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Resumo

A ceramida é um esfingolipido tipicamente encontrado nas membranas das células
eucaridticas. Para além da sua funcéo estrutural, esta molécula lipidica tem também sido
associada a funcdes reguladoras, nomeadamente no ambito da apoptose onde atua como
molécula pré-apoptotica. O metabolismo da ceramida é representado por uma complexa
rede de reacdes inter-relacionadas que compreende trés vias metabdlicas: biossintética,
catabolica e reciclagem. O catabolismo da ceramida em esfingosina e acido gordo é
assegurado por uma familia de enzimas conhecidas por ceramidases. Estas enzimas atuam
em diferentes compartimentos celulares sob condicBes fisiologicas distintas. A
ceramidase acida (aCDase) esta localizada no lisossoma e é responsavel pela producéo
da esfingosina lisossomal. Apds a sua exportacéo para o citoplasma, a esfingosina pode
ser fosforilada ou utilizada na via de reciclagem para a producao de ceramida. O balanco
entre a ceramida e a esfingosina-1-fosfato pode ser utilizado como sensor de morte ou
sobrevivéncia celular. Em virtude disso, as patologias caracterizadas por défice ou
excesso de atividade enzimatica de aCDase podem apresentar desequilibrios da razédo
ceramida/esfingosina 1-fosfato. Por isso, essas doencas poderdo ser revertidas, total ou
parcialmente, através da reposicdo de uma quantidade adequada de aCDase
funcionalmente ativa ou da inibicdo da expressdo / atividade enzimaética da aCDase,
respetivamente. A potencialidade de modulacdo terapéutica da etapa do metabolismo
catalisada pela aCDase tem sido explorada em varias areas da Medicina, recorrendo quer

a farmacos orfaos ou co-adjuvantes terapéuticos, e com resultados muito promissores.

Palavras-Chave: Cancro, Ceramida, Ceramidase acida, Esfingolipidoses, Metabolismo.
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Abstract

The ceramide is a sphingolipid typically found in membranes of eukaryotic cells. Besides
its structural function, this lipid molecule has also been associated to regulatory functions,
namely as a pro-apoptotic molecule in the apoptosis process. The ceramide metabolism
is represented by a complex inter-connected network of reactions comprising three
metabolic pathways: biosynthetic, catabolic and recycling. The ceramide catabolism in
sphingosine and fatty acid is catalysed by a family of enzymes known as ceramidases.
These enzymes act in different cell compartments under distinct physiologic conditions.
The acid ceramidase (aCDase) is located in the lysosome being responsible for the
production of the lysosomal sphingosine. After its exportation to the cytoplasm, the
sphingosine can be phosphorylated or used in the recycling pathway to the production of
ceramide. The balance between ceramide and sphingosine-1-phosphate can be used as
sensor of cell death or survival. Because of that, pathologies characterised by deficit or
excess of aCDase enzymatic activity may present unbalances levels of the ratio
ceramide/sphingosine 1-phosphate. Such diseases could be reverted, total or partially, in
the presence of an adequate amount of functionally active aCDase or through the
inhibition of aCDase expression / enzymatic activity, respectively. The potentiality of
therapeutic modulation of the metabolic step catalysed by aCDase has been explored in
distinct areas of Medicine, using either orphan drugs or co-adjuvant therapeutic agents,

with promising results.

Keywords: Acid ceramidase, Cancer, Ceramide, Sphingolipidoses, Metabolism.
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I. Introducéo

Os esfingolipidos (ESLs) sédo uma classe de lipidos que estdo presentes em todos 0s seres
vivos. Estas moléculas desempenham funcgdes essenciais a fisiologia celular, ndo s6 como
componentes estruturais das biomembranas mas também como intervenientes de
processos de sinalizacdo e transducdo celulares. Nas Ultimas décadas, registaram-se
avancos significativos a nivel do conhecimento da funcédo bioldgica destas moléculas. A
ceramida (Cer) é uma molécula esfingolipidica que tem sido amplamente investigada ao
longo do tempo devido a sua posi¢do central no metabolismo dos ESLs. Numerosos
trabalhos tém sido publicados com vista a elucidacdo dos genes que codificam para as
proteinas envolvidas na biosintese e catabolismo da Cer, ou do seu trafego intracelular,
dos mecanismos de acdo e regulacdo da atividade dessas proteinas, da heterogeneidade
estrutural e funcional das ceramidas, bem como dos efeitos moleculares, celulares e
fisioldgicos resultantes da acumulacdo ou défice intracelular de ceramidas (Coant et al.,
2017; Gangoiti et al., 2010; Gault et al., 2010; Hannun e Obeid, 2011; Holthuis e Igarashi,
2014; Kacher e Futerman, 2006).

O presente trabalho analisa apenas uma das etapas do metabolismo da Cer,
especificamente a reacdo catalisada pela ceramidase acida (aCDase), e procura
estabelecer a sua importancia na satde e na doenca. Para o cumprimento deste objetivo
foi realizada uma pesquisa bibliogréfica, essencialmente reportada aos ultimos 10 anos,
em bases de dados como a PubMed, B-on, entre outras, utilizando as palavras-chave
ceramida, ceramidases e ceramidase acida, e selecionadas as publicagdes consideradas

relevantes para a elaboracéo da respetiva revisao narrativa sobre o tema.
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II. Revisao da Literatura

1. Esfingolipidos

Os ESLs sd@o um grupo de lipidos derivados da esfingosina e que estdo tipicamente
presentes nas células eucarioticas. Estas moléculas lipidicas foram descobertas pelo
bioquimico alem&o Johann Thudichum, ha mais de um século, em amostras de cérebro e
consideradas uma familia de lipidos membranares (Thudichum, 1884). Desde entdo
foram identificadas e caracterizadas quimicamente mais de 60 tipos de ESLs em células
humanas. Eles representam cerca de 10-20% dos lipidos totais em células de mamiferos,
tendo também sido observados em plantas, fungos, bactérias e virus (Delgado et al.,
2007).

O prefixo “esfingo” teve origem no mito grego da esfinge, “The Sphinx”, que significa a
magnitude do enigma associado a fungdo destas moléculas (Ferreira, 2013). Inicialmente
foram considerados apenas componentes estruturais celulares mas, na década de 80, a
descoberta da funcdo bioldgica da esfingosina (Sph) e, posteriormente, de outros ESLs
resultantes da fosforilacdo da Sph e da Cer (S1P e C1P, respetivamente) revelou outras

funcBes igualmente importantes para a fisiologia celular (Hannun et al., 1986).

1.1 Estrutura

Os ESLs sdo constituidos por uma base esfingdide que pode variar quanto ao
comprimento e quanto ao grau de saturacdo, hidroxilacdo e/ou ramificacdo. A base
esfingdide pode ser a esfingosina, esfingonina ou fitoesfingosina (Fig.1). Nas células
humanas, a base esfingdide mais comum € a esfingosina, um aminoalcool com uma cadeia

insaturada de 18 atomos de carbono (Kolter, 2011; Schuchman, 2016).
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Esfingosina Esfinganina Fitoesfingosina

Figura 1: Estrutura das trés diferentes bases esfingdides que constituem os ESLs. Figura
modificada de Kolter, 2011.

A maioria dos ESLs sdo constituidos por um &cido gordo que estabelece uma ligacédo
amida com o grupo amino da base esfingdide e por um grupo polar que define o tipo de
esfingolipido (Fig. 2). No caso do &cido gordo, podem existir variacOes relativamente ao
seu comprimento, grau de saturacdo e hidroxilacdo. Os acidos gordos mais
frequentemente encontrados nos ESLs sdo longos e saturados ou, eventualmente,

insaturados no C-15 ou hidroxilados no C-2 (Nelson e Cox, 2005).

Sphingosine
HO—*CH—CH=CH—(CH;);,—CHj; Fatty acid
Sphingolipid (ﬁ
(general 2CH—1T—C
e ucture) \/\N\/\/\/\/\/\/\/\/\
structure H
1CH,—0—X

Figura 2: Estrutura geral dos esfingolipidos. A base esfingdide pode ser modificada com
uma molécula de acido gordo com grau de insaturacdo e comprimento variaveis e por um

grupo polar (X) que define o tipo de esfingolipido. Figura extraida de Nelson e Cox, 2005.
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A Sph e a S1P sdo os ESLs mais simples e a Cer € uma Sph-N-acilada. A Cer é constituida
por esfingosina e por &cido gordo com comprimento variavel entre C-14 e C-26, ligadas
a base esfingoide via ligacdo amida. A Cer é a base dos ESLs mais complexos que sdo
formados por ligacdo de grupos distintos ao C-1 da Sph (Fig. 3). Quando este grupo é a
fosforilcolina, o lipido é a esfingomielina (SM). A ligacdo de uma molécula de glucose
(Glc) ou de galactose (Gal) constitui a primeira etapa para a formacéo dos esfingolipidos
complexos, ou seja, os glicoesfingolipidos (GESLs), tais como a glucosilceramida
(GlcCer) e a galactosilceramida (GalCer). Os gangliosideos (GMs) sdo uma classe de
GESLs que conttm um residuo de &cido sialico, maioritariamente o &acido N-
acetilneuraminico, no segmento da molécula correspondente ao carbohidrato. Deste
modo, de acordo com a natureza quimica do grupo polar, os GESLSs sao classificados em
cerebrosideos (contém um residuo de acucar, por exemplo a GlcCer), sulfatideos
(possuem um residuo de agtcar modificado com um grupo sulfato) ou gangliosideos (com
um ou mais residuos de acido N-acetilneuraminico) (Nelson e Cox, 2015).
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Figura 3: Estrutura quimica dos esfingolipidos. Os ESLs sdo moléculas anfipaticas
constituidas por uma base de cadeia longa, geralmente a esfingosina, unida a um &cido gordo
através de uma ligacdo de amida. A ceramida é a estrutura base de todos os ESLs e é
constituida por uma base de cadeia longa acilada com um acido gordo. A SM possui, para
além da ceramida, um grupo polar de fosforilcolina. Os ESLs possuem um grupo de acgucar
que varia na sua complexidade. No caso dos cerebrésidos, o aclcar € a glucose
(glucosilceramida) ou a galactose (galactosilceramida). Os GESLs com estruturas mais
complexas podem incluir dois acucares, tal como na lactosilceramida, ou subclasses com
componentes adicionais e que sao classificados como sulfatideos ou gangliosideos. Figura
extraida de Guo et al., 2005.
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1.2 Metabolismo

Apesar da sua diversidade estrutural, a producdo e a degradacdo dos ESLs é efetuada
através de vias anabolicas e catabolicas comuns. Como foi referido anteriormente, a Cer
tem uma posicao central na biossintese dos ESLs, atuando como precursor de ESLs mais
complexos. Para além disso a biossintese da Cer pode ocorrer pela via metabdlica de

novo, a via de degradacdo ou hidrolitica, e a via de reciclagem (Fig. 4).

(1) De novo Pathway (2) Sphingomyelinase Pathway
Sphingosine

~
Sanne
+
PaimioykCak
SeT
3-Ketodihydrosphingosing

Dimydrasphingosine
CerS
Dinydrocaramide

DES
Ceramide

Endoplasmic Reticulum

Sphingamyslin -—ﬁ(‘s” Saramid %ocge
Plasma Membrane

*
2
..
a
Qo
<<
=t
O
O

Sphingosing-1-F

Figura 4: Representagdo esquematica do metabolismo dos esfingolipidos. De salientar o
envolvimento de diferentes compartimentos celulares e o papel central da ceramida que é
produzida através de trés vias distintas (biossintese de novo (1), degradacdo (2) e

reciclagem (3). Figura extraida de Jenkins et al., 2009.
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A sintese de novo ocorre no limen do reticulo endoplasmatico liso (REL) e inicia-se com
a condensacdo entre o palmitoil-CoA e a serina através da acdo da enzima serina
palmitoiltransferase (SPT), originando a 3-cetodihidroesfingosina. Esta € reduzida a
dihidroesfingosina, também designada por esfinganina. A acilacdo da dihidroesfingosina
produz a dihidroceramida (dhCer), sendo esta etapa catalizada por uma dihidroceramida
sintase, também designada ceramida sintase (CerS1-6). A introdugdo de uma ligacao
dupla 4,5-trans por acdo da dihidroceramidase redutase origina a formacdo da ceramida
(Degroote et al., 2004; Hannun e Obeid, 2011; Jenkins et al., 2009).

A ceramida é transferida para o complexo de Golgi (CG) através da acdo direta da
proteina de transferéncia da ceramida (CERT) ou por trafego vesicular. No CG, a Cer
pode ser utilizada como substrato na sintese da SM e de GESLs, 0s quais serdo
posteriormente transportados para a membrana plasmatica. A reacao de sintese da SM é
catalizada pela enzima esfingomielina sintase que promove a transferéncia da
fosforilcolina da fosfatidilcolina para o grupo hidroxilo da ceramida, originando a SM e
o0 1,2-diacilglicerol (DAG). Muitos dos GESLs sdo derivados da GlcCer. Sob a acdo da
enzima glucosiltransferase, um residuo de glicose é transferido para a posicao 1 da Cer
via ligagdo B-glicosidica. A GlcCer pode ser transferida para a membrana plasmatica ou
modificada por glicosilacdo no CG com vista a formacdo de esfingolipidos mais
complexos (Degroote et al., 2004; Hannun e Obeid, 2011; Jenkins et al., 2009).

A via de degradacdo, ou via catabdlica, ocorre no sistema endolisossomal, iniciando-se a
partir de GESLs ou da SM. A degradacdo dos GESLs ocorre de forma sequencial até a
formagéo de Cer. A hidrélise da SM em ceramida e fosforilcolina ocorre por clivagem da
ligagdo fosfodiéster na presenca de enzimas especificas, as esfingomielinases
(esfingomielina fosfodiesterase, SMases). Esta hidrélise sucede como resposta, por
exemplo, a moléculas indutoras de stress, como citoquinas pro-inflamatérias ou
moléculas indutoras de diferenciagdo celular. Posteriormente, através da acdo de
ceramidases (CDases), a ceramida proveniente da degrdacdo dos GESLs ou da SM pode
ser convertida em Sph que, subsequentemente, pode ser convertida em S1P por acdo da

esfingosina cinase. Esta degradacdo pode ocorrer em diferentes compartimentos

19



Ceramida e Ceramidase Acida: Importancia Fisiopatoldgica e Terapéutica

celulares, dependendo do tipo de SMase. Existem varios tipos de SMases que diferem
quanto a sua localizagdo celular, pH e dependéncia de catibes: &cida, neutra e alcalina. A
esfingomielinase acida (aSMase) pode atuar na membrana plasmaética (ciclo da SM) e no
lisossoma. Ja no caso da aCDase, a enzima atua em compartimentos acidos, sendo a forma
neutra aquela que geralmente atua na membrana plasméatica (Hannun e Obeid, 2011;
Jenkins et al., 2009; Schulze e Sandhoff, 2014).

A via de reciclagem possibilita a re-acilacdo da esfingosina lisossomal e de outras bases
esfingoides para formar a ceramida. Em células totalmente diferenciadas (e.g. neuronios),
esta via contribui até 50-90% para a formacgdo de GESLs (Schulze e Sandhoff, 2014).
Apds atravessar a membrana lisossomal, a Sph pode ser usada na sintese de Cer, atraves
da acdo da ceramida sintetase, ou na sintese de S1P se a reacdo é catalisada pela
esfingosina cinase. Por outro lado, a Cer também pode ser convertida em C1P pela acéo
da ceramida cinase. Tal como as SMases, as CDases fazem parte de uma familia cuja
funcdo é converter a ceramida em esfingosina (Hannun e Obeid, 2011; Jenkins et al.,
2009; Schulze e Sandhoff, 2014). Estdo descritos cinco tipos de CDases que diferem
quanto ao valor de pH 6timo de atividade enzimatica e localizagdo subcelular (Jenkins et
al., 2009). Esta familia de enzimas sera explorada numa outra seccdo deste trabalho
(Schulze e Sandhoff, 2014).

1.3 Funcgao

Os ESLs constituem uma familia de lipidos de membrana que, para além da funcdo
estrutural, também desempenham um papel importante em eventos de sinalizacdo e de
regulacgdo celular. Em associagdo com os esterois, em particular o colesterol, os ESLs séo
capazes de formar microestruturas na superficie celular (e.g. lipid rafts). Esses segmentos
de membrana constituem plataformas dindmicas de recrutamento e ligacdo de proteinas
especificas. A modificacdo do seu tamanho e composicdo em resposta a estimulos intra
ou extracelulares permite regular as interagbes proteina-proteina e, desse modo, a

ativacdo/repressdo de cascatas de sinalizagcdo conducentes a respostas especificas
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(Gangoiti et al., 2010). Neste contexto, os ESLs podem atuar na regulacdo de processos
vitais para a fisiologia celular, tais como a migracdo, proliferacdo e adeséo celular,
angiogenese, senescéncia e apoptose celular. Para além disso, os ESLs tém também sido
implicados na formacdo da barreira da pele, nomeadamente através da regulacdo da
fluidez membranar, funcGes neurais, metabolismo da glucose e resposta inflamatéria. No
caso dos esfingolipidos N-acilados, eles podem ainda atuar como reserva energética e
fonte de energia quimica (Delgado et al., 2007; Kolter, 2011).

Na célula, a Cer e a S1P sdo metabolicamente interconvertiveis e a razdo das suas
concentracOes atua como um sensor que determina o destino da célula (Fig. 5). Enquanto
a Cer é considerada um lipido pré-apoptdtico, a S1P esta implicada na sobrevivéncia e
proliferacéo celular. O equilibrio do “redstato Cer/S1P” ¢, assim, considerado um fator
elementar e fundamental da homeostasia celular uma vez que o rompimento desse
equilibrio dindmico entre os niveis intracelulares da Cer e S1P pode determinar a
sobrevivéncia ou morte da célula. De facto, fatores como stress, infecdo, radiacao,
quimioterapia, a idade e algumas deficiéncias humanas fazem que com haja uma
estimulacdo da producédo de ceramida, alterando o balanco Cer/S1P. Em virtude disso, a
razdo entre estes ESLs tem sido implicada no aparecimento e evolucdo de doencas de
etiologia muito diversa, tais como a doencga de Alzheimer, cancro, diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares, entre outras. Em conclusdo, a interconverséo destes metabolitos atraves
da acdo de enzimas especificas cria uma intricada rede metabolica que a célula utiliza
para reajustar as respostas fisioldgicas. Adicionalmente, etapas especificas dessa rede
representam potenciais alvos terapéuticos de respostas fisiopatoldgicas mediadas por SLs
(Canals et al., 2011; Kolter, 2011; Liu et al., 2009; Tani et al., 2007).
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Ceramidase . . .
Esfingosinacinase

Ceramida =———= Esfingosina <—— Esfingosina-1-fosfato

% Y 4

Morte celular Proliferacdo celular
Fendtipo Pré-apoptético Fendtipo Anti-apoptdtico
Inibicdo do crescimento Proliferacao celular
Paragem do ciclo celular Mobilidade celular
Apoptose Transformacao
Diferenciacao celular Angiogénese
Senescéncia celular Inflamacao

Modulacao da atividade Migragao

da telomerase

Figura 5: Funces celulares da ceramida e da esfingosina-1-fosfato. A Cer é um lipido
pré-apoptético, enquanto a S1P é uma molécula lipidica anti-apoptética. A inducdo da
apoptose e a senescéncia celular é estimulada pela Cer, enquanto a proliferacdo e
mobilidade celulares, angiogénese, inflamacdo e migracdo é atribuida a S1P. Figura
adaptada de Liu et al., 20009.

1.4 Doengas hereditarias do catabolismo dos esfingolipidos

A extensa variedade estrutural observada a nivel dos ESLs esta associada ao desempenho
de mdaltiplas funcdes bioldgicas. Teoricamente, 0 blogueio de qualquer uma das etapas
do seu metabolismo pode conduzir a disfuncdo celular e, eventualmente, ao aparecimento
de doenca. No caso do catabolismo dos GESLs estdo descritas varias doencas raras
conhecidas por Esfingolipidoses. Estas fazem parte dum grupo especifico de doencas
hereditarias do metabolismo conhecido por doencas lisossomais de sobrecarga (DLSS).

Estas patologias caraterizam-se por uma acumulacéo intralisossomal, sobretudo de ESLs
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ndo degradados, e sdo causadas por defeitos genéticos numa enzima, cofator proteico (e.g.
proteinas ativadoras) ou no sistema de troca/transporte de moléculas envolvidas na

atividade catabdlica do lisossoma (Pinto et al., 2003).

Estdo descritas mais de 50 DLSs e a maioria apresenta um padrdo de transmissao
autossoémico recessivo. Na populacdo portuguesa, a prevaléncia conjunta das DLSs esta
estimada em cerca de 1/4000 recém-nascidos, sendo a doenca de Gaucher a mais
frequente (Pinto et al., 2003). As DLSs apresentam uma grande variabilidade clinica. As
formas mais severas sdo caracterizadas pelo aparecimento dos primeiros sinais/sintomas
geralmente nos primeiros meses/anos de vida. Sdo doencas caraterizadas por alteragoes
neuroldgicas, 6sseas, cardiovasculares, hematoldgicas, cutaneas, oculares, organomelia
e/ou dismorfia facial. Presentemente, ainda ndo existe cura para estas doencas mas varias
estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas ao longo dos anos. A substituicdo
enzimatica, reducdo do nivel do substrato acumulado, a utilizacdo de chaperones e 0
transplante da medula 6ssea sdo opcdes terapéuticas que tém sido utilizadas em diferentes
casos para controlar a evolucdo das respetivas DLSs (Kolter, 2011). A Figura 6 associa
as Esfingolipidoses ao catabolismo dos ESLs. A Tabela 1 resume as principais
caracteristicas das Esfingolipidoses em termos de défice enzimatico, substrato acumulado

e principais sintomas clinicos.
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p-Galactosidase \l/

Gangliosideo G,

Gangliosidoses

Gangliosideo G, ,

B -Hexosaminidase \l,

Doenca de Tay-Sach
Doenca de Sandhoff

Gangliosideo G, , ‘

Sialidase l Sialidoses

Globotriaosilceramida

a-Galactosidase l/

Doenca de Fabry

Glucosilceramida

B-Glucosidase J/ Doenca de Gaucher

Esfingomielina

Esfingomielinase

B-galactosidase

Galactosilceramida

Ceramida

Doenca de Niemann-Pick

Ceramidase acida .
Arisulfatase A Leucodistrofia

Doenca de Farber Metacromatica

Esfingosina Sulfogalactosilceramida
+

Acido
Gordo

Figura 6: Doencas hereditarias do catabolismo dos esfingolipidos. A vermelho estdo indicadas

as esfingolipidoses mais comuns e a negrito as enzimas implicadas nas respetivas deficiéncias

enzimaticas. Figura adaptada de Schulze e Sandhoff, 2014.
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Tabela 1:Caracterizacdo genérica das Esfingolipidoses.

Gangliosidoses [- galactosidase Gangliosideo Gm1

Distonia, displasia do

esqueleto

Atraso mental, fraqueza

Tay-Sachs B -Hexosaminidase A Gangliosideo Gwz
muscular
Sandhoff B -Hexosaminidase A e B Globosideo, Atraso mental, fraqueza
Gangliosideo Gm2 muscular
Sialidoses Sialidase Gangliosideo G, , Malformac0es esqueléticas,

hepato e esplenomegalia

Doenca de Fabry a-Galactosidase A Globotriaosilceramida

e Digalactosilceramida

Faléncia renal e

angioqueratomas

Leucodistrofia Arisulfatase A Sulfatideo

metacromatica

Atraso mental e disturbios

psicologicos

Galactosilceramida

Doenca de Krabbe B -Galactocerebrosidase

Atraso mental, perda de
mielina

Doenga de Gaucher B-Glucocerebrosidase Glucosilceramida

Hepato e esplenomegalia

Doenca de Niemann-  Esfingomielinase acida Esfingomielina

Pick A/B

Hepato e esplenomegalia

Doenca de Farber Ceramidase acida Ceramida

Dermatites, atraso mental,
deformacao nas
articulacGes

25



Ceramida e Ceramidase Acida: Importancia Fisiopatoldgica e Terapéutica

Tal como ilustrado na Figura 6, a degradacdo dos GESLS inicia-se pelos gangliosideos
GM1, GM2 e GM3 na presenga das enzimas respetivas, p-galactosidade, B-
hexosaminidase e sialidase. A deficiéncia de uma destas enzimas origina o aparecimento
da respetiva gangliosidose que ¢ caracterizada pela acumulacdo do substrato no sistema
nervoso e noutros tecidos. A gangliosidose GMI1 ¢, entdo, causada pela deficiéncia da
enzima [-galactosidade. Os sintomas podem aparecer antes 6 meses, até aos 5 anos de
idade ou apenas na adolescéncia. A doenga caracteriza-se por enfraquecimento muscular,
atraso no desenvolvimento fisico e intelectual, sensibilidade ao ruido e, conforme a
progressdo da doenca, surgem as convulsdes, hepatoesplenomegalia, um ponto vermelho
especifico na retina levando a cegueira progressiva, caracteristicas faciais distintas,

hipertrofia gengival e cardiomiopatia (Schulze e Sandhoff, 2014).

A deficiéncia em B-hexosaminidase pode originar a doenga de Tay-Sachs ou a doenga de
Sandhoff, conforme o tipo de enzima que ¢ afetada, a hexosaminidase A ou as
hexosaminidases A e B, respetivamente. Em ambos 0s casos observa-se acumulagdo do
gangliésido GM2 em células neuronais. Os sintomas desenvolvem-se, geralmente, nos
primeiros anos de vida: mancha vermelha na mécula que pode levar a cegueira, surdez,
atrofia muscular que leva a paralisagdo, deterioracdo das habilidades fisicas e mentais,
incluindo a degluticdo e o aumento progressivo das convulsdes e da deméncia. Este
conjunto de sintomas fazem com que a doenca se torne fatal geralmente até aos 5 anos de
idade. Na doenca de Sandhoff, para além da acumula¢do de GM2, acumulam-se também

globosidos e alguns oligossacarideos (Schulze e Sandhoff, 2014).

A Sialidose ¢ causada pela deficiéncia da enzima sialidase cuja fungao ¢ remover o acido
sidlico do gangliosideo GM3. Os sintomas mais comuns sdo: macroglossia, malformacgdes
esqueléticas, inchaco em todo o corpo logo apds o nascimento, convulsdes, ataxia,

hepatomegalia e esplenomegalia, entre outros (Schulze e Sandhoff, 2014).

A deficiéncia da enzima a-galactosidase A (GLA) é responsavel pela doenca de Fabry.
Esta doenca é caracterizada pela acumulagéo intralisossomal de globotriaosilceramida e
digalactosilceramida. Ela afeta essencialmente células vasculares endoteliais, epiteliais
renais e do musculo liso, causando complicacdes nos rins, coragdo e cérebro. Ao contrario
da maioria das Esfingolipidoses, o seu padrdo de transmissdo é ligado ao cromossoma X
(Schulze e Sandhoff, 2014).
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A doenga de Gaucher € caracterizada pela acumulacdo de GlcCer devido a deficiéncia da
enzima B-glucocerebrosidade que é responsavel pela hidrélise de GlcCer em Cer e Glc.
Clinicamente, esta doenca compreende 3 subtipos que diferem quanto a idade de inicio e
progresséo da doenca, e o grau de envolvimento neuroldgico. Cerca de 95% dos doentes
sofrem do tipo 1 ndo neuropatico, isto €, sem envolvimento do sistema nervoso. Os
restantes 5% dos doentes sofrem do tipo 2, que tem inicio na idade infantil, ou do tipo 3,
que se inicia na juventude. Os tipos 2 e 3 afetam o sistema nervoso sendo, por isso, formas
mais severas da doenca quando comparadas com o tipo 1. Num nimero muito reduzido
de doentes que apresentam alteraces na permeabilidade da pele, a morte ocorre pouco
depois do nascimento. Os principais sintomas desta doenca séo: hepatoesplenomegalia,
desconforto abdominal, dores nos ossos, fadiga, sangramento e fraturas espontaneas
(Schulze e Sandhoft, 2013).

A Leucodistrofia Metacromaética é causada pela deficiéncia da enzima arilsulfatase A.
Esta enzima hidrolisa os sulfatideos em cerebrosideos e sulfato, originando a acumulagéo
de sulfatideos nos tecidos do cortex cerebral e na medula 6ssea. Atraso mental e disturbios

psicologicos sdo os principais sintomas desenvolvidos (Schulze e Sandhoft, 2014).

A doenga de Niemann-Pick type A e B apresenta varias formas consoante o grau de
deficiéncia enzimética. Desenvolve-se uma patologia neurolégica severa com diminuicao
do tempo de vida, na qual se verifica uma acumulacdo de SM em virtude da deficiente
atividade da enzima aSMase. A doenca de Niemann-Pick tipo A é causada pela
deficiéncia quase completa de atividade enzimatica da aSMase, sendo geralmente fatal
entre 0s 2 e 3 anos de idade. No tipo B, a enzima apresenta atividade residual que é
responsavel pela diminuicdo da severidade da doenca e pela variabilidade fenotipica,
geralmente com pouco envolvimento neuroldgico. Os principais sintomas sdo a
hepatomegalia e a esplenomegalia (Schulze e Sandhoft, 2014). Existe ainda uma terceira
forma da doenca conhecida por Niemann-Pick tipo C que é caracterizada pela acumulacéo
lisossomal de colesterol ndo esterificado devido ao défice de proteinas envolvidas na
exportacdo do colesterol endolisossomal. O espetro dos sintomas clinicos é grande e
muito heterogéneo. O fendtipo clinico dos doentes compreende, geralmente,
manifestaces psiquiatricas, neurologicas e viscerais (Evans e Hendriksz, 2017; Jenkins
et al., 2009).
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A doenca de Krabbe, tambem conhecida como leucodistrofia das células globdides, é
originada pela deficiéncia da enzima [-galactosilcerebrosidade. Esta enzima é
responsavel pela hidrolise da GalCer em Cer e Gal. Esta doenga é caracterizada pela
acumulacdo do substrato GalCer em células neuronais. Os principais sintomas sdo: ma
coordenagdo nos movimentos, convulsdes, surdez, cegueira, espasmos, e deterioracdo da

funcdo mental e motora (Schulze e Sandhoff, 2014).

Por fim, a deficiéncia da enzima aCDase, responsavel pela hidolise da Cer em Sph e acido
gordo, esta associada a doenca de Farber (DF) que é caracterizada pela acumulagédo
lisossomal de Cer (Schulze e Sandhoff, 2014). Esta deficiéncia enzimética sera detalhada

numa secgédo posterior do presente trabalho.

Em conclusdo, estas doencas ilustram bem a importancia dos SLs para a homeostasia
celular uma vez que défices, totais ou parciais, das enzimas envolvidas no catabolismo
destas moléculas lipidicas resultam na acumulagdo lisossomal dos respetivos substratos e
conduzem, em geral, ao desenvolvimento de um quadro clinico severo (Schulze e
Sandhoff, 2014).

2. Ceramidases

As ceramidades (N-acilesfingosina amidohidrolase, EC 3.5.1.23, CDases) séo enzimas
que catalisam a hidrolise da Cer em Sph e acido gordo. Até a data foram identificadas 3
familias de CDases que se diferenciam quanto a estrutura primaria, pH 6timo de atividade,
mecanismo de acéo e localizagdo intracelular: a ceramidase alcalina que inclui a forma 1
(AlkCDasel, gene ACER1/ASAH3), a forma 2 (AlkCDase2, gene ACER2/ASAH3L) e a
forma 3 (AlkCDase3, gene ACER3//PHCA), a ceramidase neutra (nCDase, gene ASAH2)
e a a ceramidase acida (aCDase, gene ASAH1). Estas enzimas residem em diferentes
compartimentos celulares e atuam em diferentes condicGes fisiologicas (Kitatani et al.,
2015; Saied e Arenz, 2014). A Tabela 2 resume as principais caracteristicas

diferenciadoras das ceramidases.
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Tabela 2: Familia das ceramidases 1.

Acida Neutra Alcalina
Proteina aCDase nCDase Alk-CDase 1 Alk-CDase 2 | Alk-CDase 3
Gene ASAHI ASAH2 Acer 1 Acer 2 Acer 3
Localizacio Lisossoma Mitocondria e RE RE Golgi RE e Golgi
Figado, pulmado, placenta, Distribui¢do ubiqua Distribuicdo ubiqua | Pancreas, Distribuigdo
Expressio cérebro, misculo esquelético | (pulmao, musculo (pele) coragao ubiqua
(coragao) esquelético, coragdo) (placenta) (placenta)
Enzima Cer/Sph Cer/Sph Cer/Sph Cer/Sph Cer/Sph
Ativa(;ﬁo L Ca2+ Ca2+ Ca2+
Catides | 1 ipicio Zn2+; Cu2+; M2+ | —oeemee 7o+
pH é6timo 4.5 7,5-8.5 8.5 9.0 9.5

! Tabela adaptada de Kitatani et al., 2015.

2.1 Ceramidase alcalina

Tal como acima referido, estdo descritas trés isoformas da AlkCDase codificadas por
genes distintos. Os respetivos produtos proteicos correspondem a ~ 31 kDa, o seu pH
6timo de atividade varia entre 8,5-9,5 e estdo localizados no RE e/ou CG. A atividade
enzimética destas CDases € dependente da presenca de catides Ca?*. (Canals et al., 2011;
Saied e Arenz, 2014).

A AlkCDasel esté localizada no RE e é altamente expressa nas células da pele, tendo um
papel importante na diferenciacdo dos queratindcitos. Tem especial afinidade para
ceramidas insaturadas de cadeia muito longa. A AlkCDase2 esta localizada no CG, é
muito expressa na placenta, coragdo e pancreas e moderadamente noutros tecidos. Usa
como substrato ceramidas de cadeia muito longa. A AlkCDase3 encontra-se tanto no RE
como no CG e tem preferéncia por ceramidas de cadeia longa. Tal como acontece com a
AlkCDase2, a AlkCDase3 é altamente expressa na maioria dos tecidos, especialmente na

placenta. Desta forma, nos tecidos em que as AlkCDases sé@o particularmente expressas a
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producéo de Sph e S1P, no RE e/ou CG, dependera da acao destas enzimas (Canals et al.,
2011; Coant et al., 2017).

2.2 Ceramidase neutra

Esta enzima foi descrita inicialmente no duodeno humano, em 1969, como uma CDase
com pH 6timo de 7,6 (Nilsson, 1969). Posteriormente, a nCDase foi identificada em
bactérias, outros tecidos humanos, ratinhos, plantas e fungos. Nas células eucaridticas,
esta enzima esta localizada no RE e na mitocondria, podendo também ser encontrada na
membrana plasmatica e em endossomas. Tem elevada expressdo no rim, figado, intestino
(pode ser secretada no lumen intestinal onde apresenta resisténcia as proteases
pancreéticas) e coracdo. E uma proteina glicosilada de 116 kDa e a sua atividade

enzimatica ndo ¢ afetada pela presenca de caties divalentes (Canals et al., 2011).

2.3 Ceramidase acida

A aCDase foi descrita em 1963, por Shimon Gatt, a partir de um extrato de cérebro de
ratinho (Gatt., 1963). Em meados dos anos 90, a aCDase humana presente na urina
humana foi purificada e, passados alguns anos, o cDNA/ASAH1 foi clonado.
Subsequentemente, a enzima foi purificada e caracterizada a partir de diversos tecidos
humanos (Li et al., 1998).

A aCDase € produzida sob a forma de um precursor polipeptidico de 53-55 kDa, que é
proteoliticamente processado em duas subunidades, a subunidade-a. (13 kDa) e a
subunidade B (40 kDa), que se mantém unidas por uma ligacdo covalente. A enzima
localiza-se maioritariamente nos lisossomas, um compartimento celular crucial para a

digestdo e reciclagem celular (Canals et al., 2011; Zeidan et al., 2008).

A aCDase, embora expressa ubiquamente, é especialmente expressa nos rins, pulmao,
placenta, cérebro, musculo-esquelético e coracdo. O seu pH oOtimo de atividade
enzimatica é 4,5 e apresenta maior afinidade para ceramidas insaturadas de cadeia média
(Saied e Arenz, 2014)
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2.4  Rebstato ceramida / esfingosina-1-fosfato

Tal como anteriormente referido, as CDases catalisam a reagdo da hidrélise da Cer em
Sph e acido gordo. A Cer € um lipido que atua como molécula mensageira secundaria
com o intuito de promover a apoptose e inibir a proliferacdo celular (Fig. 7). Havendo
uma desregulacdo no nivel de transcricdo dos respetivos genes codificantes das CDases
com repercussdo na quantidade de proteina produzida, uma cascata de acontecimentos
pode ser desencadeada e afetar negativamente a fisiologia celular. As vias de sinalizagdo
afetadas dependerdo, pelo menos em parte, da origem subcelular da Cer e/ou das espécies
de Cer acumuladas (Canals et al., 2011; Gangoiti et al.,2010; Kolter, 2011; Liu et al.,
2009; Newton et al., 2015; Tani et al., 2007).

Figura 7: Reostato ceramida / esfingosina-1-fosfato. A representacdo do reodstato
esfingolipidico evidencia a importancia das CDases na regulacéo dos niveis de Cer e de
S1P, incluindo a sinalizagdo membranar S1P/S1PR1 (recetor da S1P). Figura extraida de
Newton et al., 2015.
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Tal como as outras CDases, a aCDase tem a capacidade de controlar o processo de
sinalizacdo mediada por ESLs, reduzindo o nivel de ceramida e aumentando,
concomitantemente, os niveis de Sph e S1P interferindo, deste modo, com o “reodstato
Cer/S1P”. De facto, foi observada a sobre expressdo da aCDase na progressédo de tumores
e na protecao contra a apoptose celular em varios tipos de cancro. Para além disso, estudos
recentes sugerem que a sobre expressao da aCDase pode estar implicada na resisténcia as
terapias convencionais utilizadas no tratamento do cancro (Vethakanraj et al., 2015). Por
outro lado, a deficiéncia da aCDase esta associada a doenca de Farber que € uma doenca
hereditaria do metabolismo dos ESLs, tal como anteriormente referido (Canals et al.,
2011). A possibilidade de regulacdo metabdlica da etapa catalizada pela aCDase com

vista a reversao destas situacOes é a seguir desenvolvida.

3. Modulacéo da atividade da ceramidase acida

A versatilidade funcional da etapa do metabolismo catalisada pela aCDase sugere que
esta enzima pode representar um importante alvo terapéutico em doencas de etiologia
diversa. De facto, a aCDase tem sido investigada como um alvo promissor do tratamento
do cancro uma vez que a sua inibicdo sensibiliza as células tumorais a acdo das terapias
convencionais, reduz o crescimento tumoral e previne as recidivas (Roh et al., 2015;
Saied e Arenz, 2015). A possibilidade oposta, correspondente ao aumento da atividade
enzimatica sob a forma de aCDase recombinante, tem sido igualmente investigada para o
tratamento da doenca de Farber (Schuchman, 2016). Estas duas situacdes ilustram a
dualidade e importancia terapéutica da etapa catabodlica dos ESLs catalizada pela aCDase

e serdo a seguir desenvolvidas.
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3.1 Papel no cancro

Tal como mencionado anteriormente, a regulacdo da transdugdo de sinal pode ser
influenciada pelos ESLs. Deste modo, ndo é surpreendente que eles possam ter um papel
importante na patogénese e na terapia do cancro. De facto, varios estudos tém
demonstrado que a quantidade de diversos tipos de ESLs e o nivel de expressdo de vérias
enzimas envolvidas no seu metabolismo estdo alterados nesta patologia (Kolter, 2011;
Gangoiti et al., 2010).

De entre as moléculas esfingolipidicas, a diminuicdo do nivel de Cer tem sido
particularmente implicado como causa, direta ou indireta, do cancro. Resultados de vérios
estudos sugerem que esta alteracdo bioquimica contribui para a inflamacdo, maior
suscetibilidade de infecBes e inducdo da morte celular. Como ja foi referido
anteriormente, a aCDase esta sobre expressa em Varios tipos de cancro, 0 que resulta na
diminuicdo do nivel de Cer e no aumento do nivel de S1P. Estas altera¢cdes bioquimicas
foram relacionadas com a estimulacdo da proliferacéo celular e a progressdo do cancro.
Deste modo, a utilizacdo de inibidores da atividade enzimatica da aCDase pode
representar um importante co-adjuvante terapéutico, contribuindo para aumentar a
apoptose das células tumorais e/ou superar a resisténcia aos tratamentos por
quimioterapia e radioterapia (Delgado et al., 2006; Mahdy et al., 2009; Roh et al., 2015;
Saied e Arenz, 2015). No entanto, existe a possibilidade do aumento da atividade da
aCDase ser um mecanismo de feedback das células tumorais para manter os niveis de Cer
baixos ap6s exposicdo celular ao stress sistémico e, desse modo, evitar as suas
propriedades apoptoticas (Furuya et al., 2011). Foi, no entanto, demonstrado que a
atividade elevada da aCDase altera significativamente a qualidade de expressdo das
espécies de Cer e, em virtude disso, desencadeia multiplos efeitos, entre eles o
crescimento do tumor, sobrevivéncia das células cancerigenas e a resisténcia a terapéutica
(Liu et al., 2009).

A sobre expressdo da aCDase esta descrita em varios tipos de cancro, designadamente no
cancro da cabeca e pescogo, prostata, colon, mama, leucemias e no melanoma (Canals et
al., 2011; Delgado et al., 2006; Schuchman, 2016).
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O cancro da cabeca e pescoco (HNC) refere-se a um tumor que surge no trato
aerodigestivo superior, incluindo a cavidade oral e nasal, faringe e laringe. Mais de 90%
sdo carcinomas, denominado por carcinomas de células escamosas da cabeca e pescoco
(HNSCC) (Sanderson e Ironside, 2002). E o oitavo tipo de cancro mais comum em todo
0 mundo, registando-se anualmente meio milh&o de novos casos. Cerca de metade dos
casos detetados j& se encontra em fase avancada e o seu tratamento inclui cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. A cisplatina ou cisdiamminedichloroplatinum (I1) (CDDP)
é usada como um agente de primeira linha em tratamentos do HNC por quimioterapia e
radioterapia. Apesar dos avancos registados a nivel do seu diagndstico e terapéutica, as
taxas globais de sobrevivéncia ndo aumentaram substancialmente nas Ultimas trés
décadas. Este facto pode ser explicado, pelo menos em parte, pela resisténcia das células
cancerigenas as terapias, incluindo a cisplatina e a radiacdo. Foi demonstrada a sobre
expressdo de aCDase em mais de 70% nos tecidos e linhas celulares HNC
comparativamente aos tecidos e células de individuos saudaveis, e essa sobre expressdo
associada a resisténcia aos agentes quimioterapicos convencionais. A aCDase atua
cooperativamente com uma proteina cinase B, também conhecida por Akt, que tem um
papel importante no processo de proliferacdo celular, promovendo a invasividade e a
resisténcia a apoptose. Foi também demonstrado que o efeito citotdéxico da quimioterapia
ou da radioterapia é aumentado quando a producao de ceramidas € inibida. Deste modo,
a modulacdo do metabolismo da ceramida, nomeadamente atraveés da reducdo da
atividade enzimética da aCDase, representa uma abordagem terapéutica atrativa (Roh et
al., 2015). De facto, o efeito citotoxico da cisplatina no HNC foi avaliado em estudos in
vitro e in vivo (Roh et al., 2015). Inicialmente, células de HNC foram administradas a
ratinhos e apds o seu implante e formacéo de nddulos palpaveis, o tratamento foi iniciado.
Os ratinhos foram randomizados em quatro grupos: veiculo, cisplatina, NOE (N-
oleoylethanolamine, inibidor da aCDase) e cisplatina + NOE. O diametro e volume dos
tumores foi medido todos os dias. A combinagdo do tratamento com cisplatina e NOE
suprimiu sinergicamente o crescimento do tumor in vivo e a produgédo de ceramida foi
maior nos tecidos cancerigenos tratados com cisplatina combinada com NOE do que
apenas a cisplatina. Com base nestes resultados, os autores do estudo concluiram que o

efeito citotoxico da cisplatina no HNC é substancialmente aumentado através do
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sinergismo com NOE. Para além disso, a taxa de inibicdo da atividade enzimatica de
aCDase correlacionou-se com aumento da concentragéo de ceramida (Roh et al., 2015).

O cancro da prostata € o tipo de cancro mais frequente nos EUA e o segundo tipo de
cancro mais mortal em homens americanos. Apesar da consciencializacdo que
presentemente existe sobre a doenga e da melhoria dos métodos de detecéo precoce, uma
grande propor¢do de doentes com cancro da prostata morrem de doenga metastatica e
recorrente que é resistente as terapias convencionais, incluindo cirurgia e/ou radiacéo.
Ap0és terapia por radiacdo, cerca de 20-25% dos doentes sofrem recidiva da doenca. Uma
das razGes para o fracasso na erradicacdo das células cancerigenas € a radiorresisténcia
dos tumores (Furuya et al., 2011). Foi demonstrado que a aCDase esta sobre expressa nos
tecidos do cancro da préstata primario, 0 que sugere que a enzima devera ter um papel
decisivo no desenvolvimento deste tipo de cancro (Camacho et al., 2013; Liu et al., 2009;
Seelan et al., 2010). Os resultados de varios estudos sugerem, de facto, que a aCDase
funciona como um regulador critico da progressao do cancro da préstata, afetando néo s6
a proliferacdo e migracdo das células tumorais, mas também as respostas a quimioterapia
(Furuyaetal., 2011; Liu etal., 2009). Assim, também neste tipo de cancro aaCDase pode
ser uma enzima-chave do processo de controlo da resisténcia a radiacdo e/ou

quimioterapia.

O cancro célon-rectal (CRC) é o terceiro tipo de cancro mais diagnosticado em paises
ocidentais. A idade, obesidade, inatividade fisica, dieta rica em carne vermelha e
processada, consumo de alcool, entre outros sdo fatores de risco para o desenvolvimento
do CRC. A hereditariedade também pode ser um fator importante envolvido na sua
ocorréncia (Liu et al., 2009). Resultados de diversos estudos mostraram que a aCDase
esta sobre expressa no CRC, tornando as células mais resistentes a apoptose, mesmo sob
acao farmacologica. No entanto, como a nCDase tem elevada expressao no intestino e
célon ndo é de excluir o seu envolvimento na carcinogénese do célon. Apesar da
expressao da aCDase ndo ser particularmente expressiva no célon, farmacos dirigidos
para a inibicdo da atividade da enzima tém sido investigados uma vez que a sua inibigédo
sensibiliza as células tumorais quanto aos efeitos de agentes antineoplasicos, como € o
exemplo do NOE e D-e-MAPP, (1S, 2R) - D-erythro-2- (N-myristoylamino) -1-phenil-1-

propanol (Realini et al., 2013). Estes compostos possuem vérias limitacdes que irdo ser
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abordadas posteriormente. Na tentativa de ultrapassar essas limitagfes, surgiu o
Carmofur, um potente inibidor in vivo da atividade intracelular da aCDase. Este composto
é clinicamente utilizado no Japéo desde 1981 no tratamento do CRC (Doan et al., 2017).
Foi demonstrado que o efeito anti-proliferativo do Carmofur esta associado a modulacao
da atividade enzimatica da aCDase. Modifica¢fes na estrutura quimica da molécula
levaram a descoberta de outros inibidores mais eficazes (Realini et al., 2013).
Recentemente, a aCDase foi identificada como um regulador da sobrevivéncia de células
do cancro do célon. A inibicdo da sua atividade enzimatica resultou no aumento do nivel
de Cer, na perda de B-catenina que é uma das proteinas implicadas no desenvolvimento
do cancro de c6lon, e na diminuicdo do crescimento do tumor. Estas observagdes sugerem
que a aCDase pode emergir como alvo terapéutico no cancro do célon (Coant et al.,
2016).

O cancro da mama é o tipo de cancro mais comum nas mulheres, sendo a causa mais
comum de morte em mulheres entre os 20-59 anos. Este tipo de cancro é classificado em
trés subtipos de acordo com o tipo de recetor hormonal que é produzido - recetor de
estrogenio (ER), recetor de progesterona (PR) e o recetor de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2). Cerca de 70% dos tumores expressam o ER (Vethakanraj et al., 2015).

O tamoxifeno é um pro-farmaco com afinidade para o0 ER que é metabolizado no
citocromo P450, no figado, produzindo os metabolitos ativos 4-hydroxytamoxifen e 0 N-
desmethyltamoxifen (DMT) (Fig.8), sendo este Gltimo o0 mais proeminente nos humanos.
O tamoxifeno é o principio ativo de primeira escolha o cancro da mama ER+, induzindo
morte celular por antagonizar seletivamente a sobrevivéncia e a proliferacdo celular
mediada pelo estrogénio. No entanto, este efeito também foi observado em cancros da
mama ER-, o que indica que o seu efeito é independente do ER. No cancro da mama
também é observada resisténcia aos tratamentos por quimioterapia. Estudos recentes
sugerem que a sobre expressao da aCDase tem um papel importante no desenvolvimento
dessa resisténcia (Morad e Cabot, 2015; Vethakanraj et al., 2015). A primeira
demonstragéo da inibi¢do da aCDase pelo tamoxifeno foi conduzida em células do cancro
da mama mutadas para p53. Neste caso, apenas 0s metabolitos ativos do tamoxifeno
inibiram a atividade enzimética da aCDase. Em linhas celulares do cancro da mama, o
tamoxifeno é considerado mais potente que outros inibidores da aCDase, tais como NOE,

B13 e DM102. Entretanto, Ceranib-2 tem mostrado ser mais potente que o tamoxifeno
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devido a sua habilidade em induzir a apoptose tanto em cancros do tipo ER+ como ER-.
Deste modo, é possivel que, no futuro, Ceranib-2 venha a ser utilizado como agente

terapéutico do cancro da mama (Morad e Cabot, 2015).

Figura 8: Estrutura quimica de Tamoxifeno e seus metabolitos ativos. O tamoxifeno é
composto por um nucleo aromatico trifeniletileno e por uma cadeia lateral aminoetoxi.
Os seus metabolitos ativos sdo 4-hidroxitamoxifen e N-desmetiltamoxifen. O 4-

hidroxitamoxifen € um potente anti-estrogénio. Figura adaptada de Morad e Cabot, 2015.

A leucemia mieloide aguda (AML) é um grupo de doengas heterogéneas hematoldgicas
caracterizadas por alteracbes moleculares em células hematopoiéticas que originam
diferenciacdo e proliferacdo descontrolada. Os doentes com AML apresentam,
geralmente, niveis elevados de células leucémicas imaturas que se acumulame na medula
0ssea e no sangue periférico, com infiltracdo nos érgdos. A quimioterapia revela-se eficaz
em 50-80% dos casos. A aCDase foi identificada como um novo alvo terapéutico para a
AML. Depois de varios estudos, Tan et al., mostraram que a aCDase encontra-se elevada
em pacientes com AML, aumentando os niveis de ceramida e diminuindo os de S1P, ou
seja, pode estimular a sobrevivéncia da AML. Estudos in vitro e in vivo demonstraram
que LCL204 diminui a viabilidade celular induzindo a apoptose, aumenta os niveis de
Cer em apenas 12h e diminui o lipido anti-apoptético, S1P (Tan et al., 2016). A
sobreexpressdo da aCDase foi interpretada como conferindo resisténcia farmacologica a
inducdo da apoptose, enquanto a sua inibicao sensibiliza as células a acdo terapéutica anti-

cancro (Ortega et al., 2017).
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O melanoma é uma das formas mais agressivas do cancro humano que geralmente esta
associado a um mau prognéstico se ndo for diagnosticado numa fase precoce. O
melanoma é muito resistente a quimioterapia e a radioterapia. A expressdo da aCDase
esta marcadamente aumentada em melandcitos normais humanos e em linhas celulares
proliferativas do melanoma, comparativamente a outras células celulares como
queratindcitos e fibroblastos. Uma expressdo elevada de aCDase foi também observada
em biopsias de tecidos humanos com melanoma numa fase mais avangada da doenca.
Para além disso, foi observado que para niveis elevados de expressdo da aCDase, as
células do melanoma produzem proporcionalmente menores quantidades de ceramidas
do que os melandcitos (Realini et al., 2016). Os farmacos utlizados como terapia
adjuvante séo a cisplatina, taxol, dacarbazina, entre outros. Deste modo, os inibidores da
atividade enzimética da aCDase poderdo ser utilizados como adjuvantes na terapia do

melanoma avancado (Lai et al., 2017).

3.2 Anéalogos da Ceramida

Tal como referido anteriormente, uma das estratégias que tem vindo a ser utilizada para
aumentar o nivel de apoptose e reduzir o crescimento celular consiste no aumento indireto
do nivel intracelular de Cer por via farmacoldgica. Deste ponto de vista, a utilizacdo de
analogos da Cer enddgena também representaria uma possibilidade atrativa. No entanto,
a baixa solubilidade e biodisponibilidades dos analogos de Cer, especialmente ceramidas
com &cidos gordos de cadeia longa, levantam problemas na sua distribuicdo como agentes

quimioterapicos in vivo (Ponnusamy et al., 2010).

As ceramidas contém uma base esfingoide de cadeia longa, a Sph, que se encontra ligada
a um &cido gordo através de uma ligacdo amida. Uma caracteristica comum a todas as
ceramidas € a presenca da ligacdo dupla 4,5-trans no esqueleto da Sph. Deste modo, 0
desenvolvimento de andlogos de ceramida, tais como S18, PDMP e FTY720, recapitulou
esta caracteristica. Os segmentos 2-amino-1,3-propanediol ou 2-aminopropanol sdo

consideradas caracteristicas comuns dos analogos das ceramidas. Para aumentar a sua
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solubilidade em &gua, o &cido gordo da cadeia longa da Cer é substituido por &cidos
gordos de cadeia curta (e.g., acido acético, hexandico e octandico) com formacédo de
ceramidas C2-, C6- e C8-. (Fig. 9). Em varios estudos pré-clinicos, a exposi¢do das
células cancerigenas a ceramidas de cadeia curta resultou numa atividade anticancerigena

semelhante a obtida com o aumento do nivel de Cer enddgena (Liu et al., 2013)
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Figura 9: Estrutura da ceramida natural e de ceramidas sintéticas. D-erythro-C18-
ceramida (C18-Cer) e ceramidas de cadeia curta sintéticas, C2-Cer, C6-Cer e C8-Cer.

Figura retirada de Liu et al., 2009.

39



Ceramida e Ceramidase Acida: Importancia Fisiopatoldgica e Terapéutica

3.3 Inibidores da Ceramidase Acida

Segundo a literatura, os inibidores da aCDase sdo descritos como potentes compostos de
pequenas moléculas capazes de inibir a enzima in vivo (Pizzirani et al., 2013). NOE (N-
oleoylethanolamine) (Fig.10) foi o primeiro composto inibidor da aCDase usado em
estudos de biologia celular. Conhecido atualmente como uma molécula endocanabindide,
sabe-se que aumenta os niveis enddgenos de Cer e induz a apoptose em diferentes linhas
celulares. Possui baixa afinidade (0.5 M) e pouca seletividade, o que o exclui de qualquer
uso terapéutico. Em estudos posteriores, uma série de estruturas analogas do NOE foram
desenvolvidas e detalhadas segundo a relagdo estrutura-atividade (SAR), revelando
alguns desses analogos como inibidores mais potentes da atividade enzimética da aCDase
(Saied e Arenz, 2015).

Bielawska e colaboradores, em 2008, desenvolveram, um conjunto de analogos de
ceramida aromaética lipofilica como agentes anticarcinogénicos que aumentam 0s niveis
de ceramida enddgena e induzem a apoptose em diferentes linhas celulares. O (1S, 2R) -
D-erythro-2- (N-myristoylamino) -1-phenil-1-propanol (D-e-MAPP) (Fig.10) inibe
seletivamente a alkCDase isolada a partir do extrato de células de leucemia
promielocitica. (Saied e Arenz, 2015; Delgado et al., 2006). Adicionalmente, também

atua como inibidor seletivo no melanoma humano (Proksch et al., 2010).

B-13 (Fig. 10), analogo do D-e-MAPP, é um inibidor potente e seletivo inibidor da
atividade enzimatica da aCDase in vitro, sem atividade contra a alkCDase e a nCDase
(Bai et al., 2017). No melanoma humano, aumenta o nivel de Cer e induz a apoptose em
linhas celulares cancerigenas (Proksch et al., 2010). Resultados de vérios estudos
mostraram também que este composto é eficaz em induzir, em cerca de 90%, a apoptose
das células do cancro do célon e reduzir o crescimento do tumor no colon em ratinhos
(Canals et al., 2011). No entanto, o composto € uma molécula lipofilica neutra e, portanto,
ndo é capaz de se acumular de forma eficiente e especifica nos lisossomas, local onde a
aCDase reside. O mecanismo de inibicdo da aCDase ndo €, por isso, bem conhecido
(Proksch et al., 2010).
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N-oleoylethanolamine
[NOE)

Figura 10: Estruturas dos inibidores de 1? geracdo da aCDase. Figura extraida de

Proksch et al., 2010.

No sentido de melhorar a poténcia e a seletividade da inibicdo enzimatica da aCDase,
foram desenvolvidos uma primeira série de anélogos de LCL, incluindo o LCL204
(anélogo lisossomotrépico de B13) e o LCL85 (analogo mitocondotropico catidnico de
D-e-MAPP) (Fig.11). Estes apresentam maiores taxas de enriquecimento subcelular e
inibicdo in situ da aCDase geralmente maiores do que os compostos de origem. Em
células do cancro da mama e do cancro do c6lon, o LCL85 apresenta menor toxicidade e
um maior efeito inibitorio do crescimento celular quando comparado com o D-MAPP.
Adicionalmente, também sensibiliza as células do cancro da prostata a radiacdo e diminui
o crescimento do tumor. Relativamente ao LCL204, foi observado que induz o aumento
do nivel de Cer e diminui o nivel de Sph em células do cancro da préstata e que induz as
celulas do HNC a morte celular, in vitro e in vivo (Canals et al., 2011). Foi também
observado que induz a permeabilizacdo lisossomal e a degradacdo da aCDase (Proksch et
al., 2010).
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Figura 11: Estrutura da primeira série de analogos de LCL. LCL204 e LCL85 sao
analogos estruturalmente modificados de B13 e D-e-MAPP, respetivamente. Figura
retirada de Saied e Arenz, 2015.

LCL464, um representante da segunda série de analogos, inibe significativamente a
atividade lisossomal da aCDase em células MCF-7 (linha celular de cancro da mama),
com uma maior poténcia relativamente ao B13, mas mostrou inibir a aCDase apenas in
vitro (Saied e Arenz, 2015).

Como foi referido anteriormente, B13 ndo se acumula de forma eficiente nos lisossomas.
Para tentar ultrapassar este problema, Bai et al., desenvolveram um conjunto de pro-
farmacos N,N-dimethylglycine (DMG) -B13, entre eles, o LCL521, LCL522 e LCL596.
Em células MCF-7, todos os pro-farmacos DMG-B13 tém mostrado ser eficientes na
libertacdo do B13, sendo esta completa no caso dos mono-DMG-B13 (LCL522 e
LCL596) e menos eficiente com os derivados Di-DMG-B13 (LCL521). De facto, todos
os derivados DMG-B13 mostraram inibir a atividade enzimatica da aCDase e essa
inibicdo foi acompanhada da drastica diminui¢do de Sph, e de forma coincidente com o
aumento do nivel do B13 na forma livre (Bai et al., 2017). No entanto, o LCL521 mostrou
ser 0 analogo mais ativo porque inibe especificamente a atividade enzimatica da aCDase,
ao contario do observado com o LCL522 e o LCL596 que também inibem a atividade
enzimatica da alkCDase e da nCDase. A sua utilizacdo em combinacdo com a aplicacédo

de radiacdo ionizante previne a recidiva do tumor do cancro da prostata. No geral, a
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grande desvantagem destes inibidores é a sua baixa afinidade e poténcia. No entanto, o
desenvolvimento e caracterizacdo dos inibidores de 12 geracdo foram importantes para
explorar a potencialidade terapéutica da inibicdo da atividade enzimatica da aCDase
(Elojeimy et al., 2007; Proksch et al., 2010; Saied e Arenz, 2015).

Draper e colaboradores, em 2011, identificaram uma nova classe de compostos baseados
em quinolinona. O composto representativo desta classe é o Ceranib-2 (Fig. 12). Os
estudos efetuados com Ceranib-2 mostraram a sua capacidade de inibicao,
independentemente da dose, da atividade da aCDase em ensaios in vitro, bem como a
acumulacdo de ceramidas e a reducdo dos niveis de esfingosina e S1P. Além disso, a
utilizacdo de Ceranib-2, isolado ou em combinacdo com paclitaxel, inibe a proliferagdo
celular, interrompe o ciclo celular e o crescimento do tumor do ovario humano sem
supressdo hematoldgica ou sinais de toxicidade. (Draper et al., 2011; Saied e Arenz,
2015).

Pizzirani et al., identificaram e caracterizaram 2,4-dioxopirimidina-1-carboxamida como
uma nova classe de pequenas moléculas inibidoras da aCDase. Concluiram que o0s
derivados de uracilo sdo criticos na inibicdo da atividade enzimatica da aCDas. Esta
observagao desencadeou o0 aparecimento do primeiro inibidor nanomolar desta enzima.
Esta classe atua sinergicamente com farmacos anti-neoplasicos, como 5-fluorouracilo (5-
FU) e taxol, inibindo a proliferacdo das células cancerigenas (Pizzirani et al., 2013).
Através de estudos preliminares, o0 mesmo grupo identificou Carmofur (Fig. 12) como o
primeiro inibidor nanomolar da atividade da aCDase usado clinicamente no tratamento
do cancro colo-retal. E um pro-farmaco que liberta 5-FU para inibir a timidilato sintase.
A sua capacidade de interferir com atividade da enzima é uma acdo essencial para 0s seus
efeitos anti-proliferativos, aumentando os niveis de ceramida intracelular in vivo e in vitro
(Pizzirani et al., 2013). Deste modo, a sua modulacdo estrutural podera possibilitar, no
futuro, o aumento da eficécia terapéutica de farmacos antitumorais padréo (Realini et al,
2013; Saied e Arenz, 2015).

O mesmo grupo de investigadores identificou uma nova classe de benzoxazolona

carboxamidas, como os primeiros inibidores potentes e sisteméaticos da aCDase
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intracelular. Esta classe de compostos é caracterizada por inibir a atividade da aCDase
através de uma ligacdo covalente (via S-acilacdo) a cisteina catalitica (Cys-143) da
enzima (Bach et al., 2015). Com os estudos SAR da benzoxazinolona 3-carboxamida, foi
concluido que a 3-carboxamida é componente estrutural obrigatorio para a inibi¢do da
atividade enzimatica e que a introducdo de um grupo p-fluorofenilo no anel de
benzoxazinolona € vantajosa porque aumenta a estabilidade do composto (Pizzirani et al.,
2015). Um dos compostos analogos desenvolvidos durante esses estudos, 17a (Fig. 12),
mostrou ser eficiente na inibicdo da aCDase, com elevada estabilidade. Verificou-se ser
eficaz nas células cancerigenas do colon, aumentando o nivel intracelular de Cer e
diminuindo o nivel de Sph (Saied e Arenz, 2015).

Fz Nj}]\ﬁf\m 0 /\/\Q
o O

Carmofur: R=H
Ceranib-2 28a: R =CO0OMe 17a

Figura 12: Selecdo de inibidores de 22 geracdo da aCDase. Figura extraida de Saied e
Arenz, 2015.

A pesquisa de novos inibidores da atividade enzimética da aCDase, com uma poténcia e
seletividade superior, baseiam-se em estudos de SAR que implicam a utilizacdo de
ensaios enzimaticos. Varios ensaios foram desenvolvidos para determinar a atividade
enzimética da aCDase, tanto in vitro como in vivo. Um dos ensaios mais comuns e
originalmente usado na identificacdo do défice enzimatico na doenga de Farberconsiste
na utilizacdo de ceramidas marcadas radioativamente. Uma alternativa a este tipo de
ensaios sdo 0s ensaios espectroscopicos de fluorescéncia, que determinam a atividade

enzimatica da aCDase monitorizando, por fluorimetria, a libertagcdo, apos hidrolise, da
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molécula fluorescente do substrato, por exemplo o Cer-C12-BODIPY. A grande
vantagem da fluorescéncia ndo é apenas evitar a utilizacdo de compostos radioativos, mas
também a possibilidade de combinar esses ensaios com a analise semi-automatica através
de HPLC (High-performance liquid chromatography). No entanto, esta semi-automacéo
ndo estd adaptada para permitir o estudo, em simultdneo, de muitas amostras e,
subsequentemente, a avaliacdo da capacidade inibitoria de varios compostos. Outra
desvantagem inerente a de susbstratos sintéticos para monitorizar a atividade da aCDase
prende-se com o facto de estes poderem conduzir a resultados discrepantes daqueles que
seriam obtidos com substratos naturais. Outra alternativa para a determinacdo da
atividade enzimética da aCDase € usar a ceramida natural como substrato. Neste tipo de
ensaios, a atividade ceramidase pode ser detetada a partir da intensidade de emissédo
fluorescente da esfingosina produzida, depois da sua derivatizacdo com compostos
fluorescentes (Bernardo et al., 1995; Saied e Arenz, 2015). Recentemente foram
desenvolvidas sondas baseadas na atividade do composto inibidor Carmofur para
visualizacdo (com fluorescéncia) e identificacdo (biotinilado) da atividade da aCDase

humana (Ouairy et al., 2015).

3.4 Sobre-expressdo da ceramidase acida

3.4.1 Doenca de Farber

A Doenca de Farber (DF), também conhecida por lipogranulomatose, é uma doenca rara
e fatal. Foi descrita pela primeira vez em 1957, por Sidney Farber, como um transtorno
metabolico hereditario (Farber et al., 1957). Até agora, a doenca foi identificada em
apenas 80 pessoas em todo 0 mundo (Coant et al., 2017). O respetivo défice enzimatico
de aCDase foi demonstrado em 1972, por Sugita et al., em tecidos post mortem de dois
doentes com DF e em fibroblastos da pele cultivados ou glébulos brancos do sangue
periférico de outros doentes. As amostras bioldgicas foram incubadas com ceramida
radioativa e a analise comparativa com amostras controlo mostrou que as células dos
doentes ndo degradavam a ceramida exdgena marcada radioativamente, ao contrario do
que era observada em ceélulas controlo de individuos clinicamente ndo afetados com a

doenga. A maioria da ceramida radioativa foi observada na fracdo lisossomal,
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confirmando, assim, tratar-se de um défice enzimatico lisossomal e permitindo definir a
DF como uma DLS (Sugita et al., 1972).

A DF é uma doenca autossémica recessiva causada por mutacfes no gene ASAH1 que
codifica a aCDase. A aCDase € uma enzima lisossomal soltvel responsavel por degradar
a ceramida. Baixos niveis da atividade de aCDase (<10%) resultam numa acumulacao
progressiva de Cer nos tecidos, nomeadamente a nivel do coracéo, figado, rim e bago
(Fig. 13). Esta doenca é caracterizada pela triade de sintomas correspondentes a
deformacdo articular, responsavel por fortes dores nas articulacdes e tenddes, rouquidédo
progressiva, e desenvolvimento de nddulos subcutaneos. Os doentes podem apresentar
esplenomegalia, linfocitose e excesso de infiltracdo de macréfagos para varios 6rgdos. A
doenca afeta principalmente criancas. Os sintomas aparecem, geralmente, poucos meses
ap0s 0 nascimento e continuam a acentuar-se progressivamente, com alterac@es cardiacas,
envolvimento neuroldgico e insuficiéncia respiratéria, conduzindo frequentemente a
morte durante os primeiros anos de vida (Sands, 2013). A DF compreende aparenta ter
trés subtipos clinicos principais: a forma classica da doenca, com envolvimento
neuroldgico, em que os doentes apresentam um inicio precoce de sintomas, geralmente a
partir dos 3-6 meses de idade, e morrem entre o primeiro e terceiro ano de vida; a forma
intermédia na qual predominam as dores articulares e o0 sistema nervoso central ndo esta
necessariamente afetado; e a forma mais suave em que os doentes apresentam sintomas
menos graves, sem envolvimento neuroldgico e podem sobreviver até a idade adulta
(Sands, 2013; Schuchman, 2016). O transplante de células estaminais hematopoiéticas é
0 Unico tratamento atualmente disponivel para esta doenca, mas nao é consistentemente
bem-sucedido (Dworski et al., 2016). Este tratamento reduz a dor e, em alguns casos, 0s
nodulos desaparecem, aumentando a mobilidade. No entanto, ndo previne o

deterioramento progressivo neuroldgico (Schuchman, 2016).
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Palmitoyl-CoA + L-Serine

ACDase

= Tumor marker
= Tumor resistance

Ceramide
Synthetic enzymes

Farber disease

Ceramide
= Lipid raft integrity
Sphingomyelin < > = Inflammgtion l_’ Sphingosine + fatty acid
= Apoptosis

= Metabolic syndrome
= Differentiation

I

Glycosphingolipids

Figura 13: O bindmio ceramida/ceramidase acida na doenga de Farber. A deficiente
atividade enzimaética da aCDase resulta na acumulacdo de ceramida que esta associada a
Doenca de Farber. Figura extraida de Sands, 2013.

O diagnostico da DF pode ser efetuado através da determinacdo da atividade da aCDase
e/ou identificacdo de mutacBes patogénicas através da sequenciacdo do gene ASAH1. A
atividade da enzima é determinada em leucdcitos isolados a partir de sangue periférico
ou a partir de culturas de fibroblastos da pele obtidos por bidpsia. No entanto, a DF pode
estar subdiagnosticada uma vez que o reduzido nimero de casos clinicos descritos até a
data ndo permite estabelecer um historial alargado a formas atipicas da doenca que, desse
modo, ndo serdo identificadas. Por outro lado, as alteragOes articulares que se observam
na DF podem ser confundidas com a artrite juvenil idiopatica (JIA). De facto, cerca de
36% de casos de doentes com DF foram inicialmente diagnosticados com JIA (Hugle et
al., 2014).
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Tabela 3: Caracteristicas clinicas da doenca de Farber e da Artrite Juvenil Idiopatica *.

Doenca de Farber
Doenga progressiva

Aurticulacdes grandes e pequenas afetadas,

com simetria bilateral

Primeiros sintomas geralmente antes do

primeiro ano de idade

No6dulos subcutaneos multiplos

Dor nas articulacdes é a dor predominante

Outros sintomas: voz rouca, hepatomegalia,

esplenomegalia e uveite cronica

! Tabela adaptada de Hugle et al., 2014.

3.4.2 Papel na Fibrose Cistica

Artrite Juvenil Idiopética
Doenca episodica

Avrticulacdes afetadas de forma irregular

Sintomas antes do primeiro ano de vida é

muito raro

Presenca de nddulos € muito raro (com
excecao de adolescentes seropositivos de
artrite)

Dor nas articulagcdes em criancas € raro

Outro sintoma: uveite crénica

A Fibrose Cistica (CF) é uma doenca hereditaria com transmissdo autossdmica recessiva.

Esta doenca é causada por mutacdes no gene CFTR (regulador de condutancia

transmembranar da fibrose cistica), resultando em complicacdes pulmonares e intestinais.

Na CF, a doenga pulmonar é a causa mais prevalente de morbilidade e mortalidade e

inclui infe¢Bes agudas e cronicas com varios patogeneos. Esta doenca € caracterizada pela

inflamacdo crénica das vias aéreas com desequilibrios entre as citoquinas (Schuchman,

2016).
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Vaérios estudos demonstraram que a deficiéncia no CFTR resulta numa acumulagéo de
Cer nos bronquios, traqueia, intestinos, células epiteliais nasais e macrofagos alveolares
de doentes com CF. A acumulacdo de ceramidas contribui para a vasoconstricdo
pulmonar mediada pelo CFTR e a perda da funcdo do CFTR prejudica a funcdo da
barreira das células endoteliais do pulmdo e aumenta a suscetibilidade ao dano
microvascular causado pelo fumo do cigarro (Shuchman, 2016). Mais de 80% de doentes
adultos com CF estdo infetados com P.aeruginosa. Nas vias aéreas destes doentes, o nivel
de Cer esta aumentado e observa-se uma diminui¢do da Sph. Foi também demonstrado
que um nivel adequado de Cer e Sph defende e protege contra a infecdo por P.aeruginosa.
Neste caso, a terapia com aCDase pode simultaneamente restaurar o balango entre estas
moléculas esfingolipidicas, ou seja, diminuir a Cer e aumentar a Sph de modo a corrigir
a infecciosidade e reduzir a inflamacdo crénica. Os doentes com a DF tém maior
probabilidade de adquirir infegdes pulmonares. Pode ser interessante estudar a funcgdo da
CFTR em doentes de Farber ja que € a insuficiéncia respiratoria que, geralmente, conduz
a morte (Schuchman, 2016).

3.4.3 Medicamento-6rfao

Cerca de 30 milhdes de pessoas que vivem na Unido Europeu sofrem de uma doenca rara.
A Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) desempenha um papel central na
promocdo do desenvolvimento de medicamentos para doencas raras, denominados de
medicamentos 6rfdos, bem como na autorizacdo para a sua comercializagdo. De acordo
com a EMA, o investimento necessario a investigacdo de medicamentos para tratar
doencas raras pode ser desproporcionado em relacdo ao retorno esperado do ponto de
vista econdmico, por ser destinado a um numero restrito de doentes. Segundo o 3° artigo
do Regulamento CE n.° 141/2000, “um medicamento 6rfao € aquele que se destina ao
diagnostico, prevencgdo ou tratamento de uma patologia que ponha a vida em perigo, seja
cronicamente debilitante e que afete até cinco em cada 10 mil pessoas, ou uma patologia
que ponha a vida em perigo, seja gravemente debilitante ou seja grave e cronica, sendo
pouco provavel que, sem incentivos, a comercializacdo desse medicamento possa gerar
receitas que justifiquem o investimento necessario”. Este artigo veio criar incentivos a

investigacdo e desenvolvimento de medicamentos 6rfdos, assim como a sua introducao
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no mercado, contribuindo de forma significativa para o aumento da investigacdo na area

das doengas raras.

Atualmente, a forma recombinante da ceramidase acida humana, conhecida por RVT-
801, encontra-se em fase de avaliacdo pré-clinica. E considerada um medicamento-6rf4o
que podera ser utilizado no tratamento da doenca de Farber. Este medicamento orfao
podera ter outras aplicacGes, nomeadamente nas situacdes clinicas em que a diminuicao
da atividade enzimatica de aCDase esteja secundariamente implicada na patogenese da
doenca, como é o caso da fibrose cistica, e em situa¢des venham a ser identificadas, no
futuro, e que beneficiem deste tipo de terapia de substituicdo enzimatica (Schuchman,
2016).
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I11.  Conclusao e perspetivas futuras

O estudo da aCDase teve inicio hd mais de 50 anos por um pequeno grupo de bioquimicos
que investigaram os principios basicos do metabolismo dos ESLs. A sua importancia no
metabolismo da Cer tem sido explorada desde ent&o, com impacto significativo no avango
do conhecimento sobre a importancia da Cer / aCDase na fisiologia celular. A
desregulacdo primaria do metabolismo dos ESLs esta associado a um grupo de patologias
graves, as Esfingolipidoses. No entanto, a desregulacdo secundaria desse metabolismo
tem sido implicada em doencas diversas, tais como a doenca de Alzheimer, diabetes tipo
2, doencas cardiovasculares e o cancro (Schuchman, 2016).

A aCDase é uma enzima que hidrolisa a Cer em Sph e &cido gordo. A Sph pode,
subsequentemente, ser convertida em S1P por acdo da esfingosina cinase. AlteracGes na
atividade enzimaética da aCDase podem ter impacto no nivel de equilibrio de Cer/S1P.
Como esta razdo funciona como um sensor intracelular, a alteracdo no nivel intracelular
de Cer ou S1P pode determinar o destino da célula. Deste ponto de vista, a Cer atua como
molécula pré-apdptica e a S1IP como molécula anti-apoptdtica. Também por isso, a
aCDase tem sido investigada como um alvo promissor do tratamento do cancro, uma vez
que a sua inibicdo sensibiliza as células tumorais a acdo dos agentes terapéuticos
convencionais, reduz o crescimento tumoral e previne as recidivas. Neste ambito, os
estudos de identificacdo e caracterizacdo de analogos da Cer e de inibidores da atividade
enzimatica da aCDase tem suscitado especial interesse, constituindo atualmente uma area
ativa e exponencialmente crescente da investigacdo do cancro. A possibilidade oposta,
representada pelo aumento da atividade enzimatica sob a forma de aCDase recombinante,
tem sido igualmente investigada para o tratamento de doencas caracterizadas por défice
de atividade enzimatica da aCDase, como é o caso da Esfingolipidose conhecida por
doenca de Farber. Apesar da aCDase ser uma enzima soluvel, a tecnologia da aCDase
recombinante ainda é muito recente. Estes estudos encontram-se em fase pré-clinica, mas
os investigadores acreditam que a sua continuidade trara resultados promissores (Coant
et al., 2017; Gangoiti et al., 2010; Gault et al., 2010; Hannun e Obeid, 2011; Holthuis e
Igarashi, 2014; Schuchman, 2016).
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Em concluséo, a modulagéo da atividade enzimatica da aCDase representa uma estratégia
promissora na terapia de doengas que apresentem alteragfes no metabolismo da Cer,
designadamente a nivel da etapa catalisada por esta enzima. Essa estratégia combinada
com os padrdes terapéuticos atuais deverdo resultar na diminuicdo da morbilidade e
mortalidade e, subsequentemente, na melhoria da qualidade de vida dos doentes afetados

com essas doencas.

A continuidade da investigacdo nesta area devera permitir uma melhor compreenséo
acerca, por exemplo, da importancia bioldgica dos diferentes tipos de ceramidas, e seus
derivados, e da sua localizag&o subcelular, dos mecanismos de acdo dos inibidores da
atividade enzimatica da aCDase, bem como da importancia destes ESLs como
biomarcadores de processos patoldgicos. Futuramente, a aCDase recombinante pode vir
a ser utlizada como agente anti-infeccioso noutros contextos distintos da fibrose cistica,

incluindo doentes imunodeprimidos, sépsis ou com feridas abertas (Schuchman, 2016).
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