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RESUMO/SUMMARY

As espécies reactivas de oxigénio (ROS)
desempenham um papel importante na lesdo e
morte dos neurdnios que ocorre em varias doengas
neurodegenerativas, nomeadamente na doenga de
Alzheimer (DA). O facto da neutralizagdo das
ROS poder atrasar ou minimizar o processo de
degenerescéncia neuronal estimula o
desenvolvimento de novos farmacos, mais
eficientes e melhor tolerados, com propriedades
antioxidantes. A vimpocetina [ 14-etoxicarbonil-
3a,160-etil)-14,15-eburnamina], um derivado
alcaloide da vincamina, protege eficazmente as
células do ataque das ROS. Recentemente, o seu
efeito protector foi demonstrado utilizando modelos
in vitro de stresse oxidativo induzido,
respectivamente, pelo par oxidante ascorbato/Fe?
e por fragmentos sintéticos da proteina B-amildide
(AP), associada a DA. Os resultados obtidos até
a0 momento, em experiéncias in vitro, justificam a
realizacdo de ensaios clinicos adicionais usando a
vimpocetina, ou derivados desta, com vista a testar
a sua eventual eficacia terap€utica ou preventiva
em doengas em que o stresse oxidativo
desempenha um papel crucial.
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NEUROPROTECTION STRATEGIES: EFFECT OF
VINPOCETINE IN IN VITRO OXIDATIVE STRESS
MODELS

Reactive oxygen species (ROS) play an important
role in neuronal damage and death that occurs in
several neurodegenerative disorders, namely in
Alzheimer’s disease (AD). The observation that
ROS neutralization may slow or reduce the
neurodegenerative process associated with those
pathologies stimulates the development of new
drugs, more efficient and well tolerated, with
antioxidant properties. Vinpocetine [ 14-
etoxicarbonyl-3¢,160-ethyl)-14,15-eburnamine], a
vincamine derivative, efficiently protects cells from
ROS attack. Recently, the protective effect of
vinpocetine was demonstrated using in vitro
models of oxidative stress induced by the oxidant
pair ascorbate/Fe?" and by synthetic peptides of the
AD-associated b-amyloid protein (AB). Results
obtained from these in vitro experiences support
that additional clinical trials should be carried out
using vinpocetine, or vinpocetine derivatives, in
order to test its therapeutical or preventive effects
in diseases where oxidative stress plays a crucial
role.
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INTRODUCAO

O aumento dos niveis de espécies reactivas de oxigé-
nio (ROS) na célula, formadas permanentemente durante a
redugdo do oxigénio molecular em agua, resulta do
desequilibrio entre os oxidantes e os antioxidantes celula-
res, designando-se por stresse oxidativo!. Este promove
a degenerescéncia celular em consequéncia dos efeitos
citotoxicos das ROS, tais como o radical hidroxilo ((OH), o
anido superoxido (O, ) e o peroxido de hidrogénio (H,0,),
capazes de atacar componentes celulares incluindo aci-
dos nucleicos, proteinas e fosfolipidos membranares!-2 .
Devido aos seus efeitos potencialmente lesivos, e sendo
os neurdnios particularmente susceptiveis ao ataque por
espécies radicalares, as ROS e os processos oxidativos
em que estas estdo envolvidas, tém sido associados a
varias lesdes neuronais, que se observam, por exemplo,
na isquémia cerebral, na esclerose lateral amiotrofica e na
doenca de Parkinson3-3. Uma vez que, segundo a teoria
dos radicais livres no envelhecimento, a lesdo oxidativa é
a causa principal da degenerescéncia das células® e sendo
o envelhecimento o principal factor de risco da maioria
dos casos de doenga de Alzheimer (DA), foi sugerido que
o stresse oxidativo também desempenha um papel impor-
tante na patogenia e na progressao desta doenca’. Vérios
estudos forneceram evidéncias de que a proteina beta-
amildide (AB), cuja acumulagio extracelular anormal cons-
titui uma das principais caracteristicas neuropatologicas
da DAS, pode induzir stresse oxidativo e peroxidagio
lipidica através da indu¢do da acumulagao de H2029.

A elucidacdo das vias intracelulares envolvidas na
formacao de ROS em neurdnios podera ser importante nao
s6 para a compreensao das bases patofisiologicas da mor-
te neuronal nestas doengas mas também para o desenvol-
vimento racional de estratégias farmacoldgicas que visem
retardar ou prevenir a degenerescéncia neuronal. No que
diz respeito a DA, a administragdo repetida dos
antioxidantes idebenona e a-tocoferol previne os defeitos
de memoria e aprendizagem em ratos tratados com A, 4,,
a forma mais neurotoxica ¢ amiloidogénica da proteina
AB!0, resultados que certificam os ensaios clinicos com
antioxidantes no tratamento deste tipo de patologia. Um
primeiro ensaio clinico usando o antioxidante o-tocoferol
e/ou a selegilina (L-deprenil) foi completado recentemen-
te com sucesso, tendo-se demonstrado que em doentes
de Alzheimer estes compostos reduzem eficientemente a
progressdo da doenga, atrasando a data de institucio-
nalizacdo, a perda de actividades de rotina diaria, a pro-
gressdo para uma fase mais grave da doenga ou a morte!!.
Um estudo mais recente em que foi avaliado se o uso de
vitamina E e C protegia do desenvolvimento subsequente
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de deméncia e do deficite cognitivo mostrou que as vita-
minas E e C ndo tém efeito protector na DA 2.

EFEITONEUROPROTECTOR/ANTIOXIDANTE DA
VIMPOCETINA

A vimpocetina (etil-apovincamina-22-oato), ¢ um deri-
vado sintético do alcaldide vincamina (Figura 1.) que foi
originalmente descrito como sendo um vasodilatador ce-
rebral!3. Este firmaco possui um efeito neuroprotector em
varios modelos experimentais, reduzindo a lesdo neuronal
que ocorre em condi¢des de hipoxia ou isquémial3-18,
Durante isquémia aguda e reperfusio, a vimpocetina mos-
trou ter um efeito benéfico na circulagdo cerebral e na
fungdo celular!. Este composto decresce a resisténcia
vascular a nivel cerebral, a viscosidade do sangue, a agre-
gacdo plaquetar ¢ aumenta a fluidez dos globulos verme-
lhos sanguineos!®. Além disso, a vimpocetina apresenta
efeitos protectores em relagdo a morte celular induzida por
20 ¢ inibe a citotoxicidade do glutamato
em neurdnios cerebrocorticais?!. Finalmente, vérias evi-
déncias mostram que a vimpocetina possui propriedades
anticonvulsivas importantes22.

varias excitotoxinas

A
S

Fig. 1 Estrutura quimica da vimpocetina

Tém sido feitos numerosos esfor¢cos no sentido de
identificar o alvo molecular responsavel pelos efeitos da
vimpocetina acima mencionados. Foram obtidas evidén-
cias de que a sua ac¢do protectora esta relacionada com a
inibicdo de canais de Na* dependentes da voltagem 2324
e com a inibi¢do indirecta de processos moleculares inicia-
dos pelo aumento dos niveis de Ca%" intracelular?’. Além
disso, demonstrou-se que a vimpocetina atenua a respos-
ta a0 NMDA em odcitos, reduz a ligagdo do AMPA a
membranas corticais, inibe a libertagdo de acetilcolina es-
timulada por aminoacidos excitatorios, e protege os
neurénios cerebrocorticais da excitotoxicidade2%-26-27, Foi
também referida na literatura a potenciagdo da
neuroprotec¢do in vitro mediada pela adenosina?®. Final-
mente, mostrou-se que a vimpocetina ¢ um inibidor selec-
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tivo de cGMP-fosfodiesterases dependentes de Ca?'-
calmodulina. Apesar do mecanismo de accéo
neuroprotectora da vimpocetina ndo estar completamente
esclarecido, foram ja demonstradas as suas caracteristi-
cas antioxidantes, em especial a sua capacidade de
neutralizagio do radical -OH21-2%-30_ Além disso, foi pro-
vada a inibi¢do da producdo de peroxidos lipidicos em
homogeneizados de cérebro pelo VA-045, um derivado do
4cido apovincaminico®!. Mais recentemente, demonstra-
mos que a vimpocetina actua como um antioxidante tendo
um efeito protector em dois modelos de stresse oxidativo
induzido, respectivamente, por ascorbato/Fe?"32 ¢ pela
proteina beta amildide (AB) 33.

A VIMPOCETINA PROTEGE DO STRESSE
OXIDATIVO INDUZIDO PELO PAR ASCORBATO/FE*

No nosso laboratodrio foi avaliado em terminais nervo-
sos isolados (sinaptossomas) o papel protector da
vimpocetina relativamente ao stresse oxidativo induzido
pelo par oxidante ascorbato/Fe?", um agente peroxidativo
membranar eficaz que € activo na formagdo de radicais
livres3*33. Os resultados obtidos demonstram claramente
que a vimpocetina ¢ bastante eficiente a prevenir a lesdo
induzida por ascorbato/Fe?" em sinaptossomas inibindo
a formagao de ROS e a peroxidagio lipidica3?.

Pensa-se que o par ascorbato/Fe?" induz peroxidagio
lipidica em sinaptossomas estimulando a formagéo de ROS
através da reaccdo de Haber-Weiss catalisada pelo fer-
103637 Estas espécies sdo altamente reactivas e podem
iniciar reac¢des em cadeia, tais como a peroxidacao lipidica
capaz de alterar a estrutura, funcdo e permeabilidade das
membranas, resultando finalmente na morte celular. A
vimpocetina demonstrou ser tdo eficiente a prevenir o
stresse oxidativo induzido pelo ascorbato/Fe?™ quanto o
Trolox, um analogo do o-tocoferol (derivado da vitamina
E), soluvel em agua. A vitamina E é um dos sistemas
antioxidantes lipofilicos mais importantes que actua como
um agente capaz de impedir a propagacgio da cadeia da
peroxidacdo lipidica neutralizando radicais peroxilo e
alcoxilo mem-branares8. A vitamina E protege eficazmen-
te a lesdo em condigdes de stresse oxidativo induzido por
ascorbato/Fe?", decrescendo a peroxidagdo lipidica em
vérios modelos neuronais incluindo células da retina3®:40
e sinaptossomas3>41,

O efeito neuroprotector da vimpocetina pode também
resultar da preveng¢do da redug¢do do gradiente
electroquimico de Na* e da libertagio dos aminoécidos
excitatdrios aspartato e glutamato que ocorre em condigdes
de stresse oxidativo. Estudos prévios no nosso laboratério
mostraram que condi¢des de stresse oxidativo aumentam a
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concentracio intracelular de Na* em repouso em células da
retina, em consequéncia da activagdo de receptores do
glutamato*2. A vimpocetina, através do bloqueio de canais
de Na" pode prevenir a lesdo neuronal excitotoxica*>. De
facto, experiéncias em sinaptossomas mostraram que a
vimpocetina reduz o aumento da [Na'], induzido por
veratridina através da inibigdo de canais de Na* dependen-
tes da voltagem?*. Resultados semelhantes foram descritos
em neurénios cerebrocorticais em cultura®*.

In vivo, o efeito clinico da vimpocetina pode em parte
ser devido a reducdo do stresse oxidativo causado pela
elevada concentragdo extracelular de glutamato em
consequéncia da isquémia e/ou hipdxia cerebrais. Nume-
rosos estudos realizados na ultima década demonstraram
que sdo formadas ROS apoés lesdo do sistema nervoso
central e que essa formagao pode ser iniciada por niveis
excitotoxicos de glutamato extracelular®>-47. Foi também
demonstrado que a vimpocetina inibe a libertacao de
acetilcolina e dopamina apds estimulagdo de receptores
para o glutamato26-27
da toxicidade do glutamato de um modo dependente da
dose?!. A eficacia de vérios antioxidantes em inibir a
peroxidacdo lipidica correlaciona-se com a sua ac¢ao pro-
tectora em relagdo a citotoxicidade induzida pelo
glutamato?!-#8. Recentemente, foi demonstrado que parte
da ac¢do da vimpocetina esta relacionada com o aumento
do efeito protector da adenosina®, A adenosina é um agen-
te endogeno protector da excitotoxicidade induzida por
hipoxia/isquémia ou hipoglicémia através do decréscimo
da libertagdo de glutamato™®.

¢ que protege as células neuronais

A VIMPOCETINA ATENUA A TOXICIDADE
INDUZIDA PELA PROTEINA BETA-AMILOIDE (AB)
Tendo-se observado que processos mediados pelo
stresse oxidativo poderdo estar envolvidos em doengas
neurodegenerativas, tais como a DA, varios antioxidantes
tém sido propostos e usados como potenciais agentes
terapéuticos contra a morte neuronal induzida por stresse
oxidativo! 3032, Varios estudos forneceram evidéncias de
que a proteina AP, cuja acumulagdo extracelular anormal
constitui uma das principais caracteristicas neuropato-16-
gicas da DA®, pode induzir stresse oxidativo e peroxidagio
lipidica através da inducdo da acumulagao de H2029. Re-
sultados obtidos no nosso grupo de investigagcdo demons-
tram que a proteina AP inibe o metabolismo energético
das células PC12 por um mecanismo que envolve a forma-
¢do de ROS?3:54. Posteriormente, foi analisado o efeito
antioxidante da vimpocetina na toxicidade induzida por
dois fragmentos sintéticos da proteina AP, na mesma li-
nha celular PC12 que constitui um modelo valido para in-
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vestigar a morte neuronal ¢ os mecanismos de
neuroprotec¢do. Os dados mostram claramente que a
vimpocetina atenua a toxicidade induzida pelos peptideos
sintéticos da AP nas células PC12, mantendo a capacida-
de redutora celular, protegendo da acumulagdo de ROS e
da inibi¢io da actividade glicolitica e mitocondrial®3-34,

A actividade protectora da vimpocetina em relagdo a
toxicidade induzida pelos peptideos da A parece resultar
da sua capacidade de neutralizar radicais livres, uma vez
que foi prevenida a acumulagdo intracelular de peroxidos.
Os resultados obtidos apoiam trabalhos prévios que de-
monstram a actividade antioxidante da vimpocetina?!-30,
Além disso, foi demonstrada a sua capacidade em neutra-
lizar radicais *OH e inibir a peroxidagio lipidica2%-30:48 Es-
tes resultados sdo concordantes com aqueles obtidos em
sinaptossomas em que se mostrou que a vimpocetina pos-
sui caracteristicas antioxidantes, inibindo a formagao de
ROS e a peroxidacao lipidica estimuladas por ascorbato/
/Fe2™32_ Por outro lado, foi previamente demonstrado que
fragmentos da proteina AP induzem a formagdo de ROS e
que a sua toxicidade ¢é prevenida por varios
9:30.51.56-58 ‘sygerindo que o stresse oxidativo
esta envolvido na toxicidade desta proteina. Este estudo
demonstrou que os peptideos da AP conduzem ao au-
mento da acumulagdo de ROS, aumento esse que se
correlaciona com o decréscimo da sobrevida das células,
e que é prevenido por varios antioxidantes>>.

A vimpocetina previne a deple¢cdo dos niveis de
piruvato e a inibi¢do dos Complexos II-IIl e IV da cadeia
respiratoria mitocondrial induzidas pelos peptideos sinté-
ticos AB,5 35 0u AP, 4, 0 que demonstra a sua ac¢ao pro-
tectora em relagdo a inibigdo glicolitica e da fungdo
mitocondrial celular. Este efeito protector da vimpocetina
também € consistente com a sua actividade antioxidante
uma vez que havia sido demonstrado previamente que os
antioxidantes vitamina E, idebenona e GSH previnem a
deplegdo do conteudo intracelular em piruvato e a inibi-
¢do dos complexos mitocondriais induzida pelos peptideos
AB,s 35 ou APy, >3 No entanto, o efeito protector da
vimpocetina acima referido podera também estar relacio-
nado com o aumento da tomada de glicose, estimulando-
-se deste modo a actividade glicolitica e mitocondrial das
células. De facto, foi demonstrado que a tomada e utiliza-

¢do cerebral de glicose sdo estimuladas por este compos-
18,59
to" 7.

antioxidantes

A acgdo protectora da vimpocetina podera ainda estar
relacionada com a redu¢ao do aumento da [C212+]i resul-
tante do influxo de Ca2" através de canais de célcio sensi-
veis a voltagem (CCSV)2%-24, Foi sugerido que a proteina
AP exerce os seus efeitos neurotoxicos porque gera radi-
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cais livres que potenciam o influxo de Ca2" através de
CCSV do tipo L6%-61 resultando no aumento da [Caer]i e
no colapso da homeostase do Ca2™02-64_ Assim, o efeito
protector deste composto podera estar associado ndo s6
a neutralizag@o de radicais livres mas também a inibigao
do influxo de Ca®" através de CCSV, e consequente au-
mento da [Ca2+]i. De facto, foi demonstrado que em célu-
las PC12, a proteina AP estimula a tomada de Ca®" ¢ au-
menta a [Ca>*],65:66,

A importancia clinica da neuroprotecgao exercida por
antioxidantes foi sugerida por Sano et al'! a0 mostrarem
que o tratamento de doentes de Alzheimer com vitamina E
retarda a progressdo da doenga, apesar de num estudo
mais recente a vitamina E néo ter apresentado qualquer
efeito protector'2. No entanto, apesar destes dados apa-
rentemente contraditorios, o tratamento com antioxidantes
constitui uma estratégia promissora para retardar a pro-
gressdo deste tipo de deméncia uma vez que a lesdo
oxidativa esta presente no cérebro de doentes de
Alzheimer. Os nossos resultados mostram o potencial
antioxidante da vimpocetina num modelo de stresse
oxidativo associado a DA, usando culturas de células
neuronais. No entanto, um estudo efectuado por Thal et
al®” com um grupo de doentes de Alzheimer, mostrou que
a vimpocetina ¢ incapaz de melhorar os defeitos cognitivos
e ndo retarda a progressdo da deméncia. A utilizagdo de
novos derivados do acido apovincaminico, como o VA-
-045, com estrutura e actividade bioldgica semelhantes a
da vimpocetina e possuindo eficiéncia superior®®, podera
ser mais proveitosa no tratamento da DA.

CONCLUSOES

Em conclusdo, a vimpocetina pode ser considerada
um antioxidante capaz de reduzir a formagdo de ROS e a
peroxidagao lipidica, protegendo as membranas celula-
res do ataque dos radicais livres, o que esta de acordo
com os dados clinicos que mostram que a vimpocetina
¢ um farmaco util no tratamento de varias doencas
cerebrovasculares nas quais a producdo de ROS ¢ a
peroxidacdo lipidica ocorrem em elevada extensdo. Os
resultados obtidos recentemente no nosso grupo, ao
indicarem que a vimpocetina pode funcionar como um
antioxidante protegendo do stresse oxidativo induzido
por ascorbato-ferro, em sinaptossomas, e pela proteina
AP, em células PC12, estimula a investigacdo da sua
potencial aplicagdo no tratamento da neurodegeneres-
céncia associada a doencas como a doenga de
Alzheimer, a esclerose lateral amiotrofica e a doenga de
Parkinson em cuja patogenia e progressdo o stresse
oxidativo esta envolvido.
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