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Sphingolipids: Bioactive Metabolites and Models for Drug Design

Abstract: Thudichum discovered the first sphingolipids in 1880 and since then, more than 300 types
have been identified. Sphingolipids are ubiquitous constituents of membrane in eukaryotic cells, with a
large structural diversity in the different species. Sphingolipid modulate several cellular events as
proliferation, differentiation, cell survival, immune system, vascular epithelial integrity, being
particularly important in inflammatory processes and cancer. The involvement of sphingolipids with
diverse diseases suggests that their metabolic pathways can be considered important therapeutic
targets. Production of sphingoide base-like compounds may lead to new antibacterial, anti-
inflammatory, antifungal, anticancer, and immunosuppressant. One of the major discoveries involving
the sphingolipids was FTY720, an analogue of sphingosine amending control of the immune system and
is already used clinically for the treatment of multiple sclerosis. Our goal is to introduce some basic
concepts of this class of molecules and put clear the interest on its use in the search for new targets and
therapeutic agents.

Keywords: Sphinganine; ceramides; metabolism; safingol; FTY720 (fingolimod).

Resumo

Os primeiros esfingolipidios foram descobertos por Thudichum em 1880 e, desde entdo, mais de 300
tipos ja foram identificados. Os esfingolipidios sdo ubiquos em células eucariéticas, possuindo uma
grande diversidade estrutural para as diferentes espécies. Muitas destas moléculas foram identificadas
como sinalizadores celulares cruciais, envolvidas nos processos de regula¢cdo do crescimento celular,
sobrevivéncia das células, sistema imune, integridade vascular e epitelial, sendo particularmente
importantes nos processos inflamatdrios e cancer. O envolvimento dos esfingolipidios com diversas
doencgas sugere que suas vias metabdlicas possam ser consideradas importantes alvos terapéuticos. A
produgdo de substancias analogas as bases esfingoides pode levar a novos agentes antibacterianos,
antifungicos, anticancer, anti-inflamatérios e imunossupressores. Uma das maiores descobertas
envolvendo os esfingolipidios foi a do FTY720, um andlogo da esfingosina que altera o controle do
sistema imune e ja estad sendo usado clinicamente para o tratamento da esclerose multipla. O objetivo
deste trabalho é apresentar alguns conceitos basicos sobre esta classe de substdncias e despertar o
interesse sobre seu uso na busca de novos agentes terapéuticos.
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1. Introdugao

O cientista alemdo Johann Ludwig
Wilhelm Thudichum, conhecido como o
fundador da neuroquimica, identificou, por
volta de 1880, os primeiros esfingolipidios.
Através da analise quimica de cérebros
humanos e de diversos animais, Thudichum
isolou e caracterizou diversos compostos
deste 6rgdo. Seus resultados foram
publicados no livro “Um Tratado da
Constituicdo Quimica do Cérebro”, o qual foi
amplamente criticado e rejeitado pela
comunidade cientifica naquela época.’
Somente apds a morte de Thudichum, em
1901, que suas descobertas passaram a ser

Esfingolipidios como agentes terapéuticos

consideradas como importantes
contribuicGes cientificas para o estudo da
composicdo quimica do cérebro. Dentre os
compostos identificados por Thudichum
estdo a cefalina, a esfingomielina, a
galactose, o acido latico e a esfingosina. A
esfingosina recebeu este nome por analogia
com a esfinge, devido a sua natureza quimica
enigmatica, ndo sendo possivel naquela
época elucidar sua estrutura. Nos anos
seguintes, muitos pesquisadores tentaram,
sem sucesso, determinar a estrutura da
esfingosina. Somente em 1947, apds a
obtencdo de varios derivados da molécula,
Herbert E. Carter e seus colaboradores
publicaram a estrutura correta da esfingosina
como  2S,3R,4E-2-aminooctadec-4-ene-1,3-
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diol.?

Apesar dos grandes avangos nas pesquisas
com os esfingolipidios desde aquela época,
esta classe de lipidios revela, a cada ano,
novas e surpreendentes funcdes.>® Os
esfingolipidios sdo ubiquos em células
eucarioticas, sendo metabdlitos bioativos de
grande importancia em muitos processos de
sinalizagdo celular e com vdrias funcgGes
patoldgicas. Dentre as diversas classes de
esfingolipidios descritos, podemos citar a
esfingosina e suas bases esfingoides
relacionadas (envolvidas na regulacdo da
actina no citoesqueleto, no ciclo celular e na
apoptose), a ceramida (N-acil-esfingosina)
gue media muitas respostas das células ao
estresse, incluindo apoptose e senescéncia, a
ceramida-1-fosfato (C1P), recentemente
incluida na familia dos esfingolipidios
bioativos (envolvida na inflamagdo e
transporte através de vesiculas) e a
esfingosina-1-fosfato  (S1P), que tem
importancia crucial na sobrevivéncia da
célula, migracdo celular e inflamacdo. Muitas
destas moléculas foram identificadas como
sinalizadoras celulares cruciais, envolvidas
nos processos de regulagdo do crescimento
celular, sobrevivéncia das células, sistema
imune, integridade vascular e epitelial, sendo
particularmente importantes nos processos
inflamatérios e cancer.®?

Uma nova classe de esfingolipidio, a
esfingosina hidroxilada na posicdo 6, foi
recentemente identificada na pele humana.
Niveis anormais das ceramidas hidroxiladas
na posicdio 6 vem sendo frequentemente
identificadas nas dermatites atdpicas.
Contudo, os processos biossintéticos destas
moléculas no organismo humano ainda sao
desconhecidos.™

Muitas das descobertas a respeito da
importancia dos esfingolipidios como
sinalizadores celulares surgiram nas ultimas
décadas, quando muitas proteinas e enzimas
envolvidas no metabolismo dos
esfingolipidios e dos receptores da S1P
puderam ser clonadas. Com isto, foi possivel
produzir animais onde estas enzimas podiam
ser inativadas ou ndo expressas (knockout),
gerando informacgGes importantes sobre as
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funcdes metabdlicas dos esfingolipidios. Com
o avang¢o da espectrometria de massas,
novos esfingolipidios puderam ser
identificados e  quantificados.  Foram
desenvolvidos agonistas e antagonistas dos
receptores de S1P e inibidores de enzimas de
sinalizagdo. Uma das maiores descobertas
envolvendo os esfingolipidios foi a do
FTY720, um andlogo da esfingosina que altera
o controle do sistema imune e ja estd sendo
usado clinicamente para o tratamento da
esclerose multipla.™

2. O que sao esfingolipidios?

Os esfingolipidios pertencem a classe dos
lipidios, sendo substancias que possuem
como uma das caracteristicas a insolubilidade
em agua.” Os lipidios abrangem uma grande
variedade de tipos estruturais (acidos graxos,
triacilglicerdis, glicolipidios, gorduras, ceras,
terpenos, esteroides e os esfingolipidios),
com diferentes funcdes bioldgicas, sendo,
frequentemente, classificados como de
armazenamento ou estruturais. Os lipidios de
armazenamento sdo os derivados dos 4acidos
graxos, como as gorduras ou 6leos e sdo
classificados desta forma por serem
responsaveis pelo armazenamento de
energia nos  organismos  vivos. Os
esfingolipidios, os glicofosfolipidios e os
esterdis, normalmente encontrados nas
membranas bioldgicas, pertencem ao grupo
dos lipidios estruturais. Este grupo é formado
por substancias anfipaticas, as quais possuem
porgdes hidrofilicas e lipofilicas, que se
organizam como bicamadas ou micelas em
meio aquoso.12

Os esfingolipidios possuem uma grande
diversidade estrutural para diferentes
espécies, com mais de 300 tipos ja
identificados e com milhares de possiveis
estruturas. Estando presentes em todos os
eucariontes e em alguns procariontes, com
grande variedade das classes encontradas
nos diversos organismos.3'5'13 Porém, ¢é
possivel classificd-los a partir de modifica¢des
de uma estrutura basica, que consiste de um
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aminoadlcool (por¢do hidrofilica) com uma
cadeia longa de carbonos (porg¢ao lipofilica).
Sua estrutura basica apresenta um grupo
amina no carbono 2, dois grupos hidroxila
nos carbonos 1 e 3 e uma cadeia carbonica
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composta por 18 atomos, encontrada no
esqueleto da esfinganina (1), que é o
esfingolipidio que apresenta a estrutura mais
simples e é precursor de todos os
esfingolipidios (Figura 1).**

OH OH

/\/\/\/\/\/\/\/;\2)1

18

Esfinganina 1

NH,

Figura 1. Estrutura da esfinganina 1, [(2S,3R)-2-aminooctadecano-1,3-diol], também chamada
de diidroesfingosina

As glicosilceramidas e as esfingomielinas
(Figura 2), que constituem grande parte da
bainha de mielina (estrutura reveste o axénio
de neurbnios), sdo as classes de
esfingolipidios predominantes nos
mamiferos. Nos humanos ja foram
identificados cerca de 60 esfingolipidios nas
membranas celulares, sendo a esfingomielina
(2) o principal constituinte, correspondendo a
aproximadamente 85% de todos os
esfingolipidios.™ Nas plantas, os
esfingolipidios correspondem a 40% dos
lipidios das membranas, sendo encontrados
também nos tonoplastos (membrana que
delimita os vacutolos de células vegetais) e

OH
H3C\ /E:H3 0. //O

Hs

nas endomembranas.”* A glicosilceramida é
esfingolipidio predominante nos extratos dos

tecidos vegetais, onde também sdo
encontrados glicofosfoesfingolipidios
(espécies de inositolfosforilceramida

glicosiladas).” Nas leveduras Saccharomyces
cerevisiae os esfingolipidios correspondem a
aproximadamente 30% dos fosfolipidios e 7%
da massa da membrana plasmdtica. Também
foram encontrados nas membranas do
reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi,
lisossomas e endossomas e em menor
guantidade nas mitocondrias, mas ainda ndo
foram identificados na membrana nuclear
deste microorganismo.”

PS /\)\/\/\/\/\/\/\/\

Esfingomielina 2
SM(d18:1/18:0)

Figura 2. Estrutura da esfingomielina (N-octadecanoil-esfing-4-enina-1-fosfocolina) (2).
Descoberta em 1874 pelo Dr. Johann L. W. Thudichum
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3. Nomenclatura e Diversidade
Estrutural dos Esfingolipidios

A nomenclatura dos esfingolipidios segue
normas definidas pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC -
International Union of Pure and Applied
Chemistry) e da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IlUBMB -
International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) que adotam os termos
genéricos: esfingolipidio — para qualquer
lipidio contendo uma base esfingoide,
ceramida — para uma base esfingoide N-
acilada, esfingomielina — para a ceramida-1-
fosfocolina e glicoesfingolipidio — para
lipidios contendo uma base esfingoide e um
ou mais aglcares. Os nomes triviais para os
esfingolipidios podem ser dados a partir do
esfingolipidio que o origina, incorporando-se
ao nome, os carbonos adicionais da cadeia
carbbnica (por exemplo, uma esfingosina
com cadeia carbbnica de 20 atomos é
chamada de eicosesfingosina (3)). Para uma
melhor identificagdo do esfingolipidio, a
posicdo e a estereoquimica da ligacdo dupla
(E/Z é preferivel a trans/cis) e a posicdo das
hidroxilas, metilas etc., também devem ser
adicionadas ao nome de forma explicita.'®"’

Em tabelas e listas onde varios
esfingolipidios estdo envolvidos podem ser
usadas abrevia¢Oes, sendo usado um nimero
para indicar a localizagdo da dupla ligagao,
seguido pela indicagdo E ou Z, quando
colocado como prefixo, ou com o uso do
simbolo A sobrescrito, seguido pelo niumero
da posicdo da dupla ligacdo e da
configuracdo, quando usado como sufixo. O
numero de hidroxilas é representado em
seguida, por letras como “d” ou “t”, para
duas ou trés hidroxilas, respectivamente. Por
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exemplo, a esfingosina e a esfinganina por
terem duas hidroxilas, aparecem na
abreviacdo como “d”. O nimero de hidroxilas
é seguido pelo ndimero de atomos de
carbono da cadeia carbonica e do nimero de
ligacbes duplas. Assim, a esfingosina (4)
[(2S,3R)-2-aminooctadec-4-ene-1,3-diol] é
designada com 4E-d18:1 (ou d18:1**) e a
fitoesfingosina (5) [(2S,3S,4R)-2-amino-1,3,4-
octadecanotriol] como t18:0 (Figura 3). 1*®

Os esfingolipidios sdo divididos em 4
subclasses: base esfingoides, ceramidas,
glicosilceramidas (GlcCer) e
glicosillnositolfosforilceramidas (GIPCs). Esta
divisdo pode se estender ainda mais se
considerarmos mais a fundo as mais diversas
estruturas dos esfingolipidios.

3.1. Bases esfingoides

Os esfingolipidios de base esfingoide sao
os estruturalmente mais simples e
precursores dos  esfingolipidios mais
complexos. Os mais comuns sdo encontrados
com uma cadeia carbbnica composta por 18
atomos de carbono. Porém, outros tamanhos
de cadeia carboOnica, de 12 a 26 carbonos
podem ser encontrados.’®*° A variacdo de
cadeia mais comum encontrada em
mamiferos é a eicosesfingosina 3 (4E-d20:1),
identificada em amostras de gangliosidios do
cérebro.”* A partir da esfinganina 1, ocorrem
diversas variagGes estruturais (Figura 3),
como insaturagdes entre os carbonos 4 e 5
(como na esfingosina, 4), entre os carbonos 8
e 9 (6, 7), dienos (8), trienos (9), triidroxis
saturados (como a fitoesfingosina, 5) ou
insaturados (10, 11). Também pode ocorrer
adicdo do grupo fosfato no carbono 1, como
na esfingosina-1-fosfato (S1P) 12.
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OH OH
g\/\/\/\/\/\/\/sk?)']
Esfinganina, 1 NH,
d18:0 OH OH
/\/\/\/\/\/(CH2)3 \
Eicosesfingosina, 3 NH,
4E-d20:1
OH OH
/\/\/\/\/\/\/\/v\)
8E-d18:1, 6 NH,
OH OH
/\/\/\/\/\/\/\/k)
4E,8E-d18:2, 8 NH,
OH OH
/\/\/\/\/\/\/Yk)
8E-t18:1, 10 OH ,ile
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OH OH
/\/\/\/\/\/\/\/v\)
Esfingosina, 4 NH,
4E-d18:1
/\/\/\/\/\/\/\/OKH)OH
Fitoesfingosina, 5 (:)H lile
t18:0
OH OH
8Z-d18:1,7 NH,

OH OH
/\/\/\/\)\/\/W

9-metilesfingotrieno 9 NH,
9-Me-d18:3
\/\/\/\/\_/\/\Hoin
8Z-t18:1, 11 OH NH,
O\\P _OH
oH 0 \9

/\/\/\/\/\/\/W °

NH,

Esfingosina-1-fosfato (S1P), 12

Figura 3. Estruturas mais comuns para as bases esfingoides de esfingolipidios de plantas e
mamiferos

Outras bases esfingoides menos comuns
encontradas em plantas, mamiferos, fungos,
insetos e organismos marinhos estdo
ilustradas na Figura 4. A 4E14z-
esfingodienina (12) pode ser encontrada no
plasma, no cérebro e na aorta humana” e a
6-hidroxiesfingosina (13) foi encontrada na
pele.””*” Uma esfingosina incomum, com
ligacdo dupla entre os carbonos 3 e 4 (5-
hidroxi, 3E-esfingosina; 14)** foi encontrada
em extratos dacidos do cérebro. Bases
esfingoides com ramificagGes e variagdes do
tamanho da cadeia carbonica (15, 16) foram
identificadas no leite e nos rins bovinos.”

Os insetos tém principalmente, bases
esfingoides com cadeia de 14 e 16 carbonos,
%627 tal como 4E-d14:1 (17) e o dieno
conjugado 4E,6E-d14:2 (18) encontrado na
Drosophila.”” Nematoides apresentam tanto

iso-ramificacdo (4E-15-metil-d17:1) quanto
anteiso-ramificacdo (4E-14-metil-d17:1) nas
suas bases esfingoides (19, 20) (Figura 4).2%*
Essas ramificagdes foram relatadas em
nematoides Onchocerca volvulus® e Ascaris
suum, com o Uultimo também contendo
sulfatidos (que ndo é comum em
invertebrados).>* Uma fitoesfingosina com 15
atomos de carbonos foi encontrada na urina
de fémeas de caranguejos peludos, Erimacrus
isenbeckii, e serve como um feromonio
sexual.*

Nas plantas, apesar da grande diversidade
na composicdo dos esfingolipidios nas
diferentes espécies, as variacbes ocorrem a
partir da base esfingoide mais simples, a

esfinganina (1). As bases esfingoides
predominantes nas plantas s3ao a
fitoesfingosina e seus andlogos mono-
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insaturados (A* e A®).*® Existem relatos de
algumas outras variagées incomuns da base
esfingoide, presentes em menor proporg¢do
nos esfingolipidios de plantas, com diferentes
tamanhos da cadeia carbdnica, nUmero de
hidroxilas, posicdo e configuracdo
estereoquimica da ligagio dupla.® Os
esfingolipidios de plantas com insaturagbes
nas posicoes 4 e 8 podem apresentar uma
ramificacdo na cadeia com um grupo metil
(ou hidroxilas em outras posi¢des).* As bases
esfingoides ramificadas, como 4E,8E,9-metil-
d19:2 21 sdo consideradas mais tipicas para

Vo

esfingolipidios de fungos.>* Os fungos s3o
fontes para uma ampla variedade de bases
esfingoides Unicas, como a termitomicesfina
22 do cogumelo chinés Termitomyces
albuminosu.® Existem bases esfingoides com
trés ligagbes duplas como a (4E,8E,10E)-2-
amino-4,8,10-octadecatriene-1,3-diol
(4E,8E,10E-d18:3) 23 encontrada na estrela
do mar Asterias amurensis®® e um analogo
ramificado, com uma metila no carbono 9,
encontrado na esfingomielina de nervo de
lula.”

OH OH 6 OH2 oH
\/\:/\/\/\/\/\/'\;J’] 31
18 23 18 oH M
15 14 NH, 6-hidroxiesfingosina, 13 2
4E,14Z-d1832, 12 AE 6-t18:1
OH , OH OH OH
/\/\/\/\/\/\)\/\2)1 A :

18 4 = OH
5-hidroxi, 3E-esfingosina, 14 NH, o -
50H-3E-d18:1 Base esfingoide iso-ramificada, 15

OH OH il Gl
\)\/\Hﬁ\\\/'\) N 3 2 1
Y 14 G
OH 4E-d14:1, 17 2
Base esfingdide anteiso-ramificada, 16
OH OH
79 )\/\/\/\/\/\/'\Z)
NN e 16 s 3%
14 6 4 ° : 4E-15-metil-d17:1, 19 NH,
4E,6E-d14:2, 18 NH,
OH OH OH OH
X 2 /\/\/\/\)\/\/\/'\2)
1
1W - - > 3 : 1
4E-14-metil-d17:1, 20 NH, P — NH,
’ ’ e- Z,
OH OR OH OH
AN 2 X AN 2
1 ~
18 8 4 37 18 43 :
OH NH, NH,

Termitomicesfinas, 22

4E,8E,10E-d18:3, 23

Figura 4. Estruturas incomuns para bases esfingoides de esfingolipidios de plantas, mamiferos,
fungos, insetos e organismos marinhos
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Além dos compostos descritos aqui,
também podem ser encontradas muitas
formas acetiladas, que sdo intermedidrios da
biossintese de novo, como a 3-
cetoesfinganina, que ndo sdo detectados nos
organismos, porque é rapidamente reduzida

Fredi, A. R. O.; Tinoco, L. W.

a esfinganina (1). Também existe uma
fascinante série de compostos denominados
ao,w-esfingoides  (Figura 5), que sdo
conectadas pelo final da cadeia carbénica de
cada esfingolipidio (cauda-cauda).®®

NH, OH
: 18 |
27 1 S
OH o] NH,
Calixinina: R=H, Calixosidio: R=-glucosidio
NH, OR
18 1
27 Y OH
OH o) NH,

Oceanina: R=H, Oceanapsidio: R=B-glucosidio

Figura 5. Exemplos de compostos do tipo a,w-esfingoides

3.2. Ceramidas

As  ceramidas sdo produtos da
condensagao entre uma base esfingoide e um
acido graxo (Figuras 6 e 7), formadas como
intermedidrios para a biossintese de todos os
esfingolipidios complexos, nos quais podera
ocorrer a liga¢do de carboidratos ou fosfatos
a hidroxila primaria terminal. Os acidos
graxos de cadeia longa (14 a 26 atomos) se
ligam a uma variedade de bases esfingoides
di ou tri-hidroxiladas através de uma ligacao
amidica. Estes acidos podem ser hidroxilados
na posicdao 2 e insaturados na posicao 9
(Figura 7), mas raramente sdo poli-
insaturados.” A combinacdo de bases
esfingoides com diferentes 4acidos graxos
gera milhares de possiveis estruturas de
ceramidas, sendo conhecidas mais de 200
estruturas  distintas em  células de
mamiferos.>> Embora a ceramida sirva como
precursor de outros esfingolipidios
complexos, elas também atuam em diversas
fungdes celulares, tanto como mensageiros
intracelulares ou extracelulares, ou ainda,

como moléculas reguladoras, que
desempenham um papel essencial nas
inflamacoes, angiogénese,

neurodegeneracdo e terapia para cancer.***

A nomenclatura abreviada para as
ceramidas utiliza a combinagdo das bases
esfingoides com a dos dacidos graxos. Por
exemplo, uma esfingosina e um dacido graxo
com cadeia carbdnica de 20 atomos formam
uma ceramida designada como d18:1-20:0
[N-(eicosanoil)-esfing-4-enina] 24 e uma
fitoesfingosina com um acido graxo de 26
atomos formam uma ceramida designada
como  118:0-26:0 [N-(hexacosanoil)-4R-
hidroxiesfinganina] 25 (Figura 6)."” Também
sdo usadas nomenclaturas simplificadas
baseadas na combinacdo da nomenclatura
convencional dos acidos graxos com as das
bases esfingoides. Assim, a ceramida d18:1-
16:0 também ¢é chamada de N-palmitoil-
esfingosina. As  ceramidas  contendo
esfinganina podem ser chamadas de
diidroceramidas, enquanto as que contém
uma esfingosina comumente sao chamadas
de esfingoceramidas.
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Figura 6. Estruturas de ceramidas mais comuns encontradas em plantas e mamiferos

As ceramidas também podem ser

encontrados como fosfoceramidas (C1P)
glicosilceramidas (GlcCer),
inositolfosfoceramida (IPC) ou
glicosilinositolfosforilceramidas (GIPC).

Nestas subclasses, um grupo polar é ligado
no carbono 1 da base da ceramida (Figura 7).
Na GlcCer os grupos polares podem ser a

galactosilceramida é restrita a fungos e
animais e a glicosilceramida é comum a todos
os eucariontes, incluindo fungos, plantas e
animais. A glicosilceramida desempenha um
papel central no metabolismo dos
esfingolipidios de mamiferos, uma vez que
representa um intermedidrio biossintético
para a formacdo de mais de 300 diferentes

glicose (glicosilceramidas), galactose  glicoesfingolipidos complexos.® A partir
(galactosilceramidas) ou globosideo. A adicdo  dessas quatro subclasses de esfingolipidios,
de carboidratos nas estruturas dos milhares de variacbes sdo possiveis,
esfingolipidios leva a um aumento na sua formando assim os mais diversos
complexidade e variedade. As GIPC sé esfingolipidios complexos.
ocorrem em plantas e fungos, a
Substituintes
i H
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Figura 7. Estruturas base para as diferentes subclasses das ceramidas. Cer: ceramida, C1P:
ceramida-1-fosfato, GlcCer: glicosilceramida, IPC: inositolfosfoceramida, GIPC:
glicosilinositolfosfoceramida
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4. Biossintese de novo dos
Esfingolipidios

A Dbiossintese de esfingolipidios em
mamiferos, plantas e fungos é muito similar.
O que indica que eles possuem uma
ancestralidade eucaridtica. Centenas de
milhares de anos de evolugdo resultaram,
surpreendentemente, em apenas algumas
diferencas.®® Mamiferos dispdem de uma
grande diversidade de bases esfingoides,
prevalecendo a esfingosina e a
esfingomielina. Ja nas plantas, a quantidade
de bases esfingoides é um pouco menor e
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sdo encontradas predominantemente nove
bases esfingoides-C18, que estdo presentes
em proporgoes diferentes. Porém, as plantas,
diferentemente dos mamiferos, possuem a
A8-desnaturase que introduz uma ligacdo
dupla entre os carbonos 8 e 9, nas duas
configuracBes (E/z).*

A biossintese dos esfingolipidios ocorre no
reticulo endoplasmatico e inicia com a
condensacdo da serina com a palmitoil-CoA,
pela agdo da serina palmitoil-CoA transferase
(SPT), resultando na 3-ceto-esfinganina que é
reduzida pela acdo da 3-ceto-esfinganina
redutase dependente de NADPH a
esfinganina (Figura 8).*

SCoA
CoA R H SR 0
X OH “ /\)J\A
+ HaNi > (CHy)qz T OH
o OH Serina palmitoil NH,
transferase . .
Serina 3-ceto-esfinganina
(CHy)12
4 3-ceto-esfinganina
Palmitoil-CoA redutase
OH
N W
(CH2)13 H OH
NH,

Esfinganina

Figura 8. Inicio da rota biossintética dos esfingolipidios

A partir da esfinganina todos os outros
esfingolipidios sdo sintetizados, iniciando
pela acilagdo por uma diidroceramida sintase
(CerS), podendo sofrer a ag¢do de uma
desaturase e formar a ceramida (Figura 9). A
ceramida pode ser fosforilada pela ceramida
quinase, glicosilada pela glicosil ou galactosil
ceramida sintase, ou pode receber na cabeca
polar uma  fosofocolina e  formar
fosfatidilcolina, formando a esfingomielina
pela acdo da esfingomielina sintase. A quebra
de esfingolipidios complexos ocorre pela
acdo de hidrolases formando glicosil- ou
galactosilceramidas. Estas, por sua vez,
podem sofrer a acdo de PB-glicosilases ou
galactosidades para regerar as ceramidas. As

ceramidas podem ser convertidas a
esfingosina pela a¢do das ceramidases. A
esfingosina pode ser fosforilada pelas
esfingosinas quinsases gerando S1P, que
pode ser desfosforilada, regenerando
esfingosina, pela acdo das fosfatases.* As
glicosilceramidas e os outros esfingolipidios
sdao formados exclusivamente no reticulo
endoplasmatico. Por outro lado, para a
formacdo das glicosilinositolfosforilceramidas
é necessario que a ceramida seja
transportada até o complexo de Golgi, onde
o grupo inositolfosforil serd condensado a
esta ceramida, formando a
glicosilinositolfosforilceramida.*’
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Figura 9. Metabolismo dos esfingolipidios: interconversao dos esfingolipidios bioativos. CerS —
ceramida sintase, CDase — ceramidase, CK — ceramida quinase, GCase — glucosilceramidase,
GCS — glucosilceramida sintase, SK — esfingosina quinase, SMase — esfingomielinase, SMS —

esfingomielina sintase, SPPase — esfingosina fosfato fosfatase®”

As reagdes que envolvem modificacGes na  insaturados. A Figura 10 mostra algumas das
base esfingoide sdo catalisadas por acdo de reacGes de esfingolipidios com base
enzimas e podem levar a insaturacbes na esfingoide que ocorrem nas plantas
cadeia carbbonica ou adicdo de hidroxilas, mamiferos.***
fosfato, glicose e/ou 4&cidos graxos a-
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Figura 10. Principais reagdes biossintéticas para a formacgao das bases esfingoides encontradas
em plantas e mamiferos
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5. Esfingolipidios como agentes
terapéuticos

A presencga ubiqua dos esfingolipidios nas
membranas de células eucaridticas, onde
atuam com importantes mediadores de
varios eventos celulares como proliferacao,
diferenciacdo e apoptose, desperta o
interesse de como alteracdes na produgao
destas moléculas poderiam ser usadas no
controle e tratamento de doengas. Além
disso, os esfingolipidios podem formar,
juntamente com o colesterol, microdominios
de membrana conhecidos como rafts. Os
rafts sdo pequenos (10-200 nm) e
heterogéneos dominios de membrana,
enriquecidos de colesterol e esfingolipidios,
altamente  dindmicos que direcionam
processos celulares.”® Estes microdominios
modulam eventos de sinalizacdo, podendo
promover respostas a diferentes estimulos.
Os rafts sdao importantes para sinalizacdo
inicial de células T, possibilitando a interagado
entre antigenos e receptores. Tem sido
demonstrado que algumas func¢ées bioldgicas
de neurotransmissores e seus receptores,
como os receptores de acetilcolina e
serotonina, sdo altamente dependentes dos
esfingolipidios e do colesterol nos rafts de
membrana. Estes lipidios podem atuar como
chaperonas, alterando a conformacdo destes
receptores, regulando a ligacdo dos
neurotransmissores e as fun¢bes de
transdugdo de sinal e outros eventos.” Os
rafts de membrana podem mediar a
internalizacdo de bactérias, virus e parasitas
nas células do hospedeiro, iniciando a morte
celular programada e promovendo a
liberagdo moléculas de sinalizagdo. Ja foi
demonstrado que lipidios encontrados em
virus sdo originarios das membranas das
células do hospedeiro. Os lipidios
encontrados no HIV, por exemplo, sao
enriquecidos em esfingolipidios especificos
de rafts. Estes lipidios sdo essenciais para a
infectividade do virus, mas também podem
atuar na defesa da infeccdo pela ativacdo de
fatores de transcricdo e liberacdo de
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citocinas. De uma forma geral, os rafts das
células do hospedeiro servem como
plataformas para a sinalizacdo e entrada de
parasitas intracelulares. Algumas doencas
autoimunes pods-infeccdo sdo causadas pela
producdo de anticorpos decorrentes de
reacdes cruzadas com os esfingolipidios dos
mamiferos. As  diferencas entre o
metabolismo de esfingolipidios dos parasitas
e do hospedeiro podem ser usadas para o
planejamento de novos farmacos para o
tratamento de doencas infecciosas.™

O envolvimento dos esfingolipidios com
diversas doencas sugere que suas vias
metabdlicas possam ser consideradas
importantes alvos terapéuticos. A producao
de substancias andlogas as bases esfingoides
pode levar a novos agentes antibacterianos,
antifungicos, anticancer, anti-inflamatorios,
imunossupressores, entre outros. Sob esta
perspectiva, ja foram  desenvolvidas
compostos analogos as bases esfingoides
para atuarem como farmacos ou como
ferramentas para o estudo das func¢bes dos
esfingolipidios, = modulando  suas vias
metabdlicas.

O safingol [L-treo-esfinganina ou (2S,35)-2-
aminooctadecano-1,3-diol, 26] (Figura 11)
estd em avaliacbes de fase clinica I, como
inibidor competitivo da esfingosina quinase
(SK). Devido ao balango pro-apoptdtico entre
ceramida e produgdo de esfingosina-1-
fosfato (S1P), a SK é um alvo racional para o
tratamento de cancer. Vem sendo
demonstrado que o safingol puro ou em
combinagdo com outros agentes como a
mitomicina  C,>*  ferrentinida,”**® ou
cisplatina® apresenta atividade antitumoral.
O safingol é acetilado pela ceramida sintase
dos mamiferos e pode sofrer N-metilacdo,
gerando derivados mono, di- ou tri-
metilados. Esta etapa de metilacdo ¢é
favoravel para a producdo de compostos
anticancer, pois foi demonstrado que a N,N-
dimetil-esfingosina  (27) (Figura 11) ¢é
citotéxica para muitas linhagens celulares de
cancer e o mesmo pode ocorrer com a
formacdo do N,N-dimetil-safingol (28) (Figura
11). Além disso, foi verificado que a
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administracdo intravenosa de N,N,N-trimetil-
esfingosina (29) (Figura 11), no inicio da
isquemia, reduz o infarto do miocardio e
melhora a fungdo cardiaca. Apesar das suas
atividades promissoras, o uso clinico do
safingol é limitado em fun¢do da sua baixa
solubilidade em 4&gua. Para melhorar a
solubilidade em agua e a biodisponibilidade
foi sintetizado um andlogo catonico do
safingol [Brometo de 1-(6-{[(1S,2S)-2-hidroxi-
1-(hidroximetil)heptadecanillamino}-6-
oxohexil)piridinio, 30] (Figura 11), que isolado
ou em combinagdo com gemcitabina
apresentou atividade inibitéria do
crescimento de linhagens celulares de cancer
de cabeca e pescogo.”® Mais recentemente,
foi desenvolvida uma formulagao lipossomal
do safingol, visando um aumento na sua
biodisponibilidade, que apresentou uma
maior eficicia no tratamento da leucemia
mieloide aguda.>®

A serina-palmitoil-transferase (SPT) é um
dos alvos mais estudados para a interrupcao
do metabolismo dos esfingolipidios. A
maioria dos inibidores conhecidos desta
enzima é produzida por diversos tipos de
fungos, sendo compostos com Dbase
esfingoide.38 O mais estudado deles, devido a
sua alta atividade (ICs;, na faixa de

Vo

nanomolar) e por estar disponivel
comercialmente, é o ISP-1/mirosina (31) de
Isaria sinclairii (Figura 11). O potencial
farmacéutico dos inibidores de SPT vem da
capacidade do ISP-1/mirosina inibir a
produgao de ceramidas citotdxicas
produzidas por uma ampla variedade de
estresse,”’ suprimir a infectividade por
virus,”®*° alterar as aminas cerebrais® e de
eliminar lesdes arterioesclerdticas.®*

O FTY720 (ou fingolimode) [2-amino-2-[2-
(4-octilfenil)etil]propano-1,3-diol, 32] (Figura
11) é um dos andlogos de base esfingoide
mais estudados, tendo sido desenvolvido
para ser um inibidor da SPT menos tdxico que
o ISP-1/mirosina (31). Porém, o FTY720 ndo
inibe esta enzima, mas é fosforilado pela
esfingosina quinase gerando um agonista
para os receptores de S1P, mas que também
atua como um antagonista, dessensibilizando
os receptores de S1P, resultando em
imunossupressao. Além de ter sido testado
com sucesso ha prevencdo de rejeicdo nos
casos de transplante, o fingolimode ja é
usado no tratamento da esclerose miltipla.
Devido ao seu alto custo (em torno de RS
6.000,00/més por paciente) este
medicamento foi incluido recentemente na
lista de distribuicdo gratuita do SUS.%
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Figura 11. Exemplos de esfingolipidios usados como agentes terapéuticos

6. Conclusdes e Perspectivas

Apesar de a base esfingoide ser comum
aos esfingolipidios, as variacbes nos
substituintes da cabeca polar, no tamanho da
cadeia e presenca e posicdo de ligacGes
duplas, levam a uma grande variedade de
esfingolipidios. Os avancos nas técnicas de
biologia molecular e nos métodos analiticos
levaram a descoberta de centenas de novas
estruturas no ultimo século, mas ainda ha
muito o que ser explorado nesta classe de
substancias. A maioria dos estudos buscando
a compreensdo das alteragdes metabdlicas,
provocadas por interferéncia no metabolismo
dos esfingolipidios, tem recebido um maior
enfoque para os efeitos farmacoldgicos
visando o tratamento do cancer e de doencgas
inflamatdrias. Além destas areas ainda terem
muito a ser investigado e compreendido, o
estudo dos esfingolipidios pode ser ainda
muito ampliado para o tratamento das

doengas infecciosas. Considerando que a
maioria dos patdgenos necessita das células
do hospedeiro para a infecgdo, os
esfingolipidios das células do hospedeiro
podem ser modulados, de forma que
tratamentos mais eficientes e menos toxicos
sejam desenvolvidos. Um exemplo desta
possibilidade foi verificado quando linhagens
de células CD4" humanas foram tratadas com
ceramidas de cadeias longas ou compostos
que levaram ao aumento das ceramidas
enddgenas. Este tratamento levou a inibicdo
da infecgdo destas células por varias cepas de

HIV, além de ter apresentado baixa
toxicidade.”
Outra questdo importante a ser

considerada é sobre a interferéncia no
metabolismo dos patégenos. Apesar de ainda
serem poucas as enzimas ja caracterizadas
experimentalmente, ja ha evidéncias de que
em Leishmania sp., por exemplo, muitas
etapas do metabolismo dos fosfolipidios e
esfingolipidios sdo criticas para a viabilidade
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ou viruléncia destes microorganismos.50 Isto
abre um caminho para a identificacdo de
novos alvos. Além disso, estudos sobre os
genes envolvidos na sintese (de novo e no
armazenamento) e degradacao de
fosfolipidios e esfingolipidios poderao
fornecer importantes diretrizes para o
controle da patogénese.

A enorme diversidade estrutural de
esfingolipidios oriundos dos fungos, plantas e
organismos marinhos pode ser usada como
uma rica biblioteca para a producdo de novos
farmacos, como ocorreu com o FTY720
(fingolimode). Este farmaco produzido
sinteticamente para ser um inibidor da SPT e
ser menos téxico que o inibidor ja conhecido
(ISP1/miriocina) isolado de um fungo, ndo
atingiu seu propdsito inicial por ndo inibir a
SPT, mas foi apresentou atividade
imunossupressora que o colocou no mercado
como medicamento para o tratamento da
esclerose multipla. Com tudo isto, fica a
certeza de que muitos avancos no
conhecimento dos esfingolipidios,
principalmente no que se refere a descoberta
de novas estruturas, melhor compreensdo
das vias metabdlicas e efeitos dos genes
envolvidos. Certamente, estes avancos irdo
ser fundamentais para a descoberta de
farmacos mais eficientes e menos toxicos.
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