias distintas de enzimas: poli (ADP-ribosa) polimerasas (PARP),
ADP-ribosil ciclasas (CD38 / CD157) y sirtuinas (SIRT) (3). Las enzimas miembros de las
familias PARP y SIRT requieren NAD™ para mantener la integridad gendmica, la mejora de la
eficiencia metabolica, la biogénesis mitocondrial y la extension de la vida util (12). CD38 lo
usa para la generacion de segundos mensajeros. Ademas de los ya mencionados, estas enzimas
hacen a NAD" participe de procesos tan importantes como la reparacion del ADN, el
mantenimiento de la cromatina, y las modificaciones epigenéticas (13). Otros procesos en los
que interviene, abarcan la division celular, la inflamacion y la respuesta inmunitaria, y el control
de la ritmicidad circadiana. Con el reloj biolégico forma un bucle. Este regula la sintesis de
NAD?, y a su vez, las concentraciones de NAD™ regulan la actividad del reloj (2).
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Por su amplia intervencién en multiples procesos, relacionados tanto con las disfunciones del
metabolismo como con el envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad, su
estudio resulta crucial (11).

Papel como transportador de electrones y formas redox.

Los nucleétidos de nicotinamida, NAD* y NADP™, acttan

como transportadores de electrones. Tanto NAD* como RiboCF Ribo~ 0P
NADP™ actlian como coenzimas para reacciones de 6xido- i &
reduccion catalizadas por deshidrogenasas en las que se | - Reduccién Q\(
eliminan dos &tomos de hidrogeno de un sustrato g o e 0
oxidable, captando las coenzimas, en el anillo de R

H NH, H H NH,

nicotinamida, un ion hidruro (dos electrones y un proton)

a partir del sustrato oxidable (8, 10, 14). NADP* es el NAD'+H'+2e- —> NADH

fosfato del dinucleotido de nicotinamida y adenina, es un

analogo proximo de NAD*, tiene su misma estructura, Figura2. NAD" (forma oxidada)y NADH
‘L e . (forma reducida) (9)

pero con un grupo fosfato adicional esterificado al azucar

del nucle6tido de adenina (8, 10).

Las funciones metabélicas de NAD" y NADP* demandan que sufran reduccién reversible, de

forma tal que puedan aceptar electrones, transformarse en sus formas reducidas NADH y

NADPH, pasarlos a otros transportadores y ser regenerados a sus formas oxidadas para seguir

participando en reacciones de oxidacion-reduccion (14) (Figura 2 (9)).

Papel en el metabolismo redox

Tanto NAD* y NADP*, como NADH y NADPH, desempefian funciones como intermediarios
metabolicos (10). Juegan un papel clave en la regulacion de la produccion de energia vy el
metabolismo (15). NAD* y NADP* tienen la misma funcién actuar como transportadores de
electrones, sin embargo, su distincion, es que llevan a cabo esta funcion en diferentes puntos
del metabolismo: el NAD* ayuda a catalizar las reacciones implicadas en el catabolismo
aceptando electrones de las moléculas que se oxidan, mientras que la forma reducida del
NADP*, el NADPH actla en las reacciones anabélicas donando los electrones a las moléculas
que se van a sintetizar. En la célula la relacion NAD*/NADH es muy alta y por el contrario
NADP*/NADPH es muy baja. De esta forma esta garantizada la disponibilidad de NAD™ para
las vias catabolicas y la de NADPH para las anabdlicas. Es debido a esto, que entre las demas
formas de los nucleétidos de adenina, NAD™ es el intermediario metab6lico por excelencia en
la produccion de energia, y en el mantenimiento de la funcion celular (10). La cantidad
citosdlica y mitocondrial de NAD* modula la actividad de las vias metabdlicas especificas de
los compartimentos. NAD™ interviene, entre otros, en la glucolisis, la B-oxidacion de &cidos
grasos, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa. Gracias a NAD", se produce trifosfato de
adenosina (ATP) (6, 12).

Estado redox

La proporcién NAD*/NADH es un indicador del estado energético celular (estado redox). En
condiciones de hipoxia, el NADH se acumula, ya que menos cantidad de NADH es oxidado a
NAD*. Como el estado redox de la mitocondria refleja el estado energético celular, el cociente
NAD*/NADH se considera un indicador directo de produccién de ATP en las células y puede
medirse a través de espectrofotometria fluorescente debido a que NADH (pero no NAD™), emite
una fluorescencia azul cuando es iluminado con luz ultravioleta. Asi la medicion de la
fluorescencia del NADH mitocondrial puede utilizarse como una medicion directa del estado
bioenergético tisular (16). Los cambios en la proporcion NAD*/NADH en la célula, controlan
el sentido de vias metabdlicas y la actividad sus enzimas (9).
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Niveles celulares de NAD*

NAD* es muy abundante en el cuerpo humano. Esté presente en unos tres gramos por persona
(13). Un estudio observé que la concentracion intracelular de NAD™ puede ser de hasta 800
mM en levadura, 100-400 mM en un modelo in vitro de células humanas, y aproximadamente
0.2 mmol/kg en masculo de raton (11). Este dinucleotido no solo se halla en el citoplasma, sino
también dentro de los principales organulos, incluidos el nucleo, la mitocondria, el aparato de
Golgi y los peroxisomas. Estos compartimentos no tienen niveles equitativos de NAD™ (13). Se
cree que la compartimentacién subcelular de NAD™ juega un papel critico en la regulacion del
metabolismo. A medida que disminuyen los niveles totales de NAD, los distintos depdsitos
subcelulares pueden influir en qué procesos bioquimicos dependientes del consumo de NAD*
se producen, y por lo tanto afectara a las otras vias metabolicas que de él dependan. Se ha
cuantificado que en la mitocondria, la concentracion de NAD™ siempre es mayor que en los
demas compartimentos, incluido el citosolico, para mantener una funcién redox 6ptima (17).
Esto se consigue porque las reservas nucleares y citoplasmaticas de NAD* son intercambiables,
mientras que las mitocondriales estan relativamente aisladas. Consecuentemente, los tejidos
metabdlicamente mas activos, presentan mayores concentraciones del dinucleétido. Se estan
desarrollando nuevas técnicas para poder medir los niveles de NAD™. Biosensores fluorescentes
codificados genéticamente, como SoNar y un biosensor con un dominio de unién a NAD®,
permiten obtener imagenes de los niveles relativos de NAD™ en los compartimentos (11). Con
respecto a su cuantificacion extracelular, recientemente, en un estudio se determino la presencia
de metabolitos NAD" en muestras humanas clinicamente relevantes, como plasma, liquido
cefalorraquideo y eritrocitos. Ademas, también incluyeron musculo esquelético de primates.
Por primera vez se hallaron los metabolitos de NAD™ en el liquido cefalorraquideo humano
(18). Avances recientes en métodos de rastreo de alta resolucion y alta sensibilidad para los
metabolitos de NAD*, como mitoPARP, PARAPLAY y Apollo-NADP* revelaron que la
concentracion y distribucién de NAD™ y sus metabolitos cambian en respuesta a diferentes
factores (13).

El ejercicio y el tipo de dieta pueden modificar la concentracion de NAD™ en varios tejidos.
Multitud de estudios han demostrado que se puede cambiar la concentracion de NAD* con un
aumento de ejercicio de intensidad moderada, tanto en ratones como en humanos. Ademas,
mientras que una ingesta diaria contundente en grasas disminuye el NAD™, el ejercicio y la
restriccion calérica pueden aumentar el NAD™ en el masculo e higado de ratones obesos y de
edad avanzada. Se demostré que 6 semanas de ejercicio mejoran la tolerancia a la glucosa y
aumentan el NAD* muscular en un modelo de ratén de obesidad inducida por una dieta alta en
grasas (HFD) (11). También se esta estudiando como cambian los niveles de NAD™ tanto en el
dia a dia (oscilaciones circadianas), como con la edad. Estudios en ratones y humanos, estan
demostrando que la edad es un factor decisivo en los niveles de NAD™ circulantes.

Por lo tanto, los niveles de NAD™ ademas de estar regulados por muchas actividades celulares
como el metabolismo redox, la transcripcion, y la sefializacion, también pueden verse
significativamente influenciados por el ejercicio, la dieta, el estado metabdlico, la edad y otras
facetas de la salud relevantes (11). Los mecanismos por los cuales estos factores varian las
concentraciones de NAD+, se deben a modificaciones en la sintesis y degradacion del
dinucleotido.

5.2. EL METABOLISMO DE NAD"

En las reacciones redox, el cambio entre las formas oxidadas (NAD™) y reducidas (NADH), no
reduce los niveles generales del dinucleotido ya que es un proceso reversible, sin embargo, en
nuestro organismo hay una elevada exigencia de NAD". Esto se debe al constante consumo de
la coenzima por las enzimas que la usan como sustrato y la degradan. NAD" se encuentra
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constantemente sintetizandose, degradandose y reciclandose (13). Por ello, es imprescindible
una correcta armonia entre su sintesis, su degradacion y su reciclaje, para que los niveles de
NAD™ se mantengan estables (19).

Biosintesis de NAD™*

La sintesis de NAD™ abarca la via de novo, la via de Preiss-Handler y via de rescate (via de
recuperacion de los precursores), con algunas diferencias entre los organismos inferiores y los
mamiferos (20). En mamiferos, NAD* se puede sintetizar desde triptéfano por la via de novo,
de &cido nicotinico (NA) por la via de_Preiss-Handler, y de nicotinamida (NAM) y de ribésido
de nicotinamida (NR) por la via de rescate (20) (Figura 3 (21)).

La via de novo convierte el aminoacido
triptéfano de la dieta en &cido quinolinico

Preiss-Handler Pathway Salvage Pathway

(QA) através de multiples pasos enzimaticos

Nicotinic acid

en la ruta de la Kinurenina (13, 19), para (M rbosice P
sintetizar el mononucledtido de &cido - o @,
nicotinico (NaMN) (19). La via Preiss- e ficotinic acd N
Handler comienza con NA convirtiéndose a ocomssian) ML ginucotde
NaMN a través de la enzima 4cido = — . ‘
fosforibosiltransferasa de &cido nicotinico TOAPRT -~ | (I,
(NARPT). Un reciente trabajo en células de A 1 )
mamiferos ha demostrado que otro \ ") —_—
metabolito, el ribésido de acido nicotinico 2 st ononuceaty
(NaR) puede incorporarse en la via de Preiss- I .

| NRK

Handler, para formar NaMN a través de la
nicotinamida ribosido quinasa (NRK) (21).
Posteriormente, ambas vias coinciden para

Nicotinamide'
riboside
(NR)

de novo Pathway

seguir un camino comun: NaMN se
convierte en dinucledtido de adenina de acido  Figura 3. Metabolismo de NAD: Rutas biosintéticas (21)
nicotinico (NaAD) a través del conjunto de

enzimas mononucleédtido de nicotinamida adeniltransferasa (NMNAT). Finalmente, NAD * se
amida mediante la NAD* sintasa (19, 21). La via de rescate es la principal en mamiferos para
la biosintesis de NAD+. La nicotinamida (NAM) se convierte en NMN, mediante la
nicotinamida fosforibosiltransferasa (NAMPT), que es la enzima limitante de la velocidad en
esta via. NAMPT juega un papel critico en la regulaciéon de los niveles celulares de NAD™.
NMN se convierte inmediatamente en NAD™ por las adeniltransferasas de NMN (NMNAT)
(19). NR necesita convertirse en NMN mediante nicotinamida ribosa quinasas (NKR),
concretamente NRK1 y NRK2, que fosforilan NR (6, 19). Mdltiples enzimas rompen NAD™ en
NAM y ADP-ribosa, y se recupera la NAM (20). Una parte de la NAM resultante se convierte
en 1-metilnicotinamida por la enzima nicotinamida-N-metiltransferasa (NNMT), para su
excrecion via renal (20, 22). La via de recuperacion se da en varios compartimentos celulares,
incluidos el nucleo y las mitocondrias. Los precursores se encuentran en el medio extracelular
y pasan a traves de la membrana plasmatica al interior de la célula, donde se utilizan (13). La
utilizacion de una via u otra depende del tejido, ya que dependen de la expresion de las enzimas
marcapaso en los diferentes tejidos (6). Mientras la sintesis de novo se da en la placenta, el
pulmdn y en células del sistema inmune en respuesta a estimulos inflamatorios, la via de rescate
opera en la mayoria de los tejidos, siendo la principal fuente de NAD" de la célula (6).

El mantenimiento de una correcta biosintesis de NAD* es primordial para la supervivencia y la
funcion celular. El descarrilamiento de la homeostasis normal de NAD™ afecta no solo al
conjunto de NAD*/NADH requerido para las reacciones redox, sino también a las actividades
de las enzimas dependientes de NAD* para funciones celulares cruciales (19).
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Degradacion: Enzimas consumidoras de NAD*

Las enzimas de las reacciones redox no consumen NAD?, solo lo catalizan su oxidacion y
reduccion reversible. En contraste, las enzimas consumidoras de NAD", lo usan como
cosustrato y conducen a su degradacion (3). Intervienen en diferentes de procesos de
sefializacion para la regulacion de practicamente todas las actividades celulares, y a causa de
ello, NAD+ se degrada en grandes cantidades (22).

En mamiferos, tres familias distintas de enzimas consumen NAD* como sustrato (Figura 4
(11)): polimerasas de poli (ADP-ribosa) (PARP), ADP-ribosil ciclasas (CADPRS) y sirtuinas
(SIRT)(3). El consumo, implican la escision de NAD™ en el enlace glucosidico entre la NAM
y la ADP-ribosa (20). Estas enzimas usan la ADP-ribosa en sus mecanismos de accion y la
NAM se libera para ser incorporada a la via de rescate para la biosintesis de NAD™,
La enzima NNMT que metila NAM, utilizando S-adenosil metionina

(SAM) como donante de grupos metilo, esto saca a NAM del reciclaje, por orey
lo que afecta los niveles de NAD+ de forma indirecta (11). NAD® o

ADPR

cADPR

Figura 4. Mecanismo de accion de las enzimas que degradan NAD* (11) NAM

Las ADP-ribosa sintasas ciclicas (CADPRS) CD38y CD157, hidrolizan NAD* a NAM,y £
producen ADP-ribosa ciclica; Ademés, CD38 puede degradar NMN a NAM, eliminando | NAD* @ NAM
NMN de la sintesis de NAD™. (3, 11, 20). Las polimerasas de poli (ADP-ribosa) (PARP),
especialmente PARP1 y PARP2, usan NAD* como co-sustrato para catalizar la adicion
de ADP-ribosa a una proteina aceptora para formar polimeros de poli (ADP-ribosa), con
extension y ramificacion de la cadena, y generando NAM como un subproducto (3, 11,
20).Las sirtuinas (SIRT) son desacetilasas. Escinden NAD* para catalizar la eliminacion w
de grupos acetilo o acilo de las lisinas de las proteinas sustrato de las sirtuinas, tras la | NAD* ?.;u\, NAM|
hidrolisis del enlace amida, transfiriendo el grupo acetilo a la ribosa del NAD+ (20), | 5.

generando como subproductos: sustrato con lisina desacetilada, NAM, y 2’-O-acetil-  [substrate Substrate|
ADP-ribosa (3, 11, 20). Y Ac )

Substrate PARylated
substrate

El uso de NAD+ por parte de estas enzimas conlleva que se puedan llevar a cabo multitud de
funciones imprescindibles para nuestro organismo:

I.  ADP ribosil ciclasas (CADPRS): CD38 y CD157

Esta familia de enzimas, esta formada por CD38 y CD157. Son glicoproteinas transmembrana,
localizadas tanto en la membrana plasmatica como las membranas de los organulos
intracelulares, incluidas las mitocondrias, el nicleo y el reticulo endoplasmatico (11). Se
encuentran distribuidas en varios tipos celulares, incluyendo casi todas las células del sistema
inmune, y esta altamente expresado en neuronas y astrocitos. Aparece en tejidos como el
cerebro, musculo cardiaco, higado y pancreas (3, 23). Son enzimas multifuncionales (24).
Desempefian un papel clave en varios procesos fisiolégicos como la respuesta inmune, la
inflamacion, el cancer y las enfermedades metabdlicas (3, 25). Catalizan la produccién de
varios segundos mensajeros, como CADPR. Por su funcion como cADPRS, catalizan la
ciclacion de la ADP-ribosa. Los segundos mensajeros actan en multitud de procesos, como
por ejemplo, la movilizacién de calcio intracelular (3). Es en su dominio extracelular, donde las
cADPRS funcionan como NADasas, hidrolizando NAD" a NAM (11).

De las dos cCADPRS, CD38 es la mas importante ya que su principal actividad enzimatica es la
hidrélisis de NAD™ en los tejidos de mamiferos (3, 25, 26), y degrada gran parte del NAD*
total. (11, 27). Ademas, metaboliza el precursor de NAD*, NMN in vivo, lo que también afecta
a los niveles de NAD" (11). Al estar presente tanto en la membrana externa como en las
internas, podria ser un regulador de los grupos intracelulares de NAD™, y por tanto, de las vias
metabolicas (3).

CD157 también produce cADPR, sin embargo, su capacidad para degradar el NAD" es mas
baja, y sus funciones quedan mas vinculadas a la respuesta inmune (3).
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Il.  Polimerasas de poli (ADP-ribosa): PARP

En humanos, las proteinas PARP son un conjunto de 17 enzimas localizadas en todos los
tejidos. PARP1 y PARP2 representan la mayoria de la actividad basal de PARP en la célula (3).
Las PARP hidrolizan NAD™ y transfieren el resto ADP-ribosa a la cadena lateral de un
aminoécido de una proteina que se pretende modificar (15). Cuando las PARP transfieren
multiples restos ADP-ribosa a una proteina, conducen a la formacion de polimeros de poli
(ADP-ribosa) (3). Con ello, se dice que las PARP, “poli ADP-ribosilan” proteinas (15). La poli
ADP ribosilacién es una importante modificacion postraduccional de proteinas que afecta la
reparacion del ADN y la regulacion epigenética (11). Por lo tanto, las PARP al consumir NAD?,
dirigen la reparacion del dafio del ADN, controlan la estructura de la cromatina, y realizan
modificaciones epigenéticas para modular a la expresion de genes (15). Por consiguiente,
intervienen en la tumorigénesis, la diferenciacion celular, el metabolismo, la
neurodegeneracion, y el envejecimiento (3, 11).

La activacion de PARP1 es una parte integral de la respuesta celular al dafio del ADN inducido
por el estrés oxidativo. La sobreactivacion de PARP1 conduce a una disminucion catastréfica
enel NAD" citos6lico, lo que lleva a la inhibicién glucolitica directa, la disfuncién mitocondrial
y la muerte celular (3).

IIl.  Sirtuinas: SIRT

Las sirtuinas son desacetilasas Brain/CNS

dependientes de NAD* con multitud de P o

funciones: regulan la expresion génica 5o i ) ?Mi i
(accidn epigenetica), y con ello intervienen “ {:E KR

en la regulacion del metabolismo y del X 4
LT .. /
envejecimiento,  participan en la oo/ . "

homeostasis mitocondrial, la resistencia al N AT #Foy acd oxidaton
3 - - - - . PGC-1a ¢ Gluconeogenesis

estrés oxidativo, el mantenimiento del NAD> ,_E,°—vmu ?

ADN (3, 15), la regeneracion celular y la ’ " poaRy

modulacion de diferentes enzimas (28), L N war

entre otras... Evitando la oo berd thyopenests

neurodegeneracion, la pérdida de células \

madre y la disfuncion mitocondrial (11),

para aumentar la vida atil. Hay siete ® iy T

sirtuinas de mamiferos (SIRT1-7) con rymappegeo

Fatty acid oxidation

localizacion, actividad enzimatica vy
sustratos diferentes (3). Se aumenta Su Figura 5. Funciones de SIRTL. La activacion de SIRT1
expresién con restriccion de calorias y promueve la supervivencia de las neuronas y de los
desciende con una dieta alta en grasas y cardiomiocitos. En el higado, promueve la f-oxidaciony la

. .. gluconeogénesis durante el ayuno. En el tejido adiposo
durante la vejez (29). SIRT1 es la mas blanco (WAT), disminuye el acumulo de triglicéridos al

implicada en el metabolismo y en el reprimir PPARy. En pdncreas, promueve la secrecion de
deterioro fisiolégico, seguida de SIRT3 y insulina y la supervivencia de las células f-pancreaticas. En
SIRT6 (30). La proteina SIRT1 induce el misculo esquelético, promueve la  biogeénesis
cambios en una variedad de sustratos y es Mitocondrial (31 modificado).

una pieza clave para regular el metabolismo energético (2) (Figura 5 (31)). Ademés de
funcionar como un modificador epigenético por su actividad histona desacetilasa, también
regula la transcripcién mediante la desacetilacion de varios factores de transcripcion, lo cual la
implica en multitud de funciones. La activacion de SIRT1, propicia la accion del coactivador
gamma del receptor activado por proliferador de peroxisoma la (PGC-1a), y de la proteina de
caja de horquilla O1 (FOXO01), lo que produce aumento de la biogénesis mitocondrial, del
metabolismo oxidativo y de las vias de defensa antioxidante. La disfuncion mitocondrial es una
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marca inequivoca tanto para el envejecimiento y las enfermedades asociadas a este, como para
las alteraciones metabdlicas. La investigacion en la modulacion de SIRT1 podria ofrecer una
alternativa terapéutica en la busqueda de la mejora de estas enfermedades (2, 29, 30, 32).

Los niveles de NAD™ oscilan de manera , Mitochondrial
circadiana, vinculandose al reloj QY —  enzymes
bioldgico por mecanismos epigenéticos
a través de SIRT1 (32). Las SIRT
regulan los genes implicados en el reloj
circadiano, y por tanto influyen sobre el
reloj biolégico. Ademas, SIRT1 esta
implicada en esta regulacion en un

Circadian

IRT \ SIRT6-regulated 4

S < _ circadian genes > metabolic
CLOCK

tput
BMAL1 s

SIRT1 < - \ SIRT1-regulated

o circadian genes

N TN

bucle en el que intervienen los niveles e

de NAD" (Figura 6 (30)): mediante la )
desacetilacion de PGC-1a, amplifica la NAMPT
expresion de los factores de . /
transcripcion circadianos BMAL y NAD

CLOCK (20). La via biosintética de Figura 6.Regulacion circadiana del metabolismo de NAD+ por
NAD* mediada por NAMPT, tiene la Sirtuinasy NAMPT (30).

caracteristica de que la transcripcion del gen NAMPT esta mediada por los factores clave de la
transcripcion circadiana CLOCK / BMAL (30). Recordando que al ser las sirtuinas enzimas
dependientes de NAD?, los niveles de NAD* regulan su actividad (29). Por lo tanto, SIRT1 y
NAMPT comprenden un circuito de retroalimentacion reguladora circadiana, que produce la
oscilacion diaria de los niveles de NAD™ (2, 30).

SIRT6, esta vinculada al envejecimiento mediante la regulacion de la estabilidad de los
telomeros y la inflamacion. La desacetilacion de la histona H3K9 parece ser la modificacion
que conecta la actividad SIRT6 con estas vias de envejecimiento. SIRT 3 es la principal proteina
desacetilasa mitocondrial: aumenta la actividad de las enzimas mitocondriales clave
involucradas en la proteccion contra el estrés oxidativo y envias metabdlicas intermedias (32).
Las sirtuinas tienen un papel de mejora de la salud general. Muchas investigaciones usando una
mutacion de ganancia de la funcidn sirtuina, han demostrado que estas enzimas promueven la
longevidad en levaduras, gusanos, moscas y ratones, y pueden paliar muchas enfermedades
asociadas al envejecimiento en modelos murinos, como diabetes tipo 2, cancer, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y enfermedades proinflamatorias (20). Al
aumentar la sensibilidad a la insulina hepatica, la tolerancia a la glucosa hepatica y la
respiracion mitocondrial, producen una mayor eficiencia metabdlica general, un incremento en
la esperanza de vida, y un envejecimiento saludable (2, 29).

Relacion entre las enzimas de consumo de NAD*

Estas enzimas no actdan de forma independiente unas de otras, sino que hay conexiones entre
sus procesos celulares, tanto de forma sinérgica como antagdnica. Todas estas enzimas usan
NAD? por lo que una variacién en sus niveles afecta a todas ellas. La hiperactividad de una de
las enzimas puede limitar las actividades de las otras y, por el contrario, la inhibicién de una
puede aumentar el NAD+ total para las otras (11). Si hay un gran dafio en el ADN y PARP se
sobreactiva para repararlo, NAD™ seria usado en exceso y provocaria un descenso del NAD*
disponible, lo que dificulta su uso por las sirtuinas, disminuyendo sus funciones (15). Por otra
parte, PARP1 mantiene controlado DBC1, que es un conocido inhibidor de SIRT1. Si NAD"*
disminuye, el control de PARP1 sobre DBC1 se reduce, y las funciones de SIRT quedan
inhibidas (15). SIRT1 también inhibe PARP1 a través de la desacetilacion y a nivel
transcripcional (32). Los cambios en CD38 también afectan a las demas enzimas que degradan
NAD?, al ser la principal NADasa en tejido (11).
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5.3. DISFUNCION EN EL METABOLISMO DEL NAD*

Disminucién de NAD"

Las concentraciones celulares de NAD™ cambian bajo diversas condiciones y fluctian de
manera circadiana. Aumentan en respuesta a cargas de energia bajas, como el ayuno, la
privacion de hidratos de carbono, la restriccion calorica y el ejercicio, y disminuyen con dietas
elevadas en grasas, en alteraciones metabodlicas, y en el envejecimiento y la senescencia. El
hecho de que las concentraciones de NAD* aumenten en condiciones que aumentan la vida Gtil
o la salud y disminuyen en condiciones que disminuyen la vida util o la salud, respalda que la
disfuncién del metabolismo de NAD™ se relaciona con un estado metab6lico no saludable, no
optimo, o deteriorado (32).

En un estudio se analizaron muestras de sangre humanas para comprobar la variacién de los
metabolitos con la edad. Se observé que los metabolitos que decrecen de forma significativa en
los ancianos incluyen antioxidantes, compuestos involucrados con el ejercicio fisico, como
compuestos que apoyan el refuerzo y el mantenimiento muscular, y metabolitos redox,
incluyendo NAD*. Tomando los datos de este estudio se dedujo que los compuestos de
mantenimiento celular disminuyen con la edad (33).

En 2019, se llevo un estudio en el que se cuantificaron los cambios en los niveles de NAD* en
muestras de plasma recolectadas de sujetos humanos sanos en un amplio rango de edad (20-87
afios). Los datos mostraron una abrupta disminucion en los niveles plasmaticos de NAD* con
la edad. Los sujetos de edad avanzada (60-87 afios) tenian niveles significativamente mas bajos
en comparacion con los de mediana edad (40-60 afios), y estos a su vez son mas bajos que los
de los mas jovenes (20-40 afios). Se ha demostrado que una proporcién baja de NAD*/NADH
estd asociada con el envejecimiento muscular y una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo.
Estos datos sugieren que las alteraciones relacionadas con la edad estan asociadas con
alteraciones en el metabolismo de NAD* (27).

En otro estudio, se analizaron los cambios en los niveles de NAD* en diferentes tejidos
metabolicos, para dos variables, envejecimiento y obesidad. En higado humano se observo la
disminucidn de estos niveles en individuos de 60 0 mas afios con respecto a individuos de 450
menos. En ratones se encontraron disminuciones en animales de 24 meses frente a 3-6 meses
de edad, tanto en higado, como en musculo esquelético y tejido adiposo. Estas disminuciones
también se encontraron en humanos y animales obesos, frente a los no obesos, sin la variable
edad (34).

La disminucion constante de NAD* ocurre como parte del proceso de envejecimiento, la
disfuncién metabolica y las enfermedades relacionadas con la edad en muchas especies, desde
la levadura hasta los humanos (3, 13, 15, 19, 35). Se ha observado que, en ratones, varios tejidos
y 6rganos muestran disminuciones en los niveles de NAD * con la edad, causando disfunciones
metabolicas, enfermedades cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos, inflamacion
cronica y cancer (31). La simultaneidad de la disminucién de la biosintesis de NAD" vy el
aumento del su consumo, agrava su agotamiento. Cudl contribuye mas a su disminucion
depende de la especie, los tejidos y los tipos de células (19).

El envejecimiento y NAD*

El envejecimiento implica multitud de cambios morfoldgicos y fisiol6gicos en todos los tejidos,
y su estudio esclarece las diferencias fisiopatologicas entre los ancianos y el resto de la
poblacién adulta (36). Sabiendo que el NAD" disminuye de forma constante en el
envejecimiento, hay una necesidad de comprender cudles son las consecuencias de esta
disminucion en la disfuncién celular durante el envejecimiento (37).
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las funciones de estas encimas afecta
a la susceptibilidad de los 6rganos al
deterioro y genera problemas como
(37) (Figura 7 (13)) : pérdida auditiva; problemas oculares como degeneracion de la retina
asociada a la edad, inducida por luz o retinopatia diabética, puesto que se ha descubierto la
importancia de SIRT3 y SIRTS5 en la supervivencia de los fotorreceptores retinianos (19) ;
declive cognitivo y enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, enfermedad en la
que se ha encontrado un patron claro de descenso de actividad SIRT1 (19); depresion,
relacionada tanto con SIRT1 como con SIRT2 (19); disfuncion muscular y perdida de la
capacidad de movilidad; lesion renal; descontrol de la respuesta inflamatoria e inmune
generando problemas articulares como la artritis y otros problemas autoinmunitarios (13);
enfermedad cardiovascular y arterosclerosis por desregulacion de los lipidos en sangre, ya que
la disminucién de SIRT1 evoca lipolisis en tejido adiposo; varios tipos de cancer directamente
relacionado con las PARP por su influencia en el mantenimiento del material genético y la
desregulacion de los factores de transcripcion; alteraciones metabdlicas por disfuncion
mitocondrial, la consecuencia inmediata de la inhibicion de las sirtuinas, que incluye entre otros
problemas, diabetes tipo dos, por pérdida de la homeostasis de la glucosa y desensibilizacion a
la insulina, obesidad, involucrada con la inflamacion cronica, y enfermedad del higado graso
no alcohdlico, ya que se ha observado que estos enfermos, tienen un descenso en SIRTL, 3,5y
6 (13, 19).

Por otro lado, las sefias de identidad asociadas al envejecimiento también pueden estar
reguladas por el metabolismo del NAD*. Un estudio recoge las evidencias que se conocen hasta
ahora sobre la relacién entre ambos (11, 38):

- Inestabilidad gendmica: la acumulacion de dafio en el ADN puede contribuir al
envejecimiento, posiblemente debido a reparacidon deteriorada del ADN. En este punto
PARP puede jugar un papel clave (11, 38).

- Desgaste de telémeros: no hay estudios disponible de la relacion con NAD* (11, 38)

- Alteraciones epigenéticas: tanto SIRT como PARP tienen acciones epigenéticas (32, 38).

- Agotamiento de células madre: varios estudios indican que la restauracion de los niveles de
NAD?* previno la senescencia de células madre en ratones (11, 38).

- Pérdida de proteostasis: con la edad se pierde en mantenimiento de la estabilidad para
mantener un correcto plegamiento en las proteinas. EI aumento de NAD®, activd la
respuesta de la proteina desplegada, activdo FOXO1 vy se transcribieron factores para las
defensas antioxidantes en levaduras, gusanos y ratones, prolongando la vida util y la salud
(11, 38).

Figura 7. Consecuencias de la disminucion de NAD™ (13)
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- Disfuncion mitocondrial: La abundancia y la calidad mitocondrial son fundamentales para
la salud, y la disfuncion mitocondrial es un sello distintivo del envejecimiento, detectado
en un amplio espectro de enfermedades asociadas a la edad. A través de las sirtuinas, NAD*
previene la disfuncion mitocondrial, mejora la biogénesis y promueve la mitofagia. (11, 38,
39).

- Sensibilidad a la deteccion de nutrientes desregulada: las sirtuinas detectan el crecimiento
de las concentraciones de NAD" en situaciones de ayuno o deficiencia en nutrientes. En los
ancianos, los infimos niveles del dinucle6tido provocan que los efectos beneficiosos en la
salud por restriccion de calorias desaparezcan, por inhibicion de SIRT1y SIRT3 (11, 38).

- Senescencia celular: las celulas senescentes se manifiestan en los tejidos con el paso de los
afios. En estos tejidos envejecidos, se ha demostrado una reduccion en la cantidad de NAD™,
lo que ha mostrado una relacién entre el metabolismo deficiente de NAD™ y la senescencia
(11, 27, 33, 38).

- Autofagia comprometida: Es una marca clara de envejecimiento. La induccion de autofagia
puede retrasar el deterioro en la vejez y la progresion de enfermedades relacionadas con la
edad. El aumento de NAD", mejor6 la autofagia en el epitelio pigmentario de la retina.
NAD™ indujo la autofagia en células senescentes (11, 38).

- Comunicacion celular alterada: en el

envejec imiento se prOd uce a Nucleus ® (con:ﬂ"é’;ﬂzﬂ? :ging)
inflamacion cronica que afecta a la ¢, —
comunicacién celular (38). SIRT1, e ShI!
media los cambios en la expresion de S'RT‘\/“”;,‘”;;;QM ( = )

genes inflamatorios relacionados con
la edad. Por otra parte, el aumento de
actividad  SIRT1, retrasa la
degeneracion del axon, y mejora la
comunicacion neuronal (40). En
referencia  a la  comunicacion
intracelular, varios estudios
demostraron que una disminucion en
NAD" con la edad interrumpi6 la
comunicacion mitocondria-nucleo por
inactivacion de SIRT1, precipitando
las primeras etapas de la disfuncion
mitocondrial asociada al
envejecimiento en el mdsculo
esquelético (21, 30) (Figura 8-a (30)).
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Figura 8. a. comunicacion nucleo-mitocondria alterada.
b. comunicacién hipotalamo-tejido adiposo alterada (30).
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Ademas se produce una comunicacion alterada entre tejidos. La desconexion de la
comunicacion entre tejidos, como el hipotalamo y el tejido adiposo, esta mediada por las
isoformas de NAMPT, NAD" y SIRT1 (30)(Figura 8-b (30)).

Posibles mecanismos de la disminucién de NAD*

La acumulacién cronica de dafios a lo largo de la vida representa el fenotipo principal asociado
al deterioro fisiolégico (41). En particular, el estrés oxidativo (42), la inflamacién cronica, los
radicales libres de oxigeno, y la desregulacion del ritmo circadiano, pueden jugar un papel clave
en la disfuncion mitocondrial y la alteracidn de la biogénesis, que se cree que son los principales
problemas originados por la disminucién de NAD™ (37, 43, 44). Por lo tanto, esta reduccion en
los niveles de NAD™ tiene un papel crucial en el desarrollo de la disfuncién metabélica y las
fisiopatologias asociadas a la edad (19, 37).

-12 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.
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oxidativo, el dafio al ADN, el deterioro de la

ritmicidad circadiana, la senescencia y la sasamients
inflamacidn crénica, conducen a la disminucién de E fp—
NAD*, y esto a su vez genera la disfuncion metabolicas

metabolica que interviene en el envejecimiento y
que empeora los procesos que causaron la reduccion
de NAD* (37) (Figura 9).

Para explicar la deplecién de NAD*, se proponen algunos mecanismos:

Figura 9. Posibles mecanismos de
disminucion de NAD*

A. Deterioro de la biosintesis de NAD®. Via de rescate deficiente.

Se ha comprobado que la expresion de NAMPT se reduce con la edad y en las alteraciones
metabolicas tanto en los niveles de ARN mensajero como de proteina, en una variedad de
tejidos, como pancreas, tejido adiposo blanco y musculo esquelético (40, 45, 46). Esto puede
deberse a la regulacion defectuosa del ritmo circadiano (20, 30, 32), ya que la transcripcion del
gen NAMPT esta mediada por los factores clave de la transcripcion circadiana CLOCK/BMAL
(30), o por el estrés oxidativo y la inflamacion crénica asociada al envejecimiento (20, 32, 45),
ya que se ha sugerido que las citocinas inflamatorias disminuyen la expresion de NAMPT (30).
En un estudio se ha observado que ratones jovenes con deplecion inducida de NAMPT en
musculo, mostraron degeneracion en la fibra muscular y pérdida de masa, fuerza y resistencia,
mientras que la sobreexpresion de NAMPT aumentd los niveles de NAD* y mejoré la funcion
fisica de ratones envejecidos (11, 21). Por otra parte, se ha descubierto que las células beta
pancreaticas, expresan bajos niveles de proteina NAMPT en comparacién con otras celulas y
son particularmente vulnerable a la inhibicion de NAMPT(11).

B. Aumento de la degradacién

Otra causa de la disminucion de NAD" con la edad es el aumento de su consumo, de tal forma
que la sintesis queda superada por la alta demanda en la degradacion. En este posible
mecanismo quedan implicadas las enzimas dependientes de NAD*, PARP y CD38 (27). Una
hiperestimulacion de estas enzimas seria suficiente para disminuir el NAD* (32). Las sirtuinas
parecen tener un papel menor en la degradacion de NAD™, por lo que no se barajan como un
posible mecanismo (37).

B.1. Aumento del consumo por PARP

El dafio excesivo en el ADN, lleva a la hiperactivacion de PARP. Esto conduce a un elevado
gasto y posterior agotamiento de NAD™. La crisis energética resultante y la produccién reducida
de ATP pueden conducir a la muerte celular (42). Tras su medicion, la actividad de PARP fue
mayor en varios tejidos en ratas viejas en comparacion con animales jovenes. Y se ha
demostrado que esta actividad también aumenta con la edad en piel humana (27, 47). El dafio
al ADN que se acumula con la edad puede ser el responsable de la hiperactivacion de PARP, y
por tanto la disminucion de NAD™ que se da en el envejecimiento (19, 32, 47). La activacion
continua de PARP, al reducir el conjunto NAD" provoca la disminucion de la actividad de
SIRT1, lo que dificulta sus funciones y empeora el envejecimiento y la longevidad. Cuando
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PARP1 es eliminado, los niveles de NAD" y la actividad SIRT1 aumentan significativamente
(19). Se ha relacionado la hiperactividad de PARP1 con enfermedades degenerativas (47).

B.2. Aumento del consumo por CD38

CD38 se encarga de la mayor parte de la degradacién de NAD". Esta NADasa, ademas, puede
degradar los precursores NMN y NR (11, 19, 27). La expresion de CD38 y su actividad,
aumentan en maltiples tejidos y 6rganos a lo largo de la edad, lo que contribuye a la disminucién
de NAD" (19). Varios estudios sobre CD38 en los tejidos murinos sefialaron el aumento de
NAD* dependiente de la edad, y documentaron, usando ratones con deficiencia inducida de
CD38, que esta enzima es imprescindible para la deplecion de NAD™ (11). Los ratones que
carecen de CD38 mostraron mayores concentraciones de NAD™ en el cerebro, el higado y los
musculos (32). En estos ratones, a los 36 meses, se mantuvieron estables los niveles de NAD?,
la respiracion mitocondrial y las funciones metabdlicas (19). Estuvieron protegidos contra la
obesidad y el sindrome metabélico (25). Esto indica que el mantenimiento de los niveles del
dinucledtido por deficiencia de CD38 también presenta beneficios en las alteraciones
metabolicas. Es importante sefialar, que ademas mostraron una neuroproteccion significativa
en el cerebro a pesar de los altos niveles de poli-ADP-ribosilacion (PARP), lo que revela que
el NAD* disponible sin CD38, parece ser suficiente para permitir la actividad de Parpl, Sirtly
otras enzimas dependientes de NAD" (11). En
un estudio que analizé los niveles de expresion TAgins—>TCD38—>l NAD_,lMitochondria, SO
de las enzimas que consumen NAD™, se observo
que CD38 parece mas implicado en la 0
degradacién de NAD* que PARP1. Los niveles D CRBR/NMCo
de la NADasa aumentaron al menos 2-3 veces
durante el envejecimiento en todos los tejidos
analizados (25) (Figura 10 (25)).
Con respecto a por qué CD38 aumenta, se piensa
que la acumulacién continuada de estrés
oxidativo e inflamacion durante la edad
avanzada, provoca un aumento cronico en la
activacion inmune y en la produccion de
citoquinas. Al ser CD38 un receptor de células _
inmunes, esto impulsa de alguna forma no  F'9ura 10.La NADasa CD38 aumenta durante el

. . . envejecimiento, y causa la disminucion de NAD y
ano?'da_ su actividad y contribuye a la la disfuncion mitocondrial posterior (25).
disminucién de NAD* (42).

Relacién con las alteraciones metabdlicas

Activity/levels

Mitochondrial Function

Una disfuncion metabdlica implica la alteracién de una o mas vias bioquimicas que forman
parte de algun proceso fisiologico normal del organismo, y conduce a acumulacién de los
sustratos iniciales, deficiencia de los productos finales o desarrollo de rutas metabélicas
alternativas. Las alteraciones metabodlicas en las que NAD" toma importancia no son las de
origen genético, sino las adquiridas. Aquellas en las que el estilo de vida afecta a los patrones
epigenéticos de los genes implicados, y se modifican con el paso del tiempo (5).

La manipulacion genética de la sintesis de NAD™ o las enzimas que lo degradan, ha establecido
que la reduccion en los niveles de NAD" causa trastornos metabdlicos en ratones. Ademas, la
creciente evidencia ha demostrado que complementar con precursores de NAD* mejora varias
enfermedades metabdlicas. EI metabolismo NAD" se destaca como un objetivo terapéutico para
los trastornos metabdlicos, como la obesidad, la diabetes tipo dos, la dislipidemia y la
enfermedad del higado graso no alcohdlico (34, 45).
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El metabolismo de NAD™ tiene un efecto protector contra
diversas enfermedades metabdlicas a través de reacciones
redox, sirtuinas y PARP. NAD" media varias reacciones del
metabolismo redox: la glucdlisis, el ciclo TCA, la oxidacion
de &cidos grasos y la fosforilacién oxidativa. También al ser
sustrato para PARP y sirtuinas, regula varias vias bioldgicas
involucradas en metabolismo energético como es la
expresion génica asociada y la respuesta celular al estrés
(34). La activacion de SIRT1 pone en marcha a PGC-la y
FOXO1, por lo que juega un papel clave en la funcion
mitocondrial y sensibilidad a insulina (29) (Figura 11 (34)).
Varios estudios han demostrado que los niveles de NAD*
disminuyen un estado nutricional aberrante, como la
obesidad. La disminucion de los niveles de NAD™ suprime
las actividades de las enzimas del metabolismo redox, lo
que resulta en una menor produccion de ATP y las
actividades de las PARP vy las sirtuinas conduciendo a la
desregulacion del metabolismo energético. Por lo tanto, se

Nutritional elements

Tryptophan Niacin NMN NR

NAD

Redox/ 1 \

Raachions Sirtuins PARPs

NS

Energy metabolism
DNA repair, Gene expression

Cellular stress response

&

Metabolic Diseases
Obesity, Diabetes,
Dyslipidemia, NAFLD

sugiere prevenir la disminucion de NAD® como una -

estrategia prometedora para combatir los trastornos E}g‘;@%ﬁéﬁé‘g y alteraciones
metabolicos (34, 48) '

5.4. INTERVENCIONES PARA RESTAURAR LOS NIVELES DE NAD+

Como es logico, si la disminucién de NAD* origina procesos degenerativos y alteraciones
metabolicas, el objetivo terapéutico para contrarrestar estos efectos, es la busqueda de terapias
que aumenten de los niveles de NAD* o prevengan su bajada (3).

Han surgido dos estrategias principales: la inhibicién de las enzimas consumidoras de NAD*
(PARP1 y CD38) que se han sobreexpresado, y la suplementacion con precursores
biosintéticos. Estas dos estrategias conducen a una mayor disponibilidad de NAD*, lo que
permitiria su uso por las SIRT y las demas encimas para los procesos fisiologicos, y con ello
obtener los efectos beneficiosos sobre enfermedades asociadas a la edad (3).

La reduccion de NAD+ como el mecanismo central que puede conectar el envejecimiento con
sus patologias relacionadas, hace pensar en una forma de restaurar estos niveles para solucionar
el problema. El aumento en los niveles de NAD* garantizaria y mejoraria la calidad de la salud
durante el envejecimiento, al prevenir enfermedades relacionadas con la edad (4).

Inhibicion de PARP:

La terapia con inhibidores de PARP, seria til en aquellas situaciones en las que PARP aparece
sobreactivado y esto provoca bajos niveles de NAD*, como en los procesos neurodegenerativos.
En estos, las células estan expuestas a un mayor estrés oxidativo, y los PARP juegan un papel
central en la reparacion del dafio del ADN. Se han realizado diferentes estudios en modelos
animales, sobre todo con ratones modificados para la Enfermedad de Alzheimer y Parkinson, e
inhibicion de PARP1, y se han encontrado beneficios de la inhibicidn en estas enfermedades,
ya que se genera cierta neuroproteccion. Los inhibidores de PARP previenen la despolarizacion
de la membrana mitocondrial y la muerte neuronal en los cocultivos de astrocitos y neuronas
expuestos al B-amiloide. La regeneracion axonal mejora en neuronas de Caenorhabditis elegans
y cultivos neuronales de ganglios de la raiz dorsal de humanos (3). La inhibicion de PARP1
también puede ser un objetivo terapéutico en alteraciones metabdlicas, ya que se ha
comprobado que mejora estos trastornos a través de la activacion de SIRT1 (19).

- 15 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Inhibicién de CD38:

Al ser CD38 la mayor implicada en la degradacion de NAD™ con la edad, la bisqueda de
inhibidores seria de gran interés terapéutico. El inconveniente, es que dado que CD38 se
encuentra muy distribuida en diferentes tipos celulares, entre ellos sistema inmune y nervioso,
y desempefia un papel en muchos procesos bioldgicos complejos su inhibicién puede afectar a
los procesos fisiologicos normales y en especial a los neurodegenerativos, en formas dificiles
de predecir.

Se ha observado, que in vitro, CD38 es inhibida a bajas concentraciones por flavonoides,
incluyendo luteolinidina, apigenina, kuromanina, luteolina y quercetina (13). En un estudio in
vivo, la inhibicién de CD38 usando apigenina, aumenté los niveles de NAD* en multiples
tejidos y se generd proteccion contra la degeneracion en ratones obesos por una dieta elevada
en grasas, al mejorar la homeostasis de la glucosa y los lipidos (25, 27). Del mismo modo, la
luteolinidina evita la deplecién del dinucle6tido y preserva la funcién miocéardica y endotelial
en el corazén post-isquémico (13). CD38 regula la migracion de macréfagos y microglia a
mediadores inflamatorios como el B-amiloide. En un modelo de raton con Alzheimer, inhibir
el CD38 reduce notablemente la carga del f-amiloide y mejora el aprendizaje (3).

Uso de precursores biosintéticos de NAD™*

La intervencién dietética es una forma ideal de aumentar los niveles de NAD™ en células y
tejidos. Como es l0gico, los estudios sobre esta terapia comenzaron con la suplementacion oral
con NAD*/NADH, sin embargo, no se consiguié una elevacion significativa en los niveles
plasmaticos o tisulares, debido a que es impermeable a la membrana plasmatica, y ain no se ha
identificado un transportador intestinal para él en mamiferos; por lo que la administracion de la
molécula NAD* o NADH, conduce a una pobre biodisponibilidad (3, 17, 34). Un estudio que
realizé una infusion intravenosa de NAD™ durante 6 horas, ha sido el inico medio para aumentar
los niveles sistémicos de NAD*, con la molécula NAD*, y supuso buenos resultados en cuanto
a seguridad general y tolerabilidad (17, 49). Para solventar la baja biodisponibilidad oral de
NAD vy evitar el uso de la infusién intravenosa, se han estudiado los precursores, que pueden
absorberse via oral y restaurar la disponibilidad del dinucledtido al incorporarse a las vias
biosintéticas. Los precursores de NAD, como el acido nicotinico (NA), la nicotinamida (NAM),
el mononucledtido de nicotinamida (NMN) y el ribosido de nicotinamida (NR), y el
recientemente descubierto NAR, se utilizan para aumentar los niveles de NAD en roedores y
humanos. En particular, NMN y NR, son los que mejores resultados estan dando (3, 17, 34). La
mejora de salud general, el aumento de la vida util, la mejora en los trastornos metabdlicos, la
reduccion de la atrofia muscular o la neuroproteccion, son algunos de los beneficios de la
suplementacion con precursores, que han impulsado el interés sobre esta terapia (3).

El &cido nicotinico (NA), se prescribe clinicamente para el tratamiento de la hiperlipidemia
(50). Hace poco que se le ha atribuido su efecto clinico al aumento de NAD™. Sin embargo, la
terapia de NA provoca enrojecimiento de la piel, lo que ha limitado sus usos clinicos (13, 17).
La nicotinamida (NAM), es una molécula no cargada, que difunde a través de las membranas
rapidamente (13). Su uso clinico es para el tratamiento de la pelagra y la hiperlipidemia (50).
Se genera como producto en las reacciones de degradacion de NAD+. Las SIRT son
especialmente sensibles a NAM, ya que un acumulo de esta las inhibe (17). Esto sumado a que
su acumulacién parece relacionarse con el acortamiento de la vida util (37), ha hecho que su
uso como precursor haya pasado a un segundo plano.

El ribosido de nicotinamida (NR) y el mononucleétido de nicotinamida (NMN), son
moléculas solubles y biodisponibles por via oral, lo que las convierte en las moléculas perfectas
para experimentos con animales y ensayos clinicos en humanos (3, 13), y son los dos
precursores que mejor han aumentado los niveles de NAD" en diferentes tejidos en muchos
casos con efectos beneficiosos o terapéuticos (51), posiblemente debido a una mayor absorcion
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(13). NR puede introducirse en la célula, donde se fosforila por las NRK para producir NMN
(3), por lo que ambos se unen a la biosintesis en el mismo punto en la via de rescate. En estudios
a medio-largo plazo, se ha demostrado que aumentan de forma segura sin efectos nocivos los
niveles de NAD™ en ratones y humanos (3, 52). Con respecto a los beneficios observados al
administrar NR y NMN en animales, hay una larga lista practicamente para cada sistema del
organismo: mejora de la funcion muscular (35), cardiaca, renal y neuronal, prevencién de
hepatotoxicidad y mejora de la regeneracién del higado (53), efectos antiinflamatorios,
beneficios en enfermedades autoinmunes, neuroproteccion, beneficios en enfermedades
neurodegenerativas (3, 13, 54). Con respecto a las alteraciones metabdlicas, ratones tratados
con estos precursores, corrigieron sus disfunciones metabdlicas (35) y presentaron mejor
sensibilidad a la insulina, mayor tolerancia a la glucosa y mejores perfiles de lipidos (13, 34,
55). De especial interés resulta como el impulso de NAD* a través de NR y NMN puede
aumentar la longevidad y prevenir enfermedades relacionadas con la edad en modelos animales
(4, 56). En ratones viejos, se mitig6 el deterioro fisioldgico asociado a la edad (3). Con NR, se
extendio su vida atil en casi un 5%, mejoro la funcion mitocondrial y se conservo la funcion de
las células madre (57). Ademas, con respecto a problemas asociados a la edad, se mejoro la vision,
se aumentd la densidad del hueso, se revertid la disfuncion vascular y disminuyo el estrés
oxidativo (58, 59).

En humanos los estudios muestran esta terapia como una estrategia prometedora para combatir
tanto los trastornos metabolicos, como el envejecimiento y sus enfermedades asociadas. Hoy
en dia, hay multitud de ensayos clinicos registrados, en curso o recientemente completados para
demostrar sus beneficios en la salud.

Otros enfoques terapéuticos

La estimulacion de la biosintesis con activadores de NAMPT, seria una estrategia prometedora,
aungue actualmente solo se ha hallado P7C3 y no con muy buenos resultados (13).

Otro enfoque podria ser la enzima NNMT responsable de la excrecion de NAM metilada, con
gasto del cofactor SAM. Se ha observado una relacion entre la sobreexpresion de NNMT y
diversas enfermedades humanas (60). Por otro lado, tanto la acumulacion de su sustrato, NAM,
como el gasto de SAM, se han relacionado con el envejecimiento. Por lo NNMT, debe ser un
blanco de estudio en investigaciones futuras (37).

5.5. LIMITACIONES

La principal limitacion es lo poco que se conoce aun de muchas vias implicadas en el
metabolismo del NAD", el envejecimiento y las alteraciones metabdlicas. Para establecer todas
las relaciones entre estos aspectos serian necesarios muchos mas estudios y el avance de las
técnicas cientificas, ya que hasta ahora no se han podido esclarecer todas las dudas que surgen
con respecto a estos procesos, y dejan cuestiones aun sin resolver como es el mecanismo del
envejecimiento. Hace falta mas investigacion para conocer mejor la interaccion y la
distribucidn, extracelular, celular y subcelular, entre las vias que regulan la homeostasis del
NAD*. También, mas informacion sobre donde encajan en estas vias los precursores y otros
metabolitos relacionados. Asimismo, aunque muchos estudios han relacionado que los efectos
fisiolégicos beneficiosos del aumento de NAD™* son mayoritariamente dependientes de la
activacion de sirtuinas, queda por esclarecer los mecanismos de otros de los efectos
beneficiosos que produce y que no se deben a la activacion de estas. Por otro lado, multitud de
estos estudios estan realizados en modelos murinos, pero la traduccién a modelos humanos,
aunque por ahora con muy buenos resultados, es aln escasa. La seguridad de
los compuestos impulsores de NAD™, tanto precursores como inhibidores de las enzimas que
lo degradan, en humanos adn requieren una evaluacion exhaustiva. En definitiva, aunque se ha
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observado el potencial de las terapias NAD" para tratar patologias relacionadas con la edad,
faltan puntos por esclarecer, que seguramente puedan resolverse y tengan gran impacto en un
futuro gracias a la investigacion (21).

6. CONCLUSIONES

NAD™ esta involucrado en tantos procesos celulares que el estudio de sus funciones debe
esclarecerse con mayor exactitud. Presenta un metabolismo muy complejo al incluir varias vias
biosintéticas y diferentes modos de degradacion. Los niveles de NAD* exponen el estado
metabdlico celular. La disfuncidn del metabolismo de NAD™ en los seres vivos esta relacionada
con un estado metab6lico deteriorado. La bajada de NAD™ conduce principalmente a inhibicién
de la actividad sirtuina, lo que se traduce en la aparicion de disfuncién mitocondrial y supone
la manifestacion de fisiopatologias. Entender como se produce la disminucién de estos niveles
en las alteraciones metabdlicas y el envejecimiento resultard clave para encontrar una terapia
que ayude a restaurar dichos niveles ya sea con activadores de la sintesis, inhibidores de la
degradacion por parte de PARP y CD38, o con precursores como NMN y NR. Hoy en dia,
encontramos limitaciones en estos tratamientos para el ser humano por la falta de estudios
finalizados, pero la investigacion futura permitira esclarecer todos los detalles tanto de como el
metabolismo de NAD™ regula las alteraciones metaboélicas y el envejecimiento, como de las
terapias para tratarlos.
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