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Resumo

Os esfingolipidos, descritos em 1876 porW.LThudichum, sdo considerados
constituintes essenciais das membranas das célutasidticas. Para além do seu papel
estrutural estdo também envolvidos na sinalizagfidaz. Do ponto de vista estrutural,
os esfingolipidos derivam da esfingosina. A acilagad esfingosinaom um &cido
gordo de cadeia longariginaa ceramida, que constitui a base molecular de todos o
esfingolipidos. O seu metabolismo integra variomgartimentos intracelulares que
incluem o reticulo endoplasmatico, o complexo dégiza membrana plasmatica e o
sistema endossomal/lisossomalguns dos seus metabolitos, como a ceramida, a
esfingosina, e a esfingosina-1-fosfato actuam conwéculas bioactivas, estando
envolvidas em diversos eventos celulares, nomeatame regulacdo do crescimento
celular, diferenciacdo, senescéncia, inflamacapoptase.Uma das vias metabdlicas
mais interessantes do ponto de vista fisiologipatelogico € a via da esfingomielinase.
Esta via permite regular o nivel intracelular defingolipidos bioactivos através da
accao concertada de duas familias de enzimasfiagogsielinases, que convertem a
esfingomielina em ceramida, e as ceramidases quwexdem a ceramida em
esfingosina. Cada uma destas familias de enziméee especificidade quanto ao
compartimento celular/tecido e a natureza quimmasubstrato. De facto, as células
vivas contém diversas espécies de ceramidas diferem na extensdce grau de
insaturacaala cadeiacilo, o que parece ter grande importancia e influémasasuas
actividadediolégicas.

Nas ultimas décadas,daversidade estrutural e funcional dos SLs tencitado
algum interesse, em grande parte devido ao seulvamemto em patologias de
etiologia muito diversa mas com consideravel impagh termos de Saude Publica.
Neste contextop presente trabalho de pesquisa bibliografica fabaado com o
objectivo de proporcionar uma viséo relativamentegrada sobre a estrutura, fungéo e
metabolismo dos esfingolipidos em situacées normeaism situacdes patologicas
especificas, esperando-se que represente um cogdiob Util para a difusdo do

conhecimento sobre estas multifacetadas e enigmsatioléculas.

Palavras chave: esfingolipidos, ceramida, esfingolipidoses, dosngammplexas,

modulacdo do metabolismo.
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Abstract

The sphingolipids, described in 1876 by JLWudichum are considered essential
constituents of the membranes of eukaryotic ckillsddition to its structural role, they
are also involved in cell signaling. From the stanal point of view, the sphingolipids
are derived from sphingosine. Acylation of sphingeswith a long chain fatty acid
gives rise to the ceramide, which is the molecuddasis of all sphingolipids. Its
metabolism comprises several intracellular compants including the endoplasmic
eticulum, the Golgi apparatus, the plasma membiam the system endosomal /
lysosomal system. Some of its metabolites, suchcexamide, sphingosine, and
sphingosine 1-phosphate act as signaling and comeation bioactive molecules,
being involved in various cellular events, in pautar in the regulation of cell growth,
differentiation, senescence , inflammation and &mpop. One of the metabolic
pathways more interesting from the physiological @athological standpoints is the
metabolism of sphingomyelinase. This route is icgikd in the regulation of the
intracellular level of bioactive sphingolipids tlugh the coordinated action of two
families of enzymes, sphingomyelinases, which cansghingomyelin into ceramide,
and ceramidases, that convert ceramide in sphingodtach of these families of
enzymes shows specificity regarding to the cell gartment / tissue and the chemical
nature of the substrate. In fact, the living cedstain different species of ceramides
which differ in length and degree of unsaturatiéthe acyl chain, which seems to have
great importance and influence on their biologalvities.

The structural and functional diversity ghsgolipids has attracted some interest
in recent decades, largely due to its involvemeantliseases of diverse etiology, but
with considerable impact on public health. In tbastext, a literature review on these
topics was prepared aiming to provide an integraigidn of the structure, function and
metabolism of sphingolipids in normal and diseakges, expecting that this work
represents an useful contribution to the diffusioh the knowledge about these

multifaceted and enigmatic molecules.

Key words: sphingolipids, ceramide, sphingolipidosis, comptigeases, metabolism

modulation.
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Abreviaturas e siglas

AP - Péptidop-amilbide

aCDase -Ceramidase acida

APP —Proteina precursora amiloide

aSMase Esfingomielinase acida

ATP - Adenosina-trifosfato

C1P -Ceramida 1-fosfato

CAPK - Proteina cinase activada pela ceramida
CAPP - Proteina fosfatase activada pela ceramida
Cer - Ceramida

CERK - Ceramida cinase

CerS — Ceramida sintetase

CERT - Proteina de transferéncia da ceramida
CG — Complexo de Golgi

cPLA2 - Fosfolipase A2 citossélica

DA — Doenca de Alzheimer

DES — Dihidroceramida desaturase

GalCer — Galactosilceramida

GCase- Glucocerebrosidase

GCS - Glucosilceramida sintetase

GD3 - Gangliosideo GD3

GlcCer - Glucosilceramida

GM3 - Gangliosideo GM3

GSLs - Glicoesfingolipidos
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LacCer - Lactosilceramida

LDL — Lipoproteina de baixa densidade
L-SMase— Esfingomielinase lisossomal
Mg?* - Cati&o magnésio

MP — Membrana plasmatica

nCDase— Ceramidase neutra

NMDAR- Receptor N-metil-d-aspartato
PKC —Proteina cinase C

PLC - Fosfolipase C

RE — Reticulo endoplasmatico

S1P -Esfingosina 1-fosfato

S1Prl1- Receptor 1 da esfingosina 1-fosfato
SLs —Esfingolipidos

SM - Esfingomielina

SMase -Esfingomielinase

SMS - Esfingomielina sintetase

SNC - sistema nervoso central

Sph -Esfingosina

SphK - Esfingosina cinase

SPT - Serina palmitoil transferase
S-SMase- Esfingomielinase secretora
TNF-a — Factor de necrose tumoral alfa

Zn?* - Catido zinco
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CAPITULO I: Introducéo Geral
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Nas ultimas décadas, os esfingolipidos 8 suscitado um interesse crescente
devido a sua participacdo em eventos de sinalizat@&zelular.

A sinalizacao celular € uma actividade desaeravel complexidade uma vez que
é representada por uma cascata de eventos, destimalacdo da via de sinalizagéo até
a resposta celular, e cuja operacionalidade depdmderrecto posicionamento de cada
componente e do seu nivel intracelular. Os SLssiémconsiderados lipidos bioactivos
multifacetados, isto €, capazes de condicionareexezucdo de diferentes tipos de
respostas celulares em virtude do seu envolvimentovias de sinalizagdo muito
diversas. Por isso, apesar dos numerosos estudogedéigacdo sobre o papel dos SLs
na biologia celular e fisiopatologia, a naturezactx das suas funcdes bioldgicas ainda
ndo esta completamente identificada e caracterixét@s trabalhos de revisdo sobre o
tema tém sido publicados nos ultimos anos, quastdigam ndo sé pelo interesse que
este tem suscitado junto da comunidade cientifiaa fambém pela necessidade em
integrar 0s mais recentes avancos que se témaegisim dominios cientificos muito
distintos. De facto, dado o envolvimento dos SLspgotessos celulares tdo diversos
como o trafego intracelular, inflamacéo, apoptadiégrenciacdo celular, etc., uma
compreensao abrangente do seu papel na fisiologmat@ogia celulares implica
também conhecimentos técnico-cientificos muitordifeiados.

Neste contexto, o presente trabalho foi elalmremin o objectivo de reunir a
informagéo relevante sobre a estrutura, metabolismimn¢cdo dos SLs, de forma
integrada e o mais actualizada possivel, e comtrgara uma melhor compreenséo e
divulgacao de potenciais terapias baseadas na agiautla actividade destas moléculas
lipidicas. Para a concretizacdo destes objectmiosféctuada uma revisédo bibliografica
reportada aos ultimos anos visanmdanir informagéo suficiente ndo sé para definir o
estado da arte sobre o tema como também perspenbivas rumos da investigacdo ao
nivel do tratamento de doencas de etiologia muitersla, algumas das quais com um

impacto significativo na Saude Publica.

12
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CAPITULO lI: Desenvolvimento
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1. Esfingolipidos

1.1 - Aspectos estruturais

Os SLs séao constituidos por trés componentgeio esfingdide, um acido gordo
e um grupo polar (Manso, 1977). As bases esfingdideiam quanto ao comprimento

da cadeia alquilo, grau de saturacéo e de hidiggol@Merrilet al, 2001; Weil, 2000).

A ceramida é o SL mais simples. Ela é consttyidr uma esfingosina (alcool
aminado com uma cadeia hidrocarbonada insaturads8 dmrbonos) modificada por
um acido gordo na posi¢cdo C-2 por N-acilacdo (Eiguyra 1). A ceramida é a base de
todos os SLs mais complexos. Estas moléculas sawadlas por ligacdo de grupos
distintos ao C-1. Quando este grupo é a fosfomaplo SL designa-se esfingomielina
(SM, Figura 1). A ligacdo de uma molécula de gleams de uma molécula de galactose
constitui o primeiro passo para a formacdo dosgslfipidos complexos, ou seja, 0s
glicoesfingolipidos (GSLs), tais como a glucosidseida (GlcCer) e a

galactosilceramida (GalCer), respectivamente (Ridor

14
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Figura 1. Estrutura dos SLs e GLSGer, ceramida (palmitoil-esfingosina); S1P, esfsiga 1-

fosfato; SM, Esfingomielina; GlcCer, glucosilceraai Em destaque estdo representados 0s primeiros

cinco carbonos da esfingosina. Figura extraidaaterie Futerman, 2007.

De acordo com a natureza quimica do grupo pokrGSLs sdo comummente
classificados numa das seguintes classes (rev. elhmi& e Vankar, 2000):
cerebrosideos (contém um residuo de acucar, panpaea GlcCer), sulfatideos
(contém um residuo de agucar com um grupo suleagangliosideos (contém um ou
mais residuos de acido N-acetilneuraminico). Naréi2 é apresentada a estrutura de
alguns gangliosideos e de sulfatideos. Em célulashas ja foram identificados cerca
de 60 tipos de esfingolipidos, principalmente nasmitranas dos neurénios. No
entanto, para a maioria destas moléculas a furigda a&do € conhecida (Merrét al,

1997).
15
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NeuAlc

[
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GM3 Sulfatide

Figura 2. Estrutura dos gangliosideos e sulfatideggura retirada e adaptada de Kolter e
Sandhoff (2006).

1.2 Funcgéo celular

Segundo Merrill e colaboradores (1997), podenesseontrar esfingolipidos em
todas as ceélulas eucarioticas. Estdo localizadedengencialmente na membrana
plasmatica (cerca de 90%) que corresponde ao twwé exercem a sua funcéo, ou
integrados em lipoproteinas (principalmente as alrabdensidade), se em circulacao.
Na membrana plasmética representam cerca de 30%alésulas lipidicas anfipaticas
(Patton e Lester, 1991; Van der Reisal, 1995).

Para além do seu papel estrutural como moléadastituintes das membranas
celulares, os SLs também desempenham um impogaptd na regulacéo e sinalizagdo
celular (Ferrantet al.,2002). Até a década de 70, pensava-se que osdipitham um

papel estrutural e inerte (Huwilet. al, 2000) e sO recentemente foram reconhecidos
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como moléculas lipidicas bioactivas, isto €, mdEsque activam ou actuam como
segundos mensageiros, 0s quais regulam a activittageoteinas cinases e fosfatases
especificas (ou de outras proteinas com actividagi@ladora). Por essa razao, os SLs
tém sido envolvidos em processos biolégicos muiigerdos, nomeadamente
crescimento e diferenciacdo celular, adesdo celttafego intracelular, apoptose,
reconhecimento de microrganismos e toxinas micnatsiae inflamacao (Dicksaat al,
2006, Merrill, 2002; Turneet al, 1999).

Adicionalmente, os SLs também desempenham uml paportante na regulagédo
da dindmica das membranas biologicas, uma vez qtegram microdominios
membranares designados “lipid rafts”. Estes mianoidos sdo ricos em colesterol que
€ uma molécula reguladora da fluidez da membramasBo, € possivel que esta funcao
dos SLs seja exercida de forma articulada com afisugho sinalizadora. De facto,
muitos receptores activam a producéo de ceramp@aitizt da esfingomielina (por acgao
de esfingomielinases) induzindo, deste modo, ssfibamacdo dos microdominios de
membrana em grandes plataformas que integram ageupas de receptores, 0s quais
se activam e transmitem sinais para o interiorl@eli, por isso, através da alteragéo
das propriedades biofisicas desses microdominiakizida pelo aumento da
concentracdo de ceramida dentro dos “lipid rafis¢ @ promovida a agregacao dos
microdominios e, subsequentemente, a formacao oends de maiores dimensdes
onde ocorre a oligomerizacao de receptores e aagemt de estruturas mais complexas
(Bollingeret al, 2005).

Devido ao papel dos SLs na regulacéo e sindlizde diversos processos cruciais
para a vida da células, o seu estudo transformonusea area de investigacao
importante da biologia celular. Neste ambito, destse 0 papel da ceramida pela sua
importancia metabdlica e bioldgica. Por um ladeemida é o metabolito comum da
via biossintética e da via de degradacdo dos edipidos e, por outro lado, é
considerada uma molécula reguladora do destindacelDe facto, a producdo de
ceramida é normalmente indutora de vias apoptoteasontrario, a sua transformacao
em ceramida 1-fosfato (C1P) ou em esfingosina stepormente, em esfingosina 1-
fosfato (S1P) activa, geralmente, vias mitogénieagolvidas na diferenciacdo e na
proliferacédo celular. Por isso, o balanco entrévelrde ceramida e de esfingosina em

relacdo ao nivel dos respectivos derivados fosfibws constitui um factor determinante

17



Esfingolipidos: mediadores moleculares da respedtdar e potenciais alvos terapéuticos

da morte ou da sobrevivéncia celular. Por esta®ga ceramida e a esfingosina, e 0s
seus derivados fosforilados, C1P e S1P, séo frégmemte considerados os principais
esfingolipidos bioactivos. (Heinriat al.,2000; Huwileret al, 2004; Ruvolo, 2003).

Esta bem documentado na literatura que as c#agnactuam como segundos
mensageiros activando inumeras vias de transdug&ndl. O aumento do nivel de
ceramidas (geralmente apoptéticas) pode ser dedeamta por uma ampla diversidade
de estimulos, tanto metabolicos como de stres$uimdo a exposicdo a agentes
quimioterapéuticos, radiagdo gama ou ultra-violetapque térmico, privacdo de
factores de crescimento e hipoxia (Levagle al, 2002). Entre as proteinas que
interagem com a ceramida incluem-se: a proteinaseinactivada pela ceramida
(CAPK), a proteina cinase supressora de Ras (K&RJjpsfatases PP2A e PP1B, a
proteina cinase C (PKC), a catepsina D, a fosfedipA2 citossolica (CPLA2) e a
proteina cinase C tipo alfa (PKCa) (Heinrthal.,2000; Huwileret al, 2004; Ruvolo,
2003).

1.3 - Metabolismo e transporte intracelular

Os SLs sdao sintetizados no reticulo endoplasm@RE) e no complexo de Golgi
(CG), enderecados para a membrana plasmatica (NdB¥teriormente internalizados
por endocitose para compartimentos celulares disersomeadamente para o CG ou
para o lisossoma (Ozbayraktar e Ulgen, 2009; @@st Sillence e Platt, 2004). O facto
das reaccdes bioquimicas do metabolismo dos SLsrrebem em varios
compartimentos celulares implica que os seus ireifmos metabdlicos tenham de ser
transportados do local onde a sua sintese ocoraeoplacal onde sdo metabolizados, e
os produtos desse metabolismo transportados pewenpartimento intracelular onde a
molécula esfingolipidica exercerd a sua accdo Gicdd A Figura 3 ilustra a
compartimentacdo celular dos processos metabdlgos envolvem moléculas
esfingolipidicas. Devido a natureza hidrofébica desis substratos e produtos, as
enzimas que participam no metabolismo dos SLs sémlmente proteinas
membranares, periféricas ou integrais. No cas@daisnas serem sollveis, a sua ac¢cao
€ auxiliada por cofactores proteicos que visam pr@na solubilizacdo dos substratos

hidrofébicos.
18
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Figura 3. Metabolismo e transporte dos esfingolipid®BT, Serina palmitoil-transferase;

CerS, Ceramida sintetase; DES, Dihidroceramida tdexse; CERT, Proteina de transferéncia de
ceramida; SMS, Esfingomielina sintetase; GCS, Gliceramida sintetase; aSMase, Esfingomielinase
acida; S-SMase, Esfingomielinase secretora; L-SMaRsfingomielinase lisossomal; GCase

Glucocerebrosidase; aCDase, Ceramidase acida; eCDBasamidase neutra; SphK, Esfingosina cinase.

Figura extraida de Jenkiesal, 2009.

A sintesale novoda ceramida inicia-se no RE a partir da condensda&erina e
palmitoil-CoA, por accdo da enzima serina palmitodnsferase, formando-se a 3-
cetoesfinganina que é posteriormente reduzidaiagesina. De seguida, a esfinganina
€ acilada formando-se a dihidroceramida. No pasgmiste ocorre a formacdo da
ceramida por accdo da enzima dihidroceramida redutA ceramida € enderecada
posteriormente para o complexo de Golgi onde &adih como substrato para a sintese

de esfingolipidos mais complexos, a esfingomiel{B8) e os glicoesfingolipidios
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(GSLs) (revisto em Kolter e Sandhoff, 2006Porém, esta ndo é a Unica fonte de
ceramida enddégena. Em mamiferos, a ceramida tgy@noem trés vias principais:

() Via biossintética, que se realiza a partir de pisames simples.

(i) Via catabdlica, que € catalisada por diferentesingsielinases. As
esfingomielinases (SMases) catalisam a hidrélisesfiegomielina em ceramida
e fosforilcolina por clivagem da ligacéo fosfode¥stA hidrolise da SM ocorre no
sistema endossomal-lisossomal, no folheto extermoVie®, e também ocorre
associada a lipoproteinas. Varias formas com difercalizacdo subcelular, pH
Optimo e dependéncia de caties tém sido iderddisse caracterizadas: SMase
acida (lisossomal), SMases neutras com diferentagsgde dependéncia em
relacdo a catides divalentes tais como®*Mg Zrf* (membrana plasmatica,

citossol, nucleoplasma) e SMase alcalina (Leeas, 1999).

(iii) Via de reciclagem, em que a ceramida é formadartr g acilacdo da
esfingosina e de outras bases esfingbides resstaat degradacao lisossomal de
esfingolipidos complexos. De facto, o catabolismdsossomal de
glicoesfingolipidos decorre de forma sequenciauknma com a producdo de
esfingosina e acido gordo resultantes da accdoedamtdase acida sobre a
ceramida. ApGs atravessar a membrana lisossoneaffiregosina pode ser usada
na sintese de ceramida, por accdo da ceramidaasmteou na sintese de
esfingosina-1-fosfato, por accédo da esfingosinasgnPor outro lado a ceramida
também pode ser convertida em ceramida-1-fosfataggfio da enzima ceramida
cinase (Levadet al, 1999).
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Adicionalmente, o nivel intracelular de ceramtdmbém depende da accéo de

ceramidases. A semelhanca da esfingomielinase &ei8Mase), as ceramidases

englobam uma familia heterogénea de enzimas cog@éuprincipal € a degradacéo da
ceramida em esfingosina (revisto em Mao e Obei@8RDe facto, a degradacdo da

ceramida pode ser efectuada por cinco ceramidaststas (Tabela 1). A ceramidase

acida esta localizada nos lisossomas e ¢é actihaciolo (pH 6ptimo 4.5); as restantes
guatro enzimas (ceramidase neutra e ceramidasasaf) ndo foram observadas no
lisossoma. As ceramidases exibem diferente espéeifie para os substratos. De facto,

esta documentado que a ceramidase neutra e cesamattalina ndo compensam o

defeito em ceramidase acida lisossomal observaddommtes de Farber (revisto em
Kolter e Sandhoff, 2006).

Tabela 1 Caracteristicas principais das ceramidases husnana

(insaturado)

Ceramidase Gene | CromossomaProteina (LCe| pH | Substrato
(kDa)
Ceramidase acida| ASHA1 8 13 e 40 L| 4.5 C6-Cl6-Cer

(insaturado)

Ceramidase neutral ASHA2 10 142 e 118MP | 7.0 | >C14-Cer
Ceramidase alcalina|IASHA3 19 31 RE| 8.5 >C14:1-Cer
(insaturado)

Ceramidase alcalina| ASHA3L 9 313 CG| 9.0 >Ci14-Cer
Ceramidase alcalina|3PHCA 11 316 CG| 9.5 | <£C20:1-Cer

LCe, Localizagao celular; L, Lisossoma; CG, Compldr Golgi; MP, Membrana plasmatica;

RE, Reticulo endoplasmatico; pH, pH 6ptimo de adttigte.

Em concluséo, dada a importancia biolégica dancela, o sedurnover celular

devera ser regulado de forma especifica, rigorosangplexa. Para isso contribui o

facto do seu nivel intracelular depender da congéio de varias vias metabdlicas: da
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sintesede novg da accdo de SMases sobre a esfingomielina egda ae ceramidases
sobre a ceramida. A existéncia de diversas forraéSMiases e ceramidases localizadas
em diferentes compartimentos celulares sugere dquac@o que os lipidos bioactivos
desempenham intracelularmente pode estar rela@ami@al s6 com aspectos estruturais

mas também com o seu compartimento de origem.

2. Doencas associadas a alteracdes esfingolipidicas

Os esfingolipidos, tal como referido anteriorneeisio componentes essenciais das
membranas das células eucaritticas e desempenmgietuestruturais e reguladoras
importantesin vivo, muito embora a funcéo celular exacta de cadagedfpido néo
seja ainda conhecida. A importancia dos esfingbbpi na fisiologia celular é
evidenciada pela ocorréncia de inidmeras doencasdit@ias metabdlicas resultantes de
bloqueios especificos na via de degradacdo doseglingolipidos e que séo descritas

nas proxima seccao.

2.1- Esfingolipidoses: doencas do catabolismo dosregdiipidos

Sabe-se que estas patologias metabdlicas mesulta deficiéncia de enzimas
lisossomais ou cofactores proteicos envolvidas mgratlacdo lisossomal de
glicoesfingolipidos. (Ginzburget al, 2004). Subsequentemente, acumulam-se
esfingolipidos no interior dos lisossomas das eé€lal essa sobrecarga conduz
inicialmente a uma disfun¢do lisossomal e postereote a uma disfuncdo celular
generalizada, dando origem a doencas geralmentesye associadas a uma morte
prematura. (Ginzburegt al, 2004). O catabolismo lisossomal dos esfingolipidoas

patologias associadas estao representadas na Eigura
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Figura 4. Esfingolipidoses e o metabolismo dos esfingolipidhigura representativa da
degradacdo lisossomal dos esfingolipidos e dasete se encontram bloqueadas nas Esfingolipidoses

Figura retirada de Kolter e Sandhoff, 2006.

As Esfingolipidoses sdo doencas raras, mas ait@ammortais, e a maioria
apresenta um grau significativo de envolvimentaolégico, o qual depende do tipo de
esfingolipido acumulado e da vulnerabilidade ddereites tipos celulares a essa
sobrecarga.

A frequéncia de cada uma destas doencas ndv&dal mas enquanto grupo de
doencas representa uma prevaléncia significatiygreesse facto, as Esfingolipidoses

sdo consideradas a causa mais comum de doencatripadideurodegenerativa.

(Ginzburget al, 2004; Pintcet al, 2004).
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Estas doencas sdo clinicamente heterogénegseatando diferentes graus de
severidade que estdo relacionados com os niveduaés de actividade enzimatica e
com o grau de envolvimento neurolégico. Em gerahiwel residual de actividade
enzimatica correlaciona-se inversamente com a dpedei do fendtipo clinico. Assim,
guando pouca ou nenhuma actividade enzimatica éctdel, o fendtipo clinico
associado é geralmente mais grave, com idade de ttd doenca no periodo neo-natal
ou na infancia, evolucéo rapida da doenca e moe®gtura da crianca. Relativamente
ao grau de envolvimento neurolégico, na doenca dg-Shchs, o envolvimento
neuroldgico representa a Unica manifestacdo, caragpou nenhum envolvimento dos
orgédos viscerais. No entanto, nas doenc¢as de GalNibmann-Pick tipo B e Fabry, as
manifestacbes sdo mais ao nivel dos 6rgaos viscerai envolvimento neuroldgico é
residual, pelo que estas patologias podem ter ioiimais tardio e uma evolucdo mais
lenta do que aquele que é observado em doencasromtvimento neuroldgico, como
€ 0 caso da doenca de Tay-Sachs (Ginzéuad 2004).

2.2- Doenca de Alzheimer

Para além do papel dos esfingolipidos no dedé@mento e progressédo das
Esfingolipidoses, nos ultimos anos tém surgido ipabbes que sublinham o
envolvimento de alguns esfingolipidos, como a cetajmoutras doencas neurologicas
como a Doenca de Alzheimer (DA) (Posse de Cha2e86)

Caracterizada clinicamente por uma progressivrdg de memobria e
patologicamente pela acumulacdo de péptidmnildide (AB), proteinas Tau e pela
formacdo de placas neuriticas e emaranhados nauleots a nivel cerebral, a DA, que
deve o seu nome a Alois Alzheimer, € uma doencaodegenerativa progressiva. A
acumulacdo de [\ estd associada a caracteristicas morfologicasasipda DA,
nomeadamente os emaranhados neurofibrilares, amsplaeuriticas e angiopatia
amiloide cerebral (Kreutzbegg al, 1988).

Sendo a idade o maior factor de risco da DAa é@stuma doenca com uma
prevaléncia crescente numa populacdo que tem upesaesa de vida cada vez maior
(Yankneret al, 2007).
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A DA estéa associada ao processo de envelheagehilar precoce (Kreutzbeeg
al., 1988). De facto, o envelhecimento celular resdbiaac¢cdo cumulativa de varios
factores de stress celular, nomeadamente molegrdasflamatorias e stress oxidativo,
que podem estimular a actividade das esfingomegimdevando a producgéo do lipido

pré-apoptotico, a ceramida (Constanghal, 2005).

No sentido de explicar a etiologia da doencearfoinicialmente propostas duas
hipéteses: a cascata amiloidal e a colinérgicaaBmdo com a hip6tese da cascata
amiloidal, a neurodegeneracdo na doenca de Alzheim&a-se com a clivagem
proteolitica da proteina precursora amildide (ABRgsulta na producdo, agregacao e
deposicédo da substangizamiléide (A3) e placas senis. (Haray al, 2002). De acordo
com a hipdtese colinérgica, a disfuncdo do sistewmlimérgico € suficiente para
produzir uma deficiéncia de memodria em modelos aigma qual é semelhante a
doenca de Alzheimer. (Aulet al, 2002). Cérebros de pacientes portadores da doenca
de Alzheimer mostraram degeneracdo dos neurbnioggcos ocorrendo também
uma reducdo dos marcadores colinérgicos, tendo shervada uma actividade
reduzida das enzimas colina acetiltransferase tdcati@esterase no cortex cerebral de
pacientes portadores da doenga de Alzheimer (éiuddl, 2002).

A ligacdo entre a DA e o desequilibrio lipidico fmoposta na sequéncia da
associacdo do alelo E4 da apolipoproteina E (apakE4)m risco acrescido de
desenvolvimento de DA hereditaria ou esporadicairaxzomo o desenvolvimento
precoce de algumas formas da doenca (Constagtitial, 2005). Estudos posteriores
revelaram que na DA ocorriam alteracoes signifieatide diversos lipidos tais como:
ceramida, gangliosideos, colesterol e sulfatidd®slativamente a ceramida, foi
observado um aumento significativo do nivel de roésla em amostra de cérebro de
doentes numa fase inicial da DA (Posse de Chaw36)2 que pode resultar da
inactivacao de ceramidase (enzima que degradaaeniwk) ou da inibicdo da enzima

glucosilceramida sintetase (Ozbayraldgal, 2009)

Haughey e colaboradores, em 2010, postularaneszeacumulacao defAode
contribuir para a morte neuronal via activacdo @aesfingomielina/ceramida. Esta
relacéo foi também evidenciada por Xingxuan e aokatores (2010), que observaram
uma relacdo directa entre o aparecimento de plaeasiticas e emaranhados

neufibrilares em doentes com DA e a existénciaideisxdiminuidos de S1P e de niveis
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aumentados de ceramida. Haughey e colaboradord®)(2ibservaram ainda uma

diminuicdo da expressdo da ceramida cinase e danclEse acida, bem como da
glucosilceramida transferase. Segundo os mesmaestigadores, esta observacgao teria
como consequéncia uma reducdo na sintese de @igmpidos e um aumento do

nivel de ceramida. Deste modo, 0s niveis reduzigoS1P e o aumento dos niveis de
ceramida deverdo ter um papel importante na patsgétia DA, que é potenciado pela
relevancia dos esfingolipidos ao nivel da fisicdogeuronal, ao nivel da regulacdo da
actividade e localizacdo dos receptores de membrsssam, estratégias terapéuticas
gue sejam baseadas ndo s6 em agentes farmacoldgicas também nutricionais,

poderdo representar uma estratégia promissoraagaevencao e tratamento deste tipo

de doencas neurodegenerativas (Haugtey, 2010).

Por ultimo, ndo se sabe concretamente se aagdulgenética de citocinas e de
proteinas envolvidas na resposta inflamatéria afécta longevidade. Contudo, a
inflamacgd@o crénica, que apresenta niveis elevado<ithcinas e de proteinas de
resposta inflamatoria, tem sido associada a diggpstologias que interferem com a
esperanca de vida, nomeadamente a doenca de A&heiraterosclerose ou o cancro
(Pintoet al.,2009).

2.3— Cancro

Uma das mais importantes funcbes dos esfinglol§pe o seu papel no destino
celular, regulando quer o crescimento quer a numtiddar. Este papel € extremamente
complexo e depende do equilibrio existente entteramida, 0s seus precursores e 0S

derivados metabdlicos.

Como referido anteriormente, através da suactdgde de inducdo da apoptose
nas células tumorais, a ceramida tem um papel meikvante na progressao tumoral.
Por sua vez, os metabolitos da ceramida regulaito®fdiferentes e, por vezes, até
opostos aos das proprias ceramidas. Dentro dodbaligda das ceramidas encontramos
alguns dos compostos referidos anteriormente: gsfina, ceramida 1-fosfato,
glucosilceramida e galactosilceramida. (Posse dav&l 2006). A ceramida é um

mediador de inimeras respostas celulares, tais eoapmptose e a senescéncia e, por
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outro lado, a S1P tem um papel importante na soknesia celular, migracao e
inflamacdo. Como estes dois esfingolipidos tém ipag@ostos e podem interconverter-
se no meio intracelular, do equilibrio entre elepehdera muito provavelmente o
destino celular (revisto em Furugéal, 2011). Tal como anteriormente referido, estes
esfingolipidos estéo relacionados metabolicamemdwées da actuacdo de uma série de
enzimas que incluem as ceramidases, a ceramiddasief a esfingosina cinase e a S1P
fosfatases, que forma uma rede complexa de reguldgdmediadores lipidicos cuja
importancia na funcao celular e regulacéo pato&tgm gerado um interesse crescente.

A Figura 5 resume 0 modo de actuacédo dos SLseu@apel como moduladores

positivos ou negativos do crescimento tumoral.

Resisténcia a farmacos Apoptose
N " A
LacCer - GlcCer i GalCer -- -//— --> Apoptose
PR GM3 Ceramida Gal-Esfingosina
e — e
| < !
i GD3 Cer-1P Esfingosina Esfingosina-1P i
v v v v v v
Apoptose P.aragem do
ciclo celular

Figura 5. Esfingolipidos como moduladores positivos e negatida resposta tumoraler-1P,
Ceramide 1-fosfato; GalCer, Galactosilceramida; -Bsfingosina, Galactosilesfingosina; GD3,
Gangliosideo GD3; GlcCer; Glucosilceramida; GM3,n@asideo GM3; LacCer, Lactosilceramida;
Esfingosina-1P, Esfingosina 1-fosfato. (AdaptadoS#guiet al, 2009
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Um exemplo da influéncia das altera¢fes dosigiipidos no cancro é-nos dado
por Nicolaeet al. (2011) que, ao realizarem um estudo sobre a imfiaé&da quantidade
de gangliosideos no crescimento tumoral de indoddiom melanoma, observaram que
a quantidade de gangliosideos totais era supenorpacientes com melanoma
comparativamente ao nivel detectado em pacientes leedes pré-malignas. Estes
investigadores demonstraram também que a sobredida pacientes sujeitos a
tratamento para melanoma dependia da quantidagandgiosideos, estando aumentada
em pacientes com niveis de gangliosideos inferiereéminuida em pacientes com

niveis aumentados de gangliosideos.

Ainda, Bansodeet al. (2011) estudaram o efeito da ceramida-C6 na i@dige
células cancerigenas. Estes autores demonstrarama garamida é um potente anti-
angiogénico, por inducdo da apoptose, regulandongiogénese induzida pelo

crescimento tumoral.

2.4- Esclerose Mdltipla

A Esclerose multipla € uma doenca auto-imunactarizada pela desmieliniza¢ao
do SNC, em que os oligodendrécitos - células quesrgolam a volta do axénio
formando uma estrutura conhecida por bainha demaiel que é particularmente rica

em esfingolipidos — séo os alvos da doenca.

Wheeleret al. (2008), sugerem que a manutencdo do equilibripadiodo lipidico
celular é um factor critico para uma funcdo nenocamal uma vez que alteracdes subtis
do conteudo lipidico podem ter repercussdes fuadsompodendo até contribuir para a
degradacdo quer da mielina, quer dos axonios. Hstestigadores identificaram e
quantificaram diversos tipos de lipidos em amosteasérebro de individuos com e sem
esclerose mdltipla e verificaram que na esclerogkipta activa ha uma alteracdo na
composicao lipidica que é representada por umarmaantidade de fosfolipidos e uma
menor quantidade de esfingolipidos, sugerindo ulieaagdo metabdlica. Por outro
lado, a apoptose dos oligodendrdcitos pode ser aseyentos patogénicos mais
importantes, seguido pela activacdo glial e pdiétracdo dos linfécitos e macrofagos
(Janaet al. 2010).
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O trabalho publicado por Jana e Pahan, em 26d@ere que alteracbes na
producdo de S1P e de ceramida deverdo contribtargpedesmielinizacdo observada na
esclerose multipla. De facto, estes autores observague a producdo de ceramida,
derivada da accdo da esfingomielinase, em resmodtctores indutores de stress
oxidativo induz a apoptose dos oligodendrécitooe meuronios, que a S1P regula a
entrada de linfocitos na circulacdo e ainda quesdicamento, FTY720 (2-amino-2-[2-
(4-octylphenyl)ethyl]propane-1,3-diol) - compostesdoberto através da modificacao
de um produto natural, a miriocina, oralmente actey que funciona como um
modulador do receptor da S1P (Chiba e Adachi, 20di@jjueia um receptor da S1P
(S1Prl) reduzindo a progressao da doenca. Derrgiezi a interaccdo de S1P com o
receptor S1Prl € necessaria para a migracdo daksceluto-imunes dos Orgaos
linfaticos. Assim, estes resultados sugerem queindsdores farmacologicos da
esfingomielinase e os antagonistas dos recepta@eS1dP, poderdo representar, no
futuro, novas vias terapéuticas para a neuroinfdmae a desmielinizacdo que
caracterizam a esclerose multipla. Corroborand@sigltados obtitos por estes autores,
o trabalho publicado por Van Dooet al, (2010) demonstra que os astrécitos activados
presentes nas lesdes de doentes com esclerosplanidtiando colocados em cultura
sob condi¢des pro-inflamatorias, aumentam muitgpaessao dos receptores 1 e 3 da
S1P, o que sublinha, mais uma vez, o papel dasgedifpidos nesta patologia. A visdo
actual sobre o papel da S1P na etiopatologia mlaleda esclerose mdultipla esta

esquematizada na Figura 6.
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Figura 6. Papel da S1P na Esclerose Mdltipha.células T activadas (Thl), expressam o receptor
da S1P, que interage com a S1P encontrada no sdnguge a inflamacéo e entra no SNC, onde séo
produzidos produtos citotoxicos pro-inflamatérigge promovem a morte e desmielinizagdo dos
oligodendroécitos. Enquanto que as células T CD8atam diretamente os oligodendrdcitos através da
interacdo pela via do metabolismo das ceramidasglasas B que expressam S1PR entram no SNC,
diferenciam-se em plasmécitos e originam a morgedaligodendrécitos através da via ADCC (anticorpo

dependente de citotoxicidade mediada por células).astrocitos que expressam a S1PR, utilizam a

mesma via para libertar mais produtos citotOxiagsipflamatorios. Figura extraida de Jaal(2010).

2.5Patologias cardiovasculares

Diversos autores, nomeadamente Alewijn&eters(2008), referem o papel dos
esfingolipidos na patologia cardiovascular, degignzente na regulacdo da
angiogénese, ou seja, na formacéo de novas repitres, funcdo esta importantissima
para a cicatrizacdo, desenvolvimento uterino e padesenvolvimento de algumas

patologias, como retinopatia diabética e cancro.

30



Esfingolipidos: mediadores moleculares da respedtdar e potenciais alvos terapéuticos

Saba e Hla (2004), observaram que a adminisirdedS1P a modelos animais
sujeitos a isquémia/reperfusdo exerce um efeitadigamotector, diminuindo o
batimento cardiaco, a pressao arterial e a comtreg@dtricular. Adicionalmente, a S1P
podera ter um importante efeito na regulacdo dodadxmitrico e consequente
vasoconstricao.

No caso das lesbGes ateroscleroticas, tambémsérvalnla uma acumulacédo de
ceramidas e de esfingomielina, que foi associadgaptose celular bem como a
arritmias e até faléncia cardiaca. Dentro dos gsfipidos, é também de salientar que
existem evidéncias experimentais de que a cerami@aiosilceramida a esfingosina-1-
fosfato, promovem a adeséao e migracdo dos monpt#ndo como consequéncia um
processo inflamatorio, que estara na base da d@egasclerotica. Apesar da maioria
das moléculas esfingolipidicas identificadas nacgd ateroesclerdticas isoladas de
humanos e de animais parecerem ser resultantetdaesie novg estudos recentes
sugerem que poderdo ser originarios do plasma, amtemegente a esfingomielina (Hoff
e Morton, 1985Jeonget al, 199§.

Esta documentado que o nivel de ceramida, nemi@mente proveniente da
hidrélise da esfingomielina por accdo de esfingtinases, estd aumentado na
ateroesclerose e em lesdes provocadas por isquepeidlisdo. Varios factores de risco
da patologia cardiovascular associados a produed®ihmida tém sido descritos tais
como alteragbes do nivel de citocinas especifidasforma oxidada da LDL e da
homocisteina (Figura 7) (revisto em Bismattal, 2008; Yeboaheet al, 2010).
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Citocinas (TNF, IL-2, etc.)

Stress oxidativo (ex. LDL oxidada)
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Metaloproteinases da matriz extracelular
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Figura 7. Relacéo da ceramida com a patologia cardiovasidara adaptado de Bismuth
et al. (2008).

A ceramida tém sido associada a activacdo desvé@noléculas sinalizadoras
incluindo a proteina cinase C, proteinas Ras, RRth, e cinase N-terminal Jun
(INK)/cinases p38 (p38-K) (revisto em Bismethal, 2008). Por conseguinte, conhecer
as vias moleculares induzidas pela ceramida q@® estsociadas a patologia vascular
devera ser util na identificacdo de novos alvoap@uticos. De facto, as SMases tém
sido consideradas potenciais alvos terapéuticoséarmmo tratamento da ateroesclerose
e do enfarte do miocérdio e varios inibidores téo sestados, especialmertevitro.
Pelo facto de serem de natureza muito diversaunslgctuarem selectivamente sobre
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os diferentes tipos de SMases, este topico ndoesgidarado no ambito do presente
trabalho, mas sugere-se a revisdo de Pavoine eeP@&D09) para um conhecimento

mais aprofundado sobre esta matéria. Por dltimativamente a esfingomielina,

presentemente ndo é consensual que se trate dectonde risco da doenca coronaria.

3. Potencialidade terapéutica da modulacdo do metablsmo

esfingolipidico

Tendo por base a informacéo apresentada naSeseagteriores, pretende-se nesta
seccao sublinhar a importancia da regulacdo dohwléteno esfingolipidico como um
alvo terapéutico potencialmente promissor numa argpina de doencas de etiologia
muito diversa, algumas das quais exploradas notambipresente trabalho.

Mutacbes nos genes que codificam as enzimasajabsam algumas reacdes do
catabolismo dos esfingolipidos causam doencas biecrga lisossomal conhecidas
por Esfingolipidoses. Estas doencas apresentamlngante, envolvimento neuroldgico
e conduzem a uma morte prematura sublinhando,spor a importancia de um nivel
regulado de SLs para o normal funcionamento dadaselA sequéncia de eventos
desencadeados pela sobrecarga lisossomal de Sis a#io € bem conhecida. No
entanto, varios mecanismos fisiopatoldgicos téra sitheridos, muitos deles comuns a
diversas esfingolipidoses como € o caso da inflamag da apoptose (Taray al,
2004). De facto, apesar da morte celular progransstaessencial para o normal
desenvolvimento do sistema nervoso, quer centiel periférico, a desregulacao deste

processo devera ser determinante para o iniciod@®envolvimento destas patologias.

Véarias abordagens terapéuticas tém sido propoptra 0 tratamento das
Esfingolipidoses: terapia génica, terapia pcmaperones reposicdo enzimatica,
transplante de medula Ossea, correcdo cruzada daegar células, e terapia de
privacao de substrato (como acontece com a inilWe&glucosilceramidase, enzima que
sintetiza a glucoceramida e cuja inibicdo reduzuantjdade de glucosilceramida no
lisossomao) (revisto em Beck, 2010). Assim, em dagnrelacionadas com a

acumulacdo de esfingolipidos, a ideia base decpra@inte todas estas estratégias
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terapéuticas consiste na deplecdo dos lipidos dedos) através do aumento da
capacidade degradativa do lisossoma e/ou diminudgaoivel de substrato que atinge
as células e/ou compartimento alvo. Neste context@ melhor compreensao sobre a
fisiopatologia molecular serd importante para antifieacdo de novas abordagens

terapéuticas para estas doencgas.

No caso das doencgas neurodegenerativas progiesstomo a Doenca de
Alzheimer, estdo documentadas alteragcbes no metatwobos SLs que sugerem que a
acumulacdo de ceramida e esfingosina podem seredatoausais da extensao

anormalmente elevada de apoptose que ocorre ngalderAlzheimer.

Ainda no que se refere a doencgas neurologicaapértante também mencionar
que a esfingosina-1-fosfato poder ter um papelasle na regulacdo da secrecdo de
neurotransmissores e, subsequentemente, a moduligdseu nivel metabdlico

representar uma potencial abordagem terapéutite ties de doencas.

No caso do cancro, sendo a apoptose um mecadismwrte celular programada
que permite o correto desenvolvimento dos orgarssnao sua desregulacdo pode
potenciar a proliferacdo celular e o desenvolvimeata patologia. Considerando que a
esfingosina-1-fosfato, a ceramida-1-fosfato, aolsitteramida e a glactosilceramida sao
“promotores de tumores”, induzindo a proliferacéelular e que a ceramida, a
esfingosina e alguns gangliosideos sdo denominadgsessores tumorais por
promoverem a inducdo da apoptose, o balanco dinaentre a esfingomielina e a
ceramida, bem como entre a ceramida e a esfinghdiosfato, deve ser
cuidadosamente estudado uma vez que ele pode éonméarmacao relevante sobre a
adequacdo da regulacdo do metabolismo dos SLs copgiio terapéutica.
Comparativamente as Esfingolipidoses, no cancigsérgada a situacao inversa, isto é,
um défice patoldgico de esfingolipidos apoptéticBegundo Ozbayraktar e Ulgen
(2010), que efectuaram a comparacdo matematicavdi@@s vias biologicas para
obtencdo de farmacos mais eficientes na terapéatitiacancerigena, estes farmacos
devem ter como alvos duas ou mais enzimas, eiaagfio conjunta de farmacos que
inibam simultaneamente o catabolismo da ceramidgui@ 8) e a sua producédo (Figura

9), podera ter beneficios terapéuticos.
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Inibidores da aSMase
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Figura 8. Regulacdo do reostato ceramida/esfingosina-1-fmsfagura adaptada de
Kornhuberet al.,2010.
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Figura 9. Via biossintética esfingolipidica e potenciais iddres (Kornhubeet al.,
2010).
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Relativamente as patologias cardiovascularesgneolvimento dos SLs esta
particularmente documentado em situacdes de isquEperfusdo e aterosclerose.
Neste contexto, a regulacdo do metabolismo dosgedipidos podera representar uma
nova abordagem terapéutica nas doencas cardiogessjue representam actualmente

a principal causa de morte a nivel mundial.

Assim, de um modo geral pode afirmar-se quetivalmente as patologias de
etiologia complexa abordadas no ambito do presdrabalho, os inibidores
farmacoldgicos da esfingomielinase (Figura 8), aosagonistas dos receptores da
esfingosina 1-fosfato e os inibidores da sintsenovoda ceramida (Figura 9), em
especial a miriocina, sdo aqueles que tém mereegpecial atencdo em termos
terapéuticos. Globalmente, estas novas abordageolecutares de modulacdo
farmacolégica do metabolismo dos SLs visam a redolade processos celulares
especificos, tais como proliferacdo, apoptose, seémeia ou inflamacdo, e a sua
aplicabilidade, no futuro, dependera do conhecimeabre os mecanismos moleculares
desencadeados pelas alteracdes esfingolipidicascgueem nessas patologias, os quais

provavelmente merecerdo a melhor atengéo nos po8xamos.
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CAPITULO IlI: Conclusdes e perspectivas futuras
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Apesar das dificuldades inerentes ao estudo decoiake esfingolipidicas, quer
pela sua natureza quimica quer pela complexidadenddodologias usadas no seu
estudo, nas ultimas décadas a investigacdo nestatém vindo a intensificar-se,
permitindo uma melhor clarificacdo sobre o seu pape sinalizagdo celular e,
subsequente, na regulacdo de processos celulai@s, viais como a morte ou

sobrevivéncia celular.

O conteudo celular em moléculas esfingolipidicas @étrotado por enzimas
envolvidas no seu metabolismo. Deste modo, a canpé® do complexo mecanismo
de regulacdo do nivel intracelular dos esfingobipicequer um profundo conhecimento
da forma como estas moléculas sédo sintetizadasadkatps ou inter-convertidas. A
descoberta de substancias quimicas capazes deaaodifictividade destas enzimas de
uma forma selectiveepresenta uma oportunidade de regulacdo da séa aetular e,
subsequentemente, de identificacdo de novas epamtterapéuticas para as doencas

em que estas moléculas esfingolipidicas tém sigicadas.

Através deste trabalho, foi possivel constatae lteragbes, mesmo que
aparentemente subtis, no metabolismo dos esfindofippodem originar patologias tao
graves como as Esfingolipidoses, o cancro ou agdoele Alzheimer. Também foi
possivel verificar que existe uma linha de invest#p que, tendo como ponto de
partida as alteracfes que sdo observadas no mstaballos esfingolipidos, visa a
identificacdo de alvos terapéuticos para essadog&e. De facto, frequentemente,
estas doencas representam bons modelos para ificgdeab e caracterizacdo de etapas
celulares fisiologicamente relevantes, contribuindeste modo para um melhor
conhecimento sobre a biologia celular e, subseqoenite, para a identificagcédo de
novas e eficazes estratégias terapéuticas.

Contudo, e apesar de ser ja evidente que asgelfiidos mais simples, como a
ceramida, tém um papel importante no desenvolvimdatpatologias diversas, sabe-se
gue o mesmo esfingolipido pode desencadear acigigdas dependendo por exemplo
do tipo de célula, do comprimento do acido gordalowompartimento celular em que
se encontra localizado, o que sugere que haviedg,aim caminho longo a percorrer
até ser esclarecida a funcéo exacta de cada urtees aesléculas e, subsequentemente,
a sua relevancia para a disfuncéo celular obsemasdaliversas situacdes patolégicas

em que tém sido implicados.

38



Esfingolipidos: mediadores moleculares da respedtdar e potenciais alvos terapéuticos

Bibliografia

39



Esfingolipidos: mediadores moleculares da respedtdar e potenciais alvos terapéuticos

ALEWIINSE AE, PETERS SL (2008) Sphingolipid sigival in the cardiovascular
system: Good, bad or both?. European Journal ahitwlogy 585:292-302.

AULD DS, KORNECOOK TJ, BASTIANETTO S, QUIRION R (PQ) Alzheimer's
disease and the basal forebrain cholinergic systelations to beta-amyloid peptides,

cognition and treatment strategies. Prog NeurobRiR09-45

BANSODE RR, AHMEDNA M, SVOBODA KR, LOSSO JN (201Qoupling in vitro
and in vivo paradigm reveals a dose dependentitidnbof angiogenesis followed by
initiation of autophagy by C6-ceramide. Int. J. Bieci. 7 (5):629-44.

BECK M (2010) Therapy for lysosomal storage disosdd8JBMB Life 62:33-40.

BISMUTH J, LIN P, YAO Q, CHEN C (2008) Ceramide:cammon pathway for
atherosclerosis? Atherosclerosis. 196 (2):497-504.

BOLLINGER CR, TEICHGRABER V,GULBINS E (2005) Cerada@-enriched
membrane domains. Biochim, Biophys. Acta 1746:284-2

CHIBA K, ADACHI K (2012) Discovery of fingolimod,hte sphingosine 1-phosphate
receptor modulator and its application for the &pgrof multiple sclerosis. Future Med
Chem. 4(6):771-81.

CONSTANTINI C, KOLASANI R, PUGLIELLI L (2005) Ceraide and Cholesterol:
Possible Connections Between Normal Aging of thailBand Alzheimer’'s Disease.
Just hypotheses or molecular pathways to be ided@fiAlzheimer's & Dementia 1:
43-50.

DICKSON RC, SUMANASEKERA C, LESTER RL (2006) Furartis and metabolism
of sphingolipids in saccharomyces cerevisiae. Frgmd. Res. 45 (6):447-65.

40



Esfingolipidos: mediadores moleculares da respedtdar e potenciais alvos terapéuticos

FERRANTE M, MELIB R, RASOB J, ESPOSITO E, SEVERINGQA CARLO G,
LUCISANO A (2002) Effect of fumonisin B1 on structuand function of macrophage
plasma membrane. Toxicology Letters, 129 (3):187-18

FURUYA H, SHIMIZU Y, KAWAMORI T (2011) Sphingolipid in cancer. Cancer
Metastasis Rev. 30(3-4):567-76.

GINZBURG L, KACHER Y, FUTERMAN AH (2004) The pathegesis of
glycosphingolipid storage disorders. Semin. CeN.[®iol. 15:417 — 431.

HARDY J, SELKOE DJ (2002) The amyloid hypothesis Alzheimer's disease:
progress and problems on the road to therape@asnce 297 (5580):353-356.

HAUGHEY NJ, BANDARU VV, BAE M, MATTSON MP (2010) Ries for
dysfunctional sphingolipid metabolism in Alzheinsertlisease neuropathogenesis.
Biochim. Biophys. Acta 1801(8):878-886.

HEINRICH M, WICKEL M, WINOTO-MORBACH S, SCHNEIDER-BRACHERT W,
WEBER T, BRUNNER J, SAFTIG P, PETERS C, KRONKE MZIBUTZE S (2000)
Ceramide as an activator lipid of cathepsin D. Aglxp. Med. Biol. 477:305-315.

HOFF HF, MORTON RE (1985) Lipoproteins containingpaB extracted from human
aortas. Structure and function. Ann. N. Y. Acad. 864:183-94.

HUWILER A, KOLTER T, PFEILSCHIFTER J, SANDHO K (20) Physiology and
pathophysiology of sphingolipid metabolism and sigrg. Biochimica et Biophysica

Acta 1485:63-99.

JANA A, PAHAN K (2010) Sphingolipids in multiple krosis. Neuromolecular Med.
12 (4):351-361.

41



Esfingolipidos: mediadores moleculares da respedtdar e potenciais alvos terapéuticos

JEONG T, SCHISSEL SL, TABAS |, et al. (1998) Insed sphingomyelin content of
plasma lipoprotein E knockout mice reflects comtipeoduction and catabolic defects

and enhances reactivity with mammalian phingomgskn J. Clin. Invest. 101:905-912

JENKINS RW, CANALS D, HANNUN YA (2009) Roles andgelation of secretory
and lysosomal acid sphingomyelinase. Cellular Sligrga21 (6): 836—846.

KOLTER T, SANDHOFF T (2006) Sphingolipid metaboliisease. Biochimica et
Biophysica Acta 1758:2057-2059.

Kornhuber J, Tripal P, Reichel M, Miuhle C, RheinMyehlbacher M, Groemer TW,
Gulbins E (2010) Functional inhibitors of acid spjomyelinase (FIASMAS): a novel
pharmacological group of drugs with broad cliniapplications. Cell Phsysiol Biochem
26:09-20.

KREUTZBERG GW, ENGEL AK, TETZLAFF W (1988) Axonatansport of 16S
acetylcholinesterase is increased in regeneragniglperal nerve in guinea-pig, but not
in rat. Neuroscience 24 (2):729-738.

LAHIRI S, FUTERMAN AH (2007) The metabolism and fttiron of sphingolipids and
glycosphingolipids, Cell. Mol. Life Sci. 64:2270-22.

LEVADE T, MALAGARIE-CAZENAVE S, GOUAZE V, SEGUI BTARDY C, ET
AL (2002) Ceramide in Apoptosis: A Revisited RdMeurochemical Research 27 (7-
8):601-607.

LEVADE T, ANDRIEU-ABADIE N, SEGUI B, AUGE N, CHATEUT M,
JAFFREZOU JP, SALVAYRE R. (1999) Sphingomyelin-dagjng pathways in human
cells role in cell signalling. Chem. Phys. Lipid32{1-2):167-78.

42



Esfingolipidos: mediadores moleculares da respedtdar e potenciais alvos terapéuticos

MAO C, OBEID LM (2008) Ceramidases: regulators elidar responses mediated by
ceramide, sphingosine, and sphingosine-1-phospBaiehimica et Biophysica Acta —
Molecular and Cell Biology of Lipids 1781:424—-434.

MANSO C (1977) Bioquimica Humana. 22 Edicdo, Lisbédaindacdo Calouste

Gulbenkian.

MERRILL A. H., SCHMELZ E. M., WANG E., DILLEHAY D.L., RICE L. G,
MERIDITH F., RILEY R. T. (1997) Importance of splgolipids and inhibitors of
sphingolipid metabolism as components of animaisdi& Nutr. 127:830S-833S.

MERRILL AH (2002) De novo sphingolipid biosintesia:neccesary, but dangerous,
pathway. J. Biol. Chem. 277:25843-258466.

NICOLAE I, NICOLAE CD, COMAN OA, STEANESCU M, COMAN L,
ARDELEANU C (2011) Serum total gangliosides lewadinical prognostic implication.
Rom. J. Morphol. Embryol. 52(4):1277-81.

OZBAYRAKTAR F, ULGEN K (2009) Molecular facets ophingolipids: Mediators
of diseases. Biotechnol. J. 4(7):1028-41.

OZBAYRAKTAR F, ULGEN K (2010) Drug target identifation in shingolipid
metabolism by computational systems. Biologic tobetabolic Control Analysis and
Metabolic Pathway analysis. J. Biom. Inf. 43:53B54

PATTON JL, LESTER RL (1991) The phosphoinositol isgblipids of
Saccharomyces cerevisiaare highly localized in the plasma membrang.
Bacteriol. 174 (22):7180-7184.

PAVOINE C, PECKER F (2009) Sphingomyelinases: theigulation and roles in
cardiovascular pathophysiologgardiovasc Res82 (2):175-183.

43



Esfingolipidos: mediadores moleculares da respedtdar e potenciais alvos terapéuticos

PINTO MF, BARBOSA DA, FERRETI C, SOUZA L, FRAM DBELASCO A.
(2009) Qualidade de vida de cuidadores de idososdmenca de Alzheimer. Acta Paul.
Enferm. 22 (5):652-7.

PINTO R, CASEIRO C, LEMOS M, LOPES L, FONTES A, RO H, PINTO E,
SILVA E, ROCHA S, MARCAO A, RIBEIRO |, LACERDA L, BBEIRO MG,
AMARAL O, SA MIRANDA MC (2004) The prevalence of$psomal storage diseases
in Portugal. Eur. J. Hum. Genet. 12:87-92.

POSSE DE CHAVES EI (2006). Sphingolipids in apotosurvival and regeneration
in the nervous system. Biochim. Biophys. Acta 11985-2015.

RUVOLO PP. (2003). Intracellular signal transductmathways activated by ceramide
and its metabolites. Pharmacol. Res. 47, 383-392.

SABA JD, HLA T (2004) Point-counterpoint of sphirgjoe 1-phosphate metabolism.
Circ. Res. 94:724-734.

SEGUI B, ANDRIEU-ABADIE N, JAFFREZOU JP, BENOIST HEVADE T (2006)
Sphingolipids as modulators of cancer cell deathemtial therapeutic targets. Biochim.
Biophys. Acta 1758 (12):2104-20.

SILLENCE DJ, PLATT FM (2004) Glycosphingolipids iendocytic membrane
transport. Semin. Cell Dev. Biol. 15 (4):409-16.

TARDY C, ANDRIEU-ABADIE N, SALVAYRE R, LEVADE T (2®4) Lysosomal
storage diseases: is impaired apoptosis a pathogesthanism? Neurochem. Res. 29
(5):871-880.

TURNER PC, NIKIEM P, WILD CP (1999) Fumonisin contmation of food:
progress in development of biomarkers to betteesssfiuman health risks. Mutation
Research. 44:81-93.

44



Esfingolipidos: mediadores moleculares da respedtdar e potenciais alvos terapéuticos

VAN DER REST ME, KAMMINGA AH, NAKARRO A, ANRAKU Y, POOLMAN
B, KONINGS WN (1995) The plasma membrane ®&ccharomyces cerevisiae

structure, function and biogenesis. Microbiol. R&9.304-322.

VAN DOORN R, VAN HORSSEN J, VERZIJL D, WITTE M, ROREN E, VAN
HET HOF B, LAKEMAN K, DIJKSTRA CD, VAN DER VALK P,REIJERKERK A,
ALEWIINSE AE, PETERS SL, DE VRIES HE (2010) Sphisige 1-phosphate
receptor 1 and 3 are upregulated in multiple ssler@sions. Glia. 58 (12):1465-76.

WHEELER D, BANDARU VV, CALABRESI PA, NATH A, HAUGHEY NJ (2008) A
defect of sphingolipid metabolism modifies the padms of normal appearing white

matter in multiple sclerosis. Brain 131:3092-102.

XINGXUAN HE, YU HUANG, BIN LI,CHENG-XING GONG, AND EDWARD H.
SCHUCHMAN (2010) Deregulation of sphingolipid metéibm in Alzheimer's
disease. Neurobiol. Aging 31 (3): 398-408.

Y. D. VANKAR, R. R. SCHMID (2000) Chemistry of Glgsphingolipids. Chem. Soc.
Rev. 29:201-216

45



