Ana Catarina Sousa Barbosa

Abordagens terapéuticas em doengas hereditarias do metabolismo dos esfingolipidos

UNIVERSIDADE FERNANDO PESSOA
Faculdade das Ciéncias da Saude

Porto, 2011






Ana Catarina Sousa Barbosa

Abordagens terapéuticas em doengas hereditarias do metabolismo dos esfingolipidos

UNIVERSIDADE FERNANDO PESSOA
Faculdade das Ciéncias da Saude

Porto, 2011



Ana Catarina Sousa Barbosa

Abordagens terapéuticas em doencas hereditarias do metabolismo dos esfingolipidos

Eu, Ana Catarina Sousa Barbosa atesto a originalidade deste trabalho

«Trabalho apresentado a
Universidade Fernando Pessoa
como parte dos requisitos para
obtencdo do grau de Mestrado
Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas»






Abordagens terapéuticas em doengas hereditarias do metabolismo dos esfingolipidos

Resumo

Os esfingolipidos sdo lipidos existentes na membrana plasmatica de todas as células
eucaridticas, sendo especialmente abundantes nas células do sistema nervoso. A sua
sintese inicia-se no reticulo endoplasmético e termina no complexo de Golgi. As
moléculas s&o depois integradas na membrana plasmatica e posteriormente endocitadas
e degradadas ao nivel do lisossoma. Para além da sua funcdo estrutural, estas moléculas
tém sido envolvidas em processos de biossinalizacdo e associadas a eventos celulares
diversos, nomeadamente crescimento e diferenciacdo, apoptose, inflamagdo e
angiogénese. A importancia dum nivel adequado de esfingolipidos para o bom
funcionamento das células neuronais é ilustrada pela existéncia dum conjunto de
doencas hereditarias metabdlicas neurodegenerativas conhecidas por Esfingolipidoses.
Estas patologias sdo causadas por mutacdes em genes que codificam enzimas
lisossomais que estdo envolvidas no catabolismo dos esfingolipidos, o que origina a
acumulacdo intralisossomal do respectivo substrato. Apesar dos avancos significativos
que se registaram nas ultimas decadas ao nivel da caracterizacdo do defeito primario das
Esfingolipidoses (desde a caracterizacdo do tipo de substrato, a identificacdo do gene e
da proteina) pouco se sabe, ainda, acerca das consequéncias celulares a jusante do
defeito priméario. No entanto, varias abordagens terapéuticas tém sido investigadas,
algumas das quais revelando resultados promissores para a cura destas doencas. Assim,
este trabalho descreve a estrutura, a funcdo e o metabolismo dos esfingolipidos,
relacionando o bloqueio de etapas especificas do seu catabolismo lisossomal com o
aparecimento de Esfingolipidoses. As diversas estratégias terapéuticas, presentemente

em fase experimental ou em fase clinica, sdo revistas e discutidas de forma prospectiva.
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Abstract

The sphingolipids are lipids that exist in the plasma membrane of all eukaryotic cells,
being especially abundant in cells of the nervous system. The synthesis starts in the
endoplasmic reticulum and ends in the Golgi complex. The molecules are then
integrated into the surface of the plasma membrane as integral components, and then
endocyted and degraded at the lysosome. In addition to its structural function, these
molecules have been implicated in processes of biosignaling and associated with
various cellular events, including growth and differentiation, apoptosis, inflammation
and angiogenesis. The importance of an adequate level of sphingolipids for the proper
functioning of neuronal cells is illustrated by the existence of a group of
neurodegenerative hereditary metabolic diseases known as Sphingolipidoses. These
diseases are caused by mutations in genes coding for enzymes involved in the
catabolism of sphingolipids, which leads to the intralysosomal accumulation of its
substrate. Despite significant advances that have occurred in recent decades in terms of
characterization of the primary defect of Sphingolipidoses (from the characterization of
the substrate to the identification of the gene and the protein) little is known about the
consequences for the cell downstream of the primary defect. However, several
therapeutic approaches have been investigated, some of which reveal promising results
for the cure of these diseases. Thus, this work describes the structure, function and
metabolism of sphingolipids, and relates the blockage of specific steps of lysosomal
catabolism with the respective Sphingolipidosis. The various therapeutic strategies,
presently in the experimental or clinical stage, are reviewed and discussed on a

prospective basis.
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Os organismos multicelulares complexos possuem milhares de células, as quais
desempenham funcées diversas consoante o local onde se encontram. Assim, sabendo
que o bom funcionamento celular é crucial para a homeostasia de um ser humano, é
facil perceber que qualquer dano ou alteragdo no seu metabolismo provocara
disfuncbes, que podem ser reversiveis ou irreversiveis, e eventualmente causar

alteragOes celulares graves com implicacOes patoldgicas.

Neste trabalho descreve-se a estrutura e a funcdo de uma classe especifica de
moléculas lipidicas, os esfingolipidos, relacionando-se a disfuncdo ao nivel do seu
catabolismo lisossomal com o aparecimento e tratamento de doencas hereditarias
metabdlicas graves conhecidas por Esfingolipidoses.

Os esfingolipidos sdo constituidos por um grupo esfingoide, uma molécula de acido
gordo e um grupo polar. Em células humanas foram identificadas mais de 60
esfingolipidos, tratando-se, por isso, de um grupo de moléculas estruturalmente diverso.
Os esfingolipidos sdo especialmente abundantes nas membranas dos neuronios, pelo
que a sua funcdo devera ser de particular relevancia para o bom funcionamento dessas
células. Contudo, a sua fungdo exacta ndo é ainda conhecida. No entanto, sabe-se que,
para além da sua funcdo estrutural, alguns esfingolipidos constituem locais de
reconhecimento na superficie celular e, nas ultimas décadas, eles tém sido implicados
em processos de sinalizacdo intracelular. Estas moléculas caracterizam-se por um
metabolismo complexo, envolvendo a participacdo de diversas enzimas localizadas em
varios organelos e estruturas celulares, nomeadamente no reticulo endoplasmatico e no
complexo de Golgi, membrana plasmatica e lisossoma. O catabolismo ocorre na
presenca de hidrolases acidas lisossomais. O bloqueio enzimatico numa das etapas
desse catabolismo origina a acumulacdo do substrato lipidico respectivo, dando origem
a uma Esfingolipidose especifica. A maioria destas patologias apresenta um padrdo de
transmissdo autossomico recessivo, integrando o grupo das doencas hereditarias
metabolicas. Apesar dos avangos registados no conhecimento do defeito bioquimico e
das causas genéticas das Esfingolipidoses o que, subsequentemente, permitiu o
desenvolvimento de testes bioquimicos e genéticos especificos para a identificacdo
destas doencas, presentemente ndo € ainda possivel intervir em termos terapéuticos
sobre o defeito primario de todas essas doencas. No entanto, varias abordagens tém sido

estudadas desde o final da década de 90, e algumas tém-se revelado relativamente
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eficazes em Esfingolipidoses sem envolvimento neuronal, impedindo a progressao da
doenca e permitindo até, em alguns casos, a reversdo dos sintomas e sinais clinicos.
Neste dominio, a caracterizacdo de modelos naturais e artificiais tem proporcionado

avancos significativos e promissores.

Neste contexto, o presente trabalho foi elaborado com o objectivo de reunir a
informacao relevante sobre as potencialidades das diferentes abordagens terapéuticas
actualmente conhecidas para o tratamento das Esfingolipidoses. Para a sua
concretizacao foi efectuada uma revisdo bibliografica reportada as Gltimas trés décadas,
0 que permitiu reunir informacdo ndo s6 para definir o estado da arte sobre o tema como
também perspectivar novos rumos da investigagdo ao nivel do tratamento destas

patologias.
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Capitulo 11

Desenvolvimento
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1) Esfingolipidos: Estrutura, fungdo e metabolismo

Os esfingolipidos (ESLs) foram descobertos ha mais de um século em amostras de
cerebro (revisto em Sourkes, 1995). Desde entdo diversas espécies de esfingolipidos
foram identificadas e caracterizadas quimicamente. De facto, os esfingolipidos formam
uma classe quimicamente heterogénea de lipidos que apresentam propriedades
estruturais e biofisicas conservadas desde os fungos até aos mamiferos (Delgado et al.,
2007). Estas moléculas sdo particularmente abundantes nas membranas plasmaticas das
células eucaridticas onde representam, 10-20% dos lipidos totais (Sillence e Platt,
2003).

Estrutura e fungdo

Os ESLs séo constituidos por 3 componentes:

- Uma base esfingoide, que pode variar no comprimento e no grau de saturacao, de
hidroxilacdo e de ramificacdo. Nos humanos, a base esfingdide mais comum € a

esfingosina;

- Um &cido gordo que estabelece uma ligacdo amida com o grupo amino da base
esfingoide. Dependendo do tipo celular, podem ser observadas variagdes quanto ao seu
comprimento, grau de saturacdo e de hidroxilacdo. As espécies mais abundantes sao
acidos gordos longos e saturados, sendo por vezes insaturados no C-15 ou hidroxilados
no C-2;

- Um grupo polar, o qual define o tipo de esfingolipido.

As ceramidas sdo os ESLs mais simples e formam-se por N-acilacdo de bases
esfingdides com uma grande variedade de acidos gordos, sendo que 0s mais comuns nos
mamiferos sdo os acidos gordos C18 e C20. Os esfingolipidos mais complexos sao
glicoesfingolipidos (GESLs) que se formam pela ligacdo de uma ou mais oses a

ceramida.
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A estrutura dos esfingolipidos mais comuns € apresentada na Figura 1. A ceramida é
a base de todos os ESLs mais complexos que sdo formados por ligagdo de grupos
distintos ao C-1. Quando este grupo é a fosforilcolina, o ESL designa-se esfingomielina
(SM). A ligagdo de uma molécula de glucose ou de uma molécula de galactose constitui
0 primeiro passo para a formacao dos esfingolipidos complexos, ou seja, 0s GESLS tais
como a glucosilceramida (GlcCer) (revisto em Degroote et al., 2004; Delgado et al.,
2007; revisto em Huwiler et al., 2000). Os gangliosideos sdo uma subclasse de GESLSs
que contém um residuo de &cido sidlico (maioritariamente &cido N-acetil neuraminico)

no segmento da molécula correspondente ao carbohidrato.

OH OX

T
CiaHy7 -

NHR
sphingosine (Sph); X=R=H
sphingosine phosphate (SphP): X=P0O.H,, R=H
ceramide (Cer). X=H, R=C0OC,:H;;,
ceramide phosphate (CerP): X=PO;H,, R=COC H;,
sphingomyelin (SM). X=P(0)0,(CH;);N(CH3};, R=COC;5;Ha;

HO  OH

glucosylceramide (GlcCer): X= E -1QH  R=C0OC,sH3,

OH

Figura 1 — Caracteristicas estruturais das moléculas esfingolipidicas mais abundantes

em ceélulas de mamiferos. Figura extraida de Delgado et al. (2007).

A diversidade estrutural que se observa ao nivel deste grupo de moléculas lipidicas
sugere uma consideravel heterogeneidade funcional. De facto, para além do seu papel
estrutural ao nivel da membrana plasmatica, estas moléculas também estdo envolvidas
em eventos de biossinalizacdo, nomedamente a ceramida, a esfingosina e 0s respectivos

derivados fosforilados, isto €, a ceramida-1-fosfato e a esfingosina-1-fosfato.

Ao nivel da membrana plasmatica, os ESLs tém sido implicados em processos
diversos tais como o crescimento, diferenciacdo e adesdo celulares, apoptose,

ontogénese, angiogénese, reconhecimento de certas toxinas, virus e bactérias, etc.
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(revisto em Kolter e Sandhoff, 2006). Vérios estudos sugerem que na membrana
plasmatica, os ESLs integram microdominios especificos ricos em proteinas ancoradas a
glicosilfosfatidilinositol, esfingomielina e colesterol. Estes microdominios s&o
conhecidos por lipid rafts. No caso de incorporarem proteinas designadas por
caveolinas, estes microdominios passam a designar-se por cavéolas. Por conseguinte, é
possivel que os ESLs que integram estes dominios membranares especificos se
encontrem particularmente envolvidos nos processos celulares acima mencionados. De
facto, a ceramida dos lipid rafts em associacdo com outros lipidos e com o colesterol
influencia as propriedades biofisicas das membranas, nomeadamente quanto ao nivel de
concentracdo e oligomerizacdo de proteinas especificas (Simons e Gerl, 2010; Staubach
e Hanisch, 2011). Adicionalmente, os ESLs também tém sido implicados na regulacdo
da actividade de proteinas membranares especificas. Por exemplo, a auséncia de um
GESL complexo, o gangliosideo Gwms, in vivo, leva ao aumento da fosforilagdo do
receptor da insulina, potenciando a sua actividade. Mais recentemente, esfingolipidos
especificos, nomeadamente as ceramidas, da camada mais externa da pele, tém sido
associados ao aumento da impermeabilizacdo a agua (revisto em Kolter e Sandhoff,
2006).

Pelo facto dos ESLs serem moléculas funcionalmente multifacetadas, elas tém sido
implicadas em processos patoldgicos de etiologia diversa para além dos distdrbios
provocadas por alteracdes especificas no seu catabolismo lisossomal. Em doencas
infecciosas, 0s ESLs apresentam-se como receptores de patogénios e podem controlar a
infeccdo e a defesa do hospedeiro. No sistema imunitario, os GESLs desempenham o
papel de antigénios (sistema ABO), mas podem também estimular a producdo de auto-
anticorpos na fase de pos-infeccdo em doencas auto-imunes como o Sindrome Guillain-
Barré ou no Sindrome Miller-Fisher pois actuam como ligandos das moléculas CD1d de

células T especificas (células NKT) (revisto em Kolter e Sandhoff, 2006).

Adicionalmente, moléculas especificas esfingolipidicas também tém sido
implicadas na oncogénese e no aparecimento e na progressdo de doencas
cardiovasculares, da obesidade e de infeccGes virais (Delgado et al., 2007; Watts, 2003).

Contudo, o seu mecanismo molecular exacto ainda ndo é conhecido.
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Metabolismo

Nas células de mamiferos, a ceramida possui um papel importante na biossintese dos
ESLs, podendo ser produzida pela via anabdlica ou sintese de novo, pela degradacao da
esfingomielina ou pelo catabolismo de GESLs. A Figura 2 ilustra as principais vias de
sintese e de degradacdo dos ESLs, as etapas de inter-relacdo entre estas duas vias, bem

como a compartimentagdo celular do metabolismo destas moléculas.

Sphingomyelin ——— = Ceramide GSL
acid
{Flip) Sphingomyelinase ] Plasma membrane

Sphingomyelin

neutral Endocytosis
Sphingomyelinase
'

Ceramide ——= signal?

% Exocytosis

GSL Sphingomyelin

Sphingosine A 4 ggg; ats GSL Sphingomyelin
GlcCer Ceramide
a )
L GlcCer -<——— Ceramide
Sphingosine- Lysosoma
1-phosphate Ceramide
i Lyage o \I i
|
degradation Endoplasmic ! Ceramide =——  Sphingosine Sphingosine
Reticulum |

' Dihydroceramide

_}I
L-Serin + PalmitoylCoA

Figura 2 — Biossintese dos esfingolipidos nas células de mamiferos. Figura extraida
de em Huwiller et al. (2000).

A primeira etapa da via de formacdo da ceramida ocorre na face citoplasmatica da
membrana do reticulo endoplasmatica a partir da condensacdo da serina e da palmitoil-
CoA, catalisada pela enzima serina palmitoil transferase, em 3-cetoesfinganina
(precursor de todas as bases esfingdides). Esta enzima catalisa a etapa limitante desta

via biossintética representando, por isso, um importante ponto de regulacdo. No entanto,
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0 seu mecanismo de regulacdo ainda ndo esta completamente esclarecido. Em seguida, a
3-cetoesfinganina € reduzida a D-eritro-esfinganina pela 3-cetoesfinganina redutase
numa reaccdo dependente do NADPH. Seguidamente, a esfinganina é acilada a
dihidroceramida pela enzima esfinganina N-aciltransferase. A desnaturacdo da
dihidroceramida a ceramida é catalisada pela dihidroceramida transferase. Todas as
enzimas implicadas na sintese a ceramida estdo localizadas no RE. A ceramida é o
precursor comum da esfingomielina e dos glicoesfingolipidos, ambos sintetizados no
complexo de Golgi (CG). A ceramida € transferida para o CG com a ajuda duma
proteina de transferéncia especifica. As reaccbes de glicosilacdo subsequentes sdo
catalisadas por glicotransferases do complexo de Golgi (revisto em Degroote et al.,
2004; revisto em Huwiler et al., 2000).

Muitos dos glicolipidos séo derivados estruturalmente e biossinteticamente da
GlcCer. Nesta molécula, o residuo de glucose faz ligacdo B-glicosidica & posicdo 1 da
ceramida atraves da accdo da glucosiltransferase que utiliza a UDP-glucose como dador
do grupo glicosilo. Esta enzima esta localizada na parte citosélica do CG. Aqui a Glc-
Cer pode atingir directamente a membrana plasmatica por transporte directo ou pode ser
modificada por glicosilacdo no CG. A lactosilceramida (LacCer), ¢ formada pela
transferéncia de uma por¢do de galatose da UDP-Gal para a Glc-Cer catalizada pela
galactosiltransferase 1. A formacdo da LacCer e as reac¢fes subsequentes ocorrem na
parte luminal do CG. Assim, a GlcCer é usada na sintese de outros glicolipidos
estruturalmente mais complexos. A adicdo sequencial de residuos osidicos a LacCer
leva a formacdo dos gangliosideos, que possuem um ou mais residuos de acido sialico
(revisto em Degroote et al., 2004; revisto em Huwiler et al., 2000). Os glicolipidos de
série-gala sdo os unicos glicolipidos que sdo estruturalmente e biossinteticamente
derivados da galactosilceramida em vez da glicosilceramida. Estes glicolipidos,
especialmente a galactosilceramida (GalCer) e sulfatideo (GalCer-3-sulfato), existem
em grande concentracdo em espacos multilamelares das bainhas de mielina, rodeando os
axonios das células neuronais. Esta reaccéo € catalisada por uma proteina membranar do

limen do RE (revisto em Degroote et al., 2004; revisto em Huwiler et al., 2000).

No caso da sintese da SM, a reaccdo é catalisada pela enzima esfingomielina sintase,

a qual promove a transferéncia da fosfocolina da fosfatidilcolina para o grupo hidroxilo
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da ceramida originando a esfingomielina e o 1,2-diacilglicerol (DAG) (revisto em
Degroote et al., 2004; revisto em Huwiler et al., 2000).

Relativamente ao catabolismo dos ESLs, este ocorre no sistema endolisossomal com
excepcdo da SM cuja hidrélise em ceramida pode ocorrer em diversos compartimentos
celulares. Até a data foram descritos varios tipos de esfingomielinases que diferem,
nomeadamente, quanto a dependéncia de cofactores e a localizagdo subcelular (Tabela
1). A hidrélise da SM da membrana plasmatica ocorre em resposta, por exemplo, a
moléculas indutoras de stress como citoquinas pro-inflamatérias, ou moléculas
indutoras de diferenciacdo celular. A ceramida produzida pode ser usada posteriormente
na sintese de SM, razdo pela qual esta inter-conversdo entre a SM e a ceramida é
conhecida por ciclo da esfingomielina (revisto em Huwiller et al., 2000; Levade et al.,
1999).

Tabela 1 - Classificacdo dos diferentes tipos de esfingomielinases.

Esfingomielinases Localizacéo Celular
SMase acida Lisossoma
SMase neutra (Mg?* dependente) Membrana Plasmatica
SMase neutra (Mg?* independente) Mielina e citosol
SMase neutra Mg?*-DTT Células de rato
SMase neutra Cromatina
SMase (Zn** dependente) Soro
SMase alcalina Aparelho digestivo

SMase, Esfingomielinase; Mg, Magneésio; DTT, Ditiotreitol; Zn, Zinco. Adaptado de
Levade et al., 1999.

Nos lisossomas, 0s GESLs sdo degradados de forma sequencial na presenca de
hidrolases especificas que podem ser auxiliadas por cofatores proteicos cujo objectivo
principal é promover a orientacdo correcta e acessibilidade da enzima, geralmente

hidrossoluvel, ao substrato de natureza apolar (revisto em Kolter e Sandhoff, 2006). O
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catabolismo dos GESLs é desenvolvido na sec¢do seguinte do presente trabalho. No
caso dos esfingolipidos da membrana plasmatica, estes sdo endocitados e conduzidos
até aos compartimentos endossomais e lisossomais por trafego vesicular. Aqui, as
exohidrolases clivam os residuos osidicos sequencialmente a partir da extremidade da
molécula até se formar a ceramida, a qual é finalmente desacilada por uma ceramidase
acida para formar a esfingosina. Os fragmentos osidicos, os acidos gordos e as bases
esfingdides podem deixar o lisossoma e re-entrar na via biossintética. Se alguma enzima
lisossomal estiver deficiente, o substrato lipidico correspondente ndo é degradado,

acumulando-se no compartimento lisossomal (revisto em Huwiller et al., 2000).

Em conclusdo, o metabolismo dos ESLs é complexo, envolvendo varios
compartimentos intracelulares e diversas enzimas responsaveis pela producdo de
intermediarios que séo transportados intracelularmente até ao local onde se integram na
etapa especifica da rede metabolica. No caso especifico da degradacdo dos
esfingolipidos, esta ocorre no compartimento acidico da célula, ou seja, no endossoma
tardio ou no lisossoma. No entanto, a degradacdo da esfingomielina pode também
ocorrer nas membranas extralisossomais em resposta a estimulos extra e intracelulares;

presumivelmente na membrana plasmatica e/ou na membrana endossomal.

2) Lisossomas: estrutura, funcdo e biogenese

O lisossoma é um organelo acidico, de membrana simples, existente em todas as
células nucleadas e que estdo envolvidos na degradacdo de moléculas extracelulares ou
patogénios internalizados por endocitose ou fagocitose (heterofagia). Sdo tambem
responsaveis pelo turnover de moléculas intracelulares e organelos, o qual ocorre
através dum processo celular especifico chamado de autofagia. Para concretizar estas
funcbes, este organelo possui mais de 50 hidrolases que incluem proteases, nucleases,
glicosidases, lipases, fosfolipases, fosfatases e sulfatases (revisto em Wraith, 2001).
Esta variedade enzimatica assegura a degradacdo das macromoléculas nos seus
mondmeros estruturais (aminoacidos, acidos gordos, nucledtidos e acucares simples).
Adicionalmente, o lisossoma promove a reciclagem para o citoplasma dos produtos da
digestdo, os quais ficam disponiveis para 0 metabolismo celular biossintético (revisto

em Rouillé et al., 2000). As enzimas lisossomais sdo preferencialmente activas em meio
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acido (~ pH 4.0-5.0). A acidificacdo do lumen é efectuada por uma bomba de protdes
localizada na membrana do lisossoma (Figura 3) (Alberts et al., 2002).

Cysting

LIMP-2/LGFP85

Cytosol
Sialic acid

TRENDS it Cell Biokogry

Figura 3 - Lisossoma: topologia das principais proteinas integrais. H*-ATPase
promove a acidificacdo do limen lisossomal; LAMP- Lysosome-associated membrane
protein; LIMP - Lysosomal integral membrane protein; LGP - lysosomal membrane

glycoprotein. Figura extraida de Eskelinen et al. (2003).

A célula esta protegida contra ataques do proprio sistema digestivo uma vez que
a membrana do lisossoma mantém as enzimas digestivas isoladas do citoplasma (essa
funcdo é exercida, aparentemente, pelas oses de glicoproteinas orientadas para a face
luminal); no caso de uma eventual lise da membrana lisossomal a accdo destas enzimas

estara inibida a pH citoplasmatico (~ 7.2).

No caso especifico da degradacdo lisossomal dos esfingolipidos, esta ocorre por
accdo de hidrolases hidrofilicas especificas. Contudo, no caso de esfingolipidos mais

hidrofobicos e, subsequentemente, ocupando uma posicdo mais central na estrutura das
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membranas, esta digestdo ocorre em cooperacdo com cofactores proteicos. Estes
cofactores, também designados por proteinas activadoras, tém por funcao tornar o lipido
membranar mais acessivel a hidrolase solivel que promovera a sua degradacdo. Estas
proteinas sdo codificadas por genes localizados em diferentes cromossomas: a proteina
activadora GM2 no cromossoma 5, e 0 precursor da saposina (prosaposina) no
cromossoma 10, o qual é processado para formar as proteinas activadoras homdlogas ou
saposinas (SAP-A, SAP-B, SAP-C e SAP-D) (revisto em Ozkara, 2004).

As proteinas lisossomais sdo, na sua maioria, glicoproteinas constituidas por
oligossacaridos ricos em manose. A sua sintese ocorre nos ribossomas associados ao
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), com subsequente translocacdo dos polipéptidos
para 0 limen do RER onde sdo N-glicosilados em residuos especificos de asparagina
(Asn-X-Ser/Thr). Estas glicoproteinas sdo transportada para a fase cis do CG e residuos
de manose dos N-oligossacéaridos séo fosforilados. Durante o seu transporte vectorial no
CG, as glicoproteinas sdo alvo de processamento proteolitico e oligossacaridico,
nomeadamente conversdo dos N-oligossacaridos ricos em manose em N-oligossacaridos
complexos ou em estruturas hibridas e adicdo do grupo fosfato a residuos especificos de
manose com formacdo do marcador de enderecamento lisossomal manose-6-fosfato
(M6P). Na rede trans do CG, as glicoproteinas lisossomais ligam-se a receptores
especificos membranares (receptores M6P). Os referidos receptores reconhecem
residuos de M6P e sdo responsaveis pelo transporte vesicular das glicoproteinas
lisossomais até aos endossomas tardios (Figura 4). Deste modo, a segregacdo entre as
proteinas lisossomais e as proteinas de secrecdo ocorre na rede trans do CG. Nos
endossomas tardios, a diminuicdo do pH origina a separacao entre 0s receptores e as
proteinas lisossomais. Adicionalmente, as enzimas lisossomais sdo desfosforiladas para
impedir o seu retorno ao CG. Os receptores M6P sdo incluidos na membrana de
vesiculas que os transportam de regresso ao CG ou a membrana plasmatica, onde séo
reutilizados (Figura 4). Desta forma, os lisossomas definem-se ndo so pela presenca de
hidrolases acidas e de glicoproteinas integrais de membrana, mas também, pela auséncia
de dois receptores de manose-6-fosfato, o que os distingue molecularmente dos
endossomas (revisto em Kornfeld e Mellman 1989; revisto em Luzio et al. 2000; revisto

em Mullins e Bonifacino, 2001).
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Figura 4 — Biossintese das hidrolases lisossomais pela via M6P. Figura foi extraida de
Alberts et al., 2002.

Uma outra via, que ndo depende dos receptores de M6P, é responsavel pela
incorporacdo de certas proteinas na membrana lisossomal e da fosfatase acida nos
lisossomas. Estas proteinas séo transportadas por vesiculas desde a rede trans do CG,
até a membrana plasmatica. A partir da membrana plasmatica sdo incorporadas em
vesiculas de endocitose, que as transportam até aos endossomas precoces, estrutura a
partir da qual podem circular repetidamente até a membrana plasmatica. A partir dos
endossomas precoces, estas proteinas sdo transportadas até aos lisossomas via

endossomas tardios (revisto em Rouillé et al., 2000).

3) Esfingolipidoses

A importancia celular dos esfingolipidos € bem evidenciada pela existéncia de varias
doencas genéticas, as Esfingolipidoses. Estas patologias sdo causadas por bloqueios
especificos no catabolismo lisossomal dos esfingolipidos, originando a acumulacéo
intralisossomal destas moléculas, razdo pela qual sdo conhecidas por doencas de

sobrecarga de esfingolipidos.
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As Esfingolipidoses fazem parte dum grupo especifico de doencas hereditarias do
metabolismo conhecido por doengas lisossomais de sobrecarga (DLSs). Apds a
descoberta dos lisossomas por Duve e a demonstragdo do primeiro defeito enzimatico
por Hers em 1963, a primeira disfungdo enzimética lisossomal foi caracterizada em
1965 e os restantes defeitos enzimaticos foram sendo demonstrados ao longo das trés
décadas seguintes. Em 1984 foi descoberta a primeira proteina activadora e proposto o
conceito de Esfingolipidose. Nos anos que se seguiram, a investigacdo conduziu a
identificacdo e caracterizacdo dos genes que codificam as enzimas lisossomais e a
elucidacdo da base genética das Esfingolipidoses (revisto em Ozkara, 2004). A maioria
destas doencas apresenta um padrdo de transmissdo autossémico recessivo, excepto a
doenca de Fabry que esta associada ao cromosoma X (Watts, 2003). Actualmente séo
conhecidas mais de quarenta DLSs, as quais podem ser causadas por um defeito numa
enzima ou num cofactor (como as proteinas activadoras), ou no sistema de troca ou
transporte de moléculas envolvidas na degradacéo lisossomal, causando uma sobrecarga
neste organelo. Embora as DLSs sejam consideradas doengas raras, no seu conjunto
apresentam uma prevaléncia de aproximadamente 1:4000 nascimentos em Portugal
(Pinto et al., 2004), que € o dobro da prevaléncia estimada para a populacdo Australiana
e Holandesa, 1:7700 (Meikle et al., 1999) e 1:7143 (Poorthuis et al., 1999),

respectivamente.

Com base na natureza quimica do substrato/molécula acumulada, os principais
grupos de DLSs incluem: esfingolipidoses, mucopolissacaridoses, mucolipidoses,
doencas de armazenamento de glicoproteinas, doencas de armazenamento de glicogénio

e ceroido-lipofiscinoses neuronais.

No grupo das lipidoses, as esfingolipidoses (Figura 5) constituem o grupo de DLSs
mais prevalente. Uma excep¢do € a etapa correspondente a degradacdo de
lactosilceramida, dado que nenhum defeito na enzima ou no activador que origine o
armazenamento de lactosilceramida seja conhecido. No entanto, o seu nivel pode estar

secundariamente alterados em varias DLSs. (revisto em Kolter e Sandhoff, 2006).
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Figura 5 - Catabolismo lisossomal dos esfingolipidos e Esfingolipidoses. Figura

extraida de Huwiler et al., 2000.
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Nas Esfingolipidoses, a acumulacdo lipidica ocorre maioritariamente no tipo de

celulas e 6rgdos em que o lipido é predominantemente sintetizado. No entanto, todas as

doencas relacionadas com a acumulacdo de GESLs devem-se a uma falha na via

degradativa e ndo a um aumento da sua biossintese. A Tabela 2 resume as principais

caracteristicas bioquimicas e clinicas de algumas Esfingolipidoses.

Tabela 2 - Caracterizagdo bioquimica e clinica das Esfingolipidoses.

Esfingolipidose

Enzima afectada

Principais lipidos
acumulados

Principais sintomas clinicos

Gangliosidose

GM1-g-

Gangliosideo GM1

Distonia, displasia do esqueleto

GM1 galactosidase
Tay-Sachs Hexosaminidase A | Gangliosideo GM2 | Atraso mental, fraqueza muscular
Sandhoff Hexosaminidase Ae | Globosideo, GA2, | Atraso mental, fraqueza muscular
B GM2
Fabry a-Galactosidase A | Globotriosilceramida | Erupcéo da pele, faléncia do rim
Gaucher - Glucosilceramida | Hepato e esplenomegalia

Glucocerebrosidase

Leucodistrofia
Metocromatica

Avrilsulfatase A

Sulfatideo

Atraso mental e distUrbios
psicologicos

Krabbe

B_

Galactocerebrosidase

Galactosilceramida,
Galactosilesfingosina

Atraso mental, perda de mielina

Niemann-Pick
A/B

Esfingomielinase
acida

Esfingomielina

Hepato e esplenomegalia

Farber

Ceramidase acida

Ceramida

Dermatites, atraso mental,
deformacéo nas articulacdes

E importante notar que os lipidos formados pela degradacdo lipidica ndo estfo

capacitados para fazer parte dos processos de sinalizagio dentro ou fora das células. E o
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caso particular da ceramida que € libertada da esfingomielina neste compartimento
(lisossoma) pela accdo da esfingomielinase &cida e que por ser uma molécula
hidrofébica ndo devera atravessar a membrana lisossomal. No entanto, a sinalizacéo de
esfingolipidos pode ser iniciada neste compartimento. De facto, a esfingosina,
produzida pela accdo da ceramidase &cida sobre a ceramida, pode atravessar a
membrana lisossomal e no citosol ser convertida em ceramida ou em esfingosina-1-
fosfato; também a catepsina D (protease lisossomal) pode ser activada pela ceramida e,
subsequentemente, os produtos resultantes da ac¢do da catepsina D serem transportados
para o citossol (revisto em Huwiler et al., 2000). Por conseguinte, a disfuncdo celular
que se verifica nestas doencas devera resultar ndo s6 do defeito priméario (bloqueio
especifico da via catabdlica lisossomal) mas também de alteracBes secundarias
desencadeadas a jusante da alteracdo primaria.

Tal como referido anteriormente, as Esfingolipidoses sdo doencas hereditarias
metabolicas de sobrecarga lisossomal causadas por mutacGes em genes que codificam
proteinas envolvidas no catabolismo lisossomal dos esfingolipidos. A maioria das
enzimas e cofactores envolvidos nas Esfingolipidoses tém sido caracterizados ao nivel
do gene e da proteina, possibilitando a sua identificacdo laboratorial, por ensaios
genéticos bioguimicos e moleculares, em individuos com suspeita clinica de DLSs. Os
ensaios genéticos bioquimicos consistem na determinacdo do nivel de actividade
enzimatica, recorrendo geralmente a substratos artificiais, cromogénicos ou
fluorogénicos, que sdo especificos da enzima que se pretende estudar. No caso dos
ensaios moleculares procede-se ao rastreio de mutacfes no gene implicado na patologia
por métodos correntes de biologia molecular (por exemplo, anélise de polimorfismos de
comprimento de fragmentos de restricdo ou sequenciacdo de produtos de PCR) (revisto
em Wraith, 2002).

Os sintomas e a progressdo destas doencas sdo variaveis. A idade de aparecimento
dos primeiros sintomas ou sinais clinicos da doenca pode variar entre o periodo neonatal
até a idade adulta (formas crdnicas) mas é frequente a doenca manifestar-se durante a
infancia conduzindo, neste caso, a uma morte prematura nos primeiros anos de vida. A
natureza dos primeiros sinais clinicos também € variavel, podendo observar-se hidropsia
fetal, atraso no desenvolvimento psico-motor, ataxia, epilepsia, alteracdes

oftalmoldgicas, alteragdes cardiacas, organomegalia, dismorfia facial e envolvimento
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neuroldgico. A medula déssea é afectada em muitas destas doencas, no entanto também
pode afectar a pele e drgdos viscerais. (revisto em Wraith, 2002). De facto, hd DLSs
cujo envolvimento neuroldgico é variavel, nio obstante o gene afectado ser o mesmo. E
0 caso, por exemplo, da Doenca de Gaucher, que compreende forma neuropaticas e ndo-
neuropaticas. A variabilidade clinica pode estar associada a uma heterogeneidade alélica
que é evidenciada pela presenca de diferentes tipos de mutagdes num mesmo gene
(missence, nonsense, splice-site, insercdes e deleccbes). Nesses casos, a actividade
residual da enzima mutada pode correlacionar-se inversamente com a gravidade do
fenotipo clinico (revisto em Huwiler et al., 2000). Porém, em muitos casos ndo ha uma
6bvia correlacdo fenotipo-gendtipo, e, ndo raramente, 0 mesmo genotipo é identificado
em doentes com diferente grau de severidade clinica (revisto em Futerman e van Meer,
2004). Assim, apesar de serem doengas monogénicas, a severidade de uma dada DLS
podera ndo estar unicamente relacionada com a natureza da alteracdo génica e outros
factores, tais como o tipo e o nivel de substrato acumulado, genes modificadores e
factores ambientais poderdo influenciar a progressdo da doenca. No futuro, espera-se
que sejam elucidadas as alteracGes secundarias provocadas pela acumulacdo de um
substrato especifico (ou grupo de substratos bioquimicamente semelhantes) nas vias
metabolicas e celulares, bem como o grau de vulnerabilidade de diferentes tipos de
células a essa acumulacdo. Globalmente, esse conhecimento permitira uma melhor

compreensdo das causas da variabilidade clinica observada nestas patologias.

4) Abordagens terapéuticas

Para a maioria destas patologias ndo existe, ainda, uma forma definitiva de
tratamento, 0 que normalmente acarreta grande responsabilidade para o doente e
familia. Na auséncia de uma terapia que corrija o defeito bioquimico primario, o
tratamento consiste em aliviar os sintomas clinicos, nomeadamente através de
intervencdes médico-cirurgicas como, por exemplo, a esplenectomia se ocorrer aumento
do volume do baco como se observa na Doenca de Gaucher que € causada pela
deficiéncia enzimatica da B-glucocerebrosidase. No entanto, nas ultimas duas decadas
ocorreram avancos significativos no sentido de encontrar uma terapia que possa
restaurar a capacidade catabolica lisossomal evitando, assim, a acumulacdo do(s)

respectivo(s) substrato(s) (revisto em Kolter e Sandhoff, 2000).
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As estratégias terapéuticas para as Esfingolipidoses (e também para as outras DLSS)
incluem substituicdo enzimética, terapia génica, terapia mediada por células (ex.
transplante de medula 6ssea, BMT), terapia de privacdo de substrato e terapia quimica
por chaperones (revisto em Okzara, 2004). Estas abordagens terapéuticas, que estdo
ilustradas na Figura 6, actuam directamente sobre a causa da doenca, ou ao nivel do

substrato acumulado ou sobre a enzima ou gene mutados.

Substrate
reduction
therapy {2)

Ceramide

Lysosome

Gene therapy (4) replacemZm
5 g~ therapy (1)

f Chaperone therapy (3) |

Figura 6 - Potenciais abordagens terapéuticas em DLSs. A figura ilustra uma doenca
lisossomal especifica, a doenca de Gaucher que é caracterizada pela acumulacdo de

glucosilceramida (GlcCer). Figura extraida de Kacher e Futerman, 2006.

As Esfingolipidoses (e a generalidade das DLSs) séo consideradas boas candidatas a
terapias que tenham por objectivo o aumento da actividade enziméatica, como € o caso
da terapia por substituicdo enzimatica e da terapia mediada por chaperones, porque, em
principio, um pequeno aumento de actividade da enzima devera ser suficiente para

impedir a progressdo da doenca. De facto, nas formas com um fenétipo mais suave,
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como por exemplo as formas adultas cronicas que séo caracterizadas pelo aparecimento
da doenca na idade adulta, a enzima mutante apresenta uma actividade residual que
impede o aparecimento da doenga numa idade mais precoce. No entanto, como a
actividade da enzima decresceu para um valor critico (actividade residual), observa-se
numa dada altura acumulacdo de substrato de nivel patolégico (revisto em Huwiler et
al., 2000). Por outro lado, para que a terapia seja eficaz, ela devera ser iniciada o mais
precocemente possivel, idealmente antes do aparecimento dos primeiros sintomas ou
sinais clinicos. Para a identificacdo dos doentes numa fase pré-sintomatica é essencial a
referenciagdo da familia afectada para uma consulta de aconselhamento genético
visando a identificagdo dos portadores e subsequentemente, dos casais em risco para a
patologia. Através dum diagnostico pré-natal é possivel estabelecer se o feto é ou nédo
afectado com a patologia e, dessa forma, proceder ao melhor encaminhamento
terapéutico apds o nascimento (revisto em Wraith, 2002).

Terapia de substituicdo enzimatica

O principal objectivo desta terapia € diminuir a acumulagéo de substrato substituindo
a enzima lisossomal em falta ou mutante por uma enzima tipo-selvagem. Desta forma,
espera-se repor a actividade da etapa do catabolismo lisossomal que se encontra
blogueada e, subsequentemente, produzir uma melhoria significativa ao nivel dos
sintomas clinicos ou, eventualmente, a sua reversdo completa. Esta terapia consiste na
administracdo de enzima exdgena funcional através de repetidas infusbes intravenosas

ao longo da vida do doente (revisto em Kolter e Sandhoff, 2006).

No caso das Esfingolipidoses, a primeira doenca a ser tratada por esta abordagem foi
a Doenca de Gaucher. A doenca de Gaucher é a forma mais comum das
Esfingolipidoses. Deve-se a deficiéncia enzimatica de glucocerebrosidase, o que origina
a acumulacdo intralisossomal de glucosilceramida. Esta doenca pode apresentar-se
sobre 3 tipos clinicos: o tipo I, ndo neuropético, e os tipos Il e Ill, que sdo formas
neuropaticas e, consequentemente, a esperanca de vida dos doentes com estas formas é
menor do que no tipo I. No tipo I, a acumulacdo do substrato ocorre principalmente nos
macrofagos, enquanto que nos tipos Il e 11l o substrato acumula-se sobretudo nas

células do sistema nervoso central (SNC), as quais degeneram com a progressdo da
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doenga. Como a enzima ndo atravessa a barreira hemato-encefélica, a terapia por
substituicdo enzimatica é eficaz apenas no tratamento do tipo I. (revisto em Kolter e
Sandhoff, 2006; Raas-Rothschild et al., 2004).

Quando este tratamento surgiu, em 1991, a enzima usada na reposicao da actividade
enzimatica era extraida e purificada a partir de placenta humana. Apenas em 1994 a
enzima passou a ser produzida de forma sintética, através da tecnologia de DNA
recombinante, tornando o tratamento acessivel a um maior nimero de doentes. No
entanto, para assegurar que a enzima (proteina associada a membrana e que ndo €
transportada para o lisossoma pela via da M6P) atinge as células alvo (macréfagos)
durante a terapia, € usada uma enzima quimicamente modificada. A modificacdo
consiste na fosforilagcdo de residuos de manose da enzima, para a producdo de M6P o
que, subsequentemente, promove 0 seu reconhecimento por parte dos receptores M6P
existentes na membrana plasmatica dos macréfagos e posterior internalizacdo até ao

sistema endolisossomal.

Actualmente esta terapia esta disponivel ndo so para a doenca de Gaucher tipo I mas
também para a doenca de Fabry. A doenca de Fabry manifesta-se frequentemente a
nascenca e € caracterizada pelo défice de actividade da enzima o-galactosidase A e
subsequente acumulacdo de globotriosilceramida. Normalmente ndo apresenta
envolvimento do SNC pois a deposicdo deste composto ocorre principalmente no
coracao, rins, olhos e cérnea e em células do sistema autdbnomo. No entanto, com o
evoluir da patologia, aparecem complicacbes ao nivel dos rins, coracdo e cérebro
levando & morte por volta dos 4/5 anos (revisto em Kolter e Sandhoff, 2006; Raas-
Rothschild et al., 2004). Nesta doenga, a enzima reposta ¢ a a-galactosidase A derivada
de fibroblastos humanos ou de células CHO (células uterinas de hamster) (revisto em
Kolter e Sandhoff, 2006). Na maioria dos doentes de Gaucher e de Fabry observou-se
uma melhoria dos sintomas em resultado da intervencdo terapéutica (Huwiller et al.,
2000; revisto em Kolter e Sandhoff, 2006).

Ao nivel das desvantagens desta abordagem terapéutica é de referir o seu custo
elevado e o facto de s6 poder ser usada em doencgas ndo neuropaticas. Muitas enzimas
glicoproteicas, devido a sua dimensdo e massa molecular elevadas, ndo conseguem

atravessar a barreira hemato-encefalica e, por isso, ndo atingem a célula-alvo nas
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doencas com envolvimento neuronal e que € a célula neuronal. Desta forma, ao nivel
das Esfingolipidoses a terapia de substituicdo enzimatica é de aplicacdo limitada a
doenca de Gaucher tipo | e a doenca de Fabry (revisto em Huwiller et al., 2000; revisto
em Kaolter e Sandhoff, 2006).

Terapia Génica

Nestas doencas, 0 gene que codifica a enzima sofreu uma mutacéo que pode originar
a auséncia da enzima ou a perda parcial da sua actividade enzimatica para um valor
critico que origina a acumulagdo de substrato. Esta terapia visa, assim, introduzir o gene
tipo selvagem em células somaticas de um organismo, com o objectivo de substituir a
enzima/proteina deficiente e, assim, conduzir a reversao, parcial ou total, do fenétipo
clinico. A expressao endogena da enzima tipo selvagem pode ocorrer por manipulagéo

de células ex vivo ou in vivo (revisto em Huwiler et al., 2000).

Na manipulacéo celular ex vivo, fibroblastos, células hematopoiéticas ou sinovidcitos
séo retirados do doente, mantidos numa cultura celular e transfectadas ou transduzidas
com 0 gene de interesse para posteriormente serem re-introduzidas no paciente. Esta
abordagem apresenta a vantagem da correc¢cdo ser direccionada exactamente para as
células alvo uma vez que as células podem ser repostas num local especifico. Apesar de
ser uma técnica segura, a grande desvantagem reside no facto de implicar um trabalho
intensivo e, por isso, ainda ndo € o método mais usado no tratamento de
Esfingolipidoses. Frequentemente, este metodo é utilizado conjuntamente com o

transplante de medula dssea.

Na manipulacdo in vivo, a transferéncia génica é feita directamente nas células alvo
do paciente com a ajuda de um vector viral ou de lipossomas. Os vectores virais mais
usados sdo formas ndo patogénicas de adenovirus e de retrovirus. Esta abordagem
apresenta varias desvantagens: a seguranca € reduzida pois pode acarretar varias
complicacbes como o facto de as células alvo ndo serem alcancadas e existe a
possibilidade de ocorrer resposta imunitaria, mutagénese dos vectores virais e/ou

reaccao inflamatoria.
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Ao nivel das Esfingolipidoses, a terapia génica foi ja reportado com algum sucesso
na doenca de Gaucher, quer em modelos animais quer em doentes, e ha registo de
progressos promissores em modelos animais de Tay-Sachs, Niemann-Pick, Fabry e
Krabbe (revsto em Huwiller et al., 2000; revisto em Okzara, 2004).

Terapia mediada por células

As células podem ser usadas como agentes terapéuticos no caso de reporem ou
compensarem a populacdo de células com defeito enzimético restaurando, deste modo, a
funcdo do orgdo, ou para libertar enzimas que serdo endocitadas pelas células vizinhas
com deficiéncia enzimética. Esta técnica pode ocorrer por transplante da medula 6ssea
(BMT) ou usando células embrionérias (revisto em Kolter e Sandhoff, 2006).

O transplante de medula Ossea ¢é feito a partir de dadores s@os. Supostamente, as
celulas medulares devem suprimir o defeito metabolico existente ao repor a enzima
funcional que, desse modo, reduzira a quantidade de lipidos armazenados (revisto em
Huwiller et al., 2000). Os macréfagos contidos na medula tém a capacidade de repor as
enzimas deficientes para o sistema nervoso, pois estes atravessam a barreira hemato-
encefalica. Por esta razdo € normalmente usada em doengas com vertente neuropatica
juntamente com a terapia génica, como na doenca de Gaucher e de Krabbe, esta ultima
caracterizada por destruicdo de oligodendrocitos. Na doenca de Niemann-Pick ha
deficiéncia enzimatica de esfingomielinase que leva a acumulacao de esfingomielina, o
qual é um componente importante para a formacdo da mielina das células neuronais, o
que sugere desde logo que afecta principalmente o SNC. Clinicamente, a doenca
compreende 3 formas (A, B e C). Os sintomas sdo geralmente hepatoesplenomegalia e
deterioracdo progressiva do sistema nervoso central. Apenas na forma C existe
sobrevivéncia até & idade adulta, sendo os tipos A e B 0s mais letais e fatais. (revisto em
Kolter e Sandhoff, 2006; Raas-Rothschild et al., 2004). Num estudo em modelo de rato
que mimetiza o tipo B humano, foi observado que o transplante na fase inicial da
doenca tem um efeito positivo, originando a diminuicdo de alguns sintomas tais como o
tamanho do figado e do bago (revisto em Kolter e Sandhoff, 2006). As principais

desvantagens deste método consiste na dificuldade de reunir dadores sdos compativeis
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(revisto em Huwiller et al., 2000) e no facto do tratamento estar associado a uma

elevada morbilidade e mortalidade (revisto em Okzara, 2004).

Relativamente a potencialidade das células embrionérias, esta € uma area em que
presentemente ndo ha ainda resultados definitivos, mas esperam-se avangos
significativos no futuro. A possibilidade de transplante de células neuronais fetais ou de
células embrionérias directamente para o cerebro, permitird ultrapassar o problema
decorrente da existéncia da barreira hemato-encefélica que € selectiva para a maior parte
das moléculas. Contudo, ndo ha presentemente certeza quanto a ocorréncia de
interaccdo célula-célula e se os neurdnios maduros, enzimaticamente deficientes, serdo

capazes de endocitar a enzima funcional libertada pelas células vizinhas (Watts, 2003).

Terapia de privacgado de substrato

Esta abordagem consiste na utilizagdo de um inibidor enzimatico, normalmente da
fase inicial da biossintese dos ESLs, como a N-butildesoxinogirimicina (NB-DNJ) que
inibe a glicosiltransferase que catalisa 0 primeiro passo da biossintese dos GESLs.
Geralmente esta abordagem é aplicada em doentes que exibem uma actividade
enzimatica residual, e usada individualmente ou em combinacdo com outros métodos,
nomeadamente aqueles que visam normalizar o nivel de actividade enzimatica tal como
a terapia de substituicdo enzimatica. A NB-DNJ inibe o primeiro passo da biossintese
da GESLs isto €, a etapa em que a glicose é transferida para a ceramida, formando a
glicosilceramida. Como a glicosilceramida € o precursor dos restantes GESLs, a NB-
DNJ tem potencialidades para tratar todas as patologias caracterizadas pela acumulacéo
de GESLs (doenca de Gaucher tipos 1, 2 e 3, Fabry, Tay-Sachs, Sandhoff e
Gangliosidose GM1). A potencialidade da utilizacdo de uma terapia combinada (terapia
de privacdo de substrato e terapia de substituicdo enzimatica) assenta no pressuposto de
ndo ser necessario normalizar o nivel de actividade enzimatica mas apenas promover
um aumento moderado de actividade enzimatica ja que o nivel total de substrato na
célula ira ser balanceado pela inibicdo da sua biossintese promovida pela NB-DNJ
(revisto em Kolter e Sandhoff, 2006). Num modelo de rato com doenca de Tay-Sachs a
aplicacdo de NB-DNJ numa fase assintomatica levou a reducdo da sobrecarga lipidica

no cérebro, enquanto que num modelo de rato com doencga de Sandohoff se observou o

31



Abordagens terapéuticas em doengas hereditarias do metabolismo dos esfingolipidos

aumento da esperanca de vida (Andersson et al., 2000). Os bons resultados que tém sido
alcangcados com a aplicacao desta abordagem terapéutica das formas neuropéticas destas
doencas devem-se ao facto de o material armazenado nas células alvo ser acessivel &
droga. No entanto, sdo ainda vérias as desvantagens que Ihe estdo associadas. A dose de
NB-DNJ que deve ser usada no tratamento das formas neuroldgicas destas doengas é
elevada para garantir que a sua concentragdo no fluido cerebroespinal é cerca de 10% do
nivel sérico. Por outro lado, este inibidor ndo € selectivo e suprime, pelo menos
parcialmente, a actividade enzimética de vérias enzimas. Consequentemente, 0s custos
sdo elevados, ocorrem efeitos secundarios indesejaveis decorrentes da utilizacdo de uma
elevada concentracdo de inibidor e do facto de ndo ser selectivo, tais como diarreia
(porque inibe as dissacaridases intestinais), especialmente se o tratamento for
prolongado. Adicionalmente, algumas caracteristicas clinicas, tais como alteracdes
esqueléticas, respondem lentamente ao tratamento. Os custos sdo provavelmente muito
elevados para esta terapia (revisto em Platt et al., 2005). O analogo NB-DGJ (galactose)
é também um inibidor selectivo de glicosiltransferases. In vitro, foi demonstrado uma
eficacia comparavel a do NB-DNG em alguns casos, mas este néo inibe, por exemplo, a
B-glucocerebrosidase. No entanto, o tratamento com NB-DGJ ndo causa tantos efeitos
secundarios como a NB-DNJ (Andersson et al., 2000; revisto em Platt et al.,2005).
Desenvolvimentos futuros deverdo contribuir para a identificacdo de outros inibidores
da biossintese dos GESLSs, que actuem de forma eficaz, mais selectiva e possuam menos

efeitos secundarios.

Terapia por Chaperones

As enzimas hidroliticas lisossomais sdo glicoproteinas cuja biossintese se inicia no
RER. Estdo descritas mutacfes que originam alteracdes conformacionais na proteina,
que estdo na origem da sua retengdo no lumen do RER e subsequente degradacéo.
Contudo, a mutacdo ndo interfere directamente com o centro catalitico da enzima. A
terapia mediada por chaperones farmacoldgicos fundamenta-se na associagédo reversivel
de ligandos especificos de baixo peso molecular as proteinas, com o propdsito de as
estabilizar conformacionalmente e assegurar 0 seu transporte correcto até ao lisossoma
(Ellgaard e Helenius, 2001). Assim, estas moléculas tém sido usadas como

“activadores” nas DLS de armazenamento lipidico, produzindo um aumento residual da
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actividade enzimatica suficiente para produzir a reversao, pelo menos parcial, dos sinais

e sintomas especificos da doenca (revisto em Kacher e Futerman, 2006).

Esta abordagem terapéutica tem sido aplicada com sucesso na doenca de Fabry e na
doenca de Gaucher. Por exemplo, na doenca de Fabry um chaperone quimicamente
modificado com galactose foi testado com sucesso num doente com patologia cardiaca
associada, conjuntamente com o inibidor NB-DGJ. Esta terapia combinada foi também
testada num modelo animal, e em ambos 0s casos observou-se um aumento da
actividade enzimética da a-galactosidase A no coracdo e uma reducdo do nivel de
acumulacdo de globotriaosilceramida (revisto em Kolter e Sandhoff, 2006). Como
vantagens desta abordagem terapéutica é de referir o facto destes agentes
farmacoldgicos poderem ser administrados por via oral, atravessarem a barreira hemato-

encefalica e ndo acarretarem custos elevados (revisto em Okzara, 2004).

Em concluséo, apesar de todos os esforgos que tém sido desenvolvidos no sentido de
encontrar uma terapia que permita, de facto, a cura das doencas lisossomais, até a data
apenas num numero reduzido de doengas é possivel propor um tratamento que alivie 0s
sintomas e a progressdo da doenca. Muito recentemente foi publicado um estudo
(Medina et al., 2011) que descreve as potencialidades dum método completamente
inovador. Este método baseia-se na entrada de célcio para o interior dos lisossomas,
fazendo com que o conteddo do organelo acumulado (substrato) seja exocitado. Isto
acontece porque o factor de transcricdo EB (TFEB) regulador de exocitose lisossomal
aumenta a concentracdo de célcio intracelular através da activacdo do gene MCOLN1
que codifica o canal de calcio lisossomal Mucolipina 1. Subsequentemente, a deplecéo
de célcio lisossomal origina a aproximacdo dos lisossomas a membrana plasmatica,
fusdo e exocitose do seu contetdo luminal. Este método foi testado in vitro em varios
tipos celulares, nomeadamente em células progenitoras neuronais € em fibroblastos
embrionarios de ratinho de diversos modelos de DLSs, e em fibroblastos de doentes
com DLS. Os resultados obtidos ao nivel do restabelecimento da morfologia celular
sugerem que esta nova abordagem terapéutica por exocitose lisossomal podera reduzir
os sintomas provocados pela sobrecarga lisossomal e aumentar a esperanca média de
vida. Nessa medida, a inducdo farmacoldgica de TFEB podera vir a representar, no

futuro, uma nova esperanca para os doentes e seus familiares.

33



Abordagens terapéuticas em doengas hereditarias do metabolismo dos esfingolipidos

Capitulo IV

Conclusoes e perspectivas futuras
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Este trabalho teve como objectivo principal apresentar, mediante pesquisa
bibliogréfica, as diferentes abordagens terapéuticas relativas a doencas hereditéarias do
catabolismo esfingolipidico, as Esfingolipidoses. Deste modo, foi efectuado um
enquadramento tematico sobre os esfingolipidos ao nivel da sua estrutura e fungédo
celular, e também quanto ao seu metabolismo. Para uma melhor compreensdo da
etiologia deste tipo de patologias, caracterizou-se o catabolismo dos esfingolipidos que
ocorre nos lisosssomas por accdo de hidrolases &cidas especificas. A deficiéncia
enzimatica duma destas hidrolases e subsequente acumulacdo do respectivo substrato
estd na origem das Esfingolipidoses. As Esfingolipidoses sdo doencas atractivas em
termos terapéuticos porque, teoricamente, um pequeno aumento de actividade acima da
actividade enzimatica residual devera ser suficiente para a reversdo da doenca. Deste
modo, a estratégia terapéutica mais atractiva consiste na reposicdo dessa falha
enzimatica, a qual ao ocorrer de forma eficaz devera impedir o aparecimento da doenga,
nomeadamente ao nivel dos sintomas e sinais especificos associados aos 0Orgaos
particularmente afectados pela acumulacao intralisossomal de substrato, e restabelecer a
esperanca media de vida. Neste ambito, a utilizagdo de modelos animais (rato, mais
frequentemente) revelou-se particularmente importante antes da fase da experimentagédo
em modelos humanos. As doencas lisossomais compreendem formas neuroldgicas e
formas nao-neuroldgicas. Apesar de presentemente serem conhecidas varias abordagens
terapéuticas, as formas neuroldgicas continuam a constituir um enorme desafio para a
cura efectiva da doenca. No caso das formas sem envolvimento neuroldgico, como é o
caso da doenca de Gaucher (tipo 1) e da doenca de Fabry, tém sido reportados bons
resultados na melhoria dos sintomas e no aumento da esperanca media de vida,
designadamente quando tratados com a terapia de substituicdo enzimatica. No entanto,
trata-se de uma abordagem terapéutica que acarreta custos economicos muito elevados e
que, em alguns casos, tem sido demonstrada uma maior eficacia terapéutica quando
administrada conjuntamente com a terapia de privacdo de substrato. No entanto, esta
altima abordagem ainda encerra efeitos secundarios indesejaveis que deverdo ser,

futuramente, minimizados.

Dada as éareas emergentes em que os esfingolipidos tém sido envolvidos,
nomeadamente cancro, diabetes, ateroesclerose e infeccBes virais, é provavel que as
abordagens terapéuticas nas Esfingolipidoses venham a beneficiar dos avancos técnico-

cientificos que se venham a verifiquem nessas patologias ao nivel da funcdo dos
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esfingolipidos, até porque o tratamento das Esfingolipidoses também pode ser encarado
a partir da correccdo das alteracbes secundarias que se observem nas células a jusante
do defeito primario. Adicionalmente, a terapia celular também é uma abordagem muito
promissora e neste dominio é de esperar que 0s avancos técnico-cientificos que se
venham a registar no tratamento de outras doencas neuroldgicas, como por exemplo a
doenca de Alzheimer, revertam favoravelmente para o tratamento das Esfingolipidoses

com envolvimento neurolégico.

Em conclusdo, a continuidade da investigacdo nesta area devera permitir, no futuro,
encontrar formas terapéuticas mais eficazes, nomeadamente para o tratamento das
doencas com envolvimento neuroldgico, e compreender melhor as vantagens e as

desvantagens da aplicacdo conjunta de diferentes tipos de terapia.
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