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Resumen:  
La isquemia cerebral constituye un grave problema de salud a nivel mundial; a pesar del 
conocimiento que se tiene sobre su fisiopatología, en la actualidad no se dispone de medicamentos 
efectivos para el tratamiento de esta enfermedad. Entre las principales causas del fracaso en la 
búsqueda de compuestos neuroprotectores se encuentra el empleo de medicamentos orientados a 
dianas específicas dentro de la compleja cascada isquémica. En este sentido, el JM-20 es una 
molécula que presenta características que le brinda la capacidad de inhibir varios estímulos 
citotóxicos responsables de la muerte neuronal isquémica. Los resultados que se muestran en este 
trabajo evidencian un fuerte efecto neuroprotector del JM-20 en modelos in vitro e in vivo
relacionados con la isquemia cerebral. Este efecto estuvo relacionado con su capacidad para 
inhibir la disfunción mitocondrial, la excitotoxicidad mediada por glutamato (Glu); así como la 
inhibición de señales de apoptosis y potenciación de señales de supervivencia celular. Este 
resultado científico sienta las bases fundamentales para el ascenso a la fase clínica de 
investigación (humanos) en el desarrollo de esta molécula como neuroprotector frente a la 
isquemia cerebral. De ser exitosa esta fase de ensayos clínicos, como se espera por los 
importantes resultados preclínicos aportados por este trabajo, se contaría por primera vez en el 
mercado (la molécula y sus derivados están protegidos por patente 100% Cubana) con una 
molécula neuroprotectora y una terapia efectiva frente al daño cerebral isquémico, con las enormes 
ventajas sociales y económicas asociadas a su aplicación.  
Este trabajo se encuentra respaldado por 7 publicaciones científicas en revistas internacionales de 
alto factor de impacto, 1 Patente concedida, 6 Publicaciones en Resúmenes de eventos, 10
Participaciones en Eventos, 14 Premios, 2 Tesis de Maestría (2011 y 2014) y 1 Tesis de Doctorado 
(2015) defendidas exitosamente. 
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3. COMUNICACIÓN CORTA 

Entre las enfermedades del sistema nervioso central con mayor prevalencia en 
nuestro país, se encuentran las denominadas enfermedades cerebrovasculares 
(ECV). Las ECV son la tercera causa de muerte en el mundo y en Cuba (Buergo, 
Fernandez et al. 2008) donde particularmente afecta al 50 % de la población 
mayor de 60 años y su mortalidad se incrementa exponencialmente con la edad, 
duplicándose cada 5 años. Esta patología está acompañada de un alto costo 
social e individual por concepto de invalidez y afectación familiar, así como un 
elevado gasto de salud y por consiguiente una incidencia negativa en la economía 
de la familia y de la sociedad (Turley, Toledo-Pereyra et al. 2005; Fernandez-
Gomez, Hernandez et al. 2008). Dentro de las ECV, el componente más 
importante lo constituye la enfermedad cerebrovascular isquémica; caracterizada 
fundamentalmente por una interrupción en el suministro de oxígeno y glucosa a 
las células y al tejido. A pesar del conocimiento que se tiene sobre la fisiopatología 
de la isquemia cerebral, en la actualidad no se dispone de medicamentos efectivos 
para el tratamiento de esta enfermedad. Entre las principales causas del fracaso 
en la búsqueda de compuestos neuroprotectores se encuentra el diseño de 
medicamentos orientados a dianas específicas dentro de la compleja cascada 
isquémica (Gladstone, Black et al. 2002). Es por eso que el diseño de fármacos 
capaces de inhibir simultáneamente varias señales de muerte neuronal, pueden 
ofrecer mayores posibilidades de éxito en la terapia anti-isquémica (Ginsberg 
2008). En este contexto, el Laboratorio de Síntesis Orgánica de la Facultad de 
Química de la Universidad de La Habana ha obtenido un interesante grupo de 
moléculas por medio de la fusión de fracciones dihidropiridínicas, con 
benzodiacepinas que tienen un amplio potencial terapéutico. El 3-etoxicarbonil-2-
metil-4-(2-nitrofenil)-4,11-dihidro-1H-pirido[2,3-b][1,5]benzodiacepina, en lo 
adelante JM-20, es un miembro de esta novedosa familia. La existencia en esta 
estructura de dos farmacóforos con reconocidos mecanismos neuroprotectores en 
diferentes modelos de isquemia cerebral (Green, Hainsworth et al. 2000; Horn, de 
Haan et al. 2001; Aerden, Kessels et al. 2004; Takahara, Konda et al. 2004; 
Tomassoni, Lanari et al. 2008; Hu, Li et al. 2013), sugiere que el JM-20 puede 
mantener e incluso potenciar los efectos protectores cerebrales. La presencia de 
una carga positiva en uno de los grupos amino de la fracción benzodiacepínica y 
su elevada lipofilicidad dado por un elevado coeficiente de reparto (3.42-valor 
teórico), le ofrecen además propiedades ideales para atravesar las membranas 
mitocondriales favorecido por un gradiente electrostático (Murphy 1997; Hoye, 
Davoren et al. 2008; Murphy 2008; Toogood 2008). Por consiguiente, la 
mitocondria, orgánulo que puede definir la sobrevivencia neuronal (y del resto de 
los componentes de la unidad neurovascular) en la isquemia cerebral, también se 
convierte en una potencial diana farmacológica para el tratamiento con JM-20 
(Toogood 2008; Du and Yan 2010). De esta forma, nuestro grupo se planteó como 
hipótesis de trabajo que las características estructurales del JM-20 permiten que 
esta molécula bloquee diferentes procesos involucrados en la cascada isquémica 
cerebral, por lo que puede actuar como neuroprotector en modelos experimentales 
de esta enfermedad. Se evaluó el efecto protector del JM-20 sobre la muerte 
celular inducida por diferentes estímulos citotóxicos relacionados con el daño 



 
 

neuronal isquémico. En células PC12 el JM-20 mostró un fuerte efecto 
citoprotector frente al daño inducido por H2O2 (daño oxidativo), y Glu (daño 
excitotóxico), con valores de IC50 (concentración capaz de inhibir en un 50 % la 
muerte celular) igual a 6.92 μM y 0.029 μM, respectivamente. En un modelo de 
hipoxia química inducida con KCN y privación de glucosa (modela las condiciones 
de isquemia cerebral), el JM-20 fue 7 veces más efectivo cuando se administró 
durante el período de anoxia y de reperfusión (IC50 = 0.008 μM) que cuando se 
aplicó solo en la etapa de reperfusión (IC50 = 0.056 μM). En cultivos primarios de 
gránulos cerebelares dañados con Glu, el JM-20 alcanzó su máximo efecto 
protector a una concentración 100 veces menor que el nifedipino y el diazepam 
(0.1 versus 10 μM) usados como referencias con un valor de IC50 de 0.011 μM. 
Cuando el daño se produjo por la combinación de Glu y PTZ (bloqueador de 
receptores GABA y por tanto del potencial efecto protector del JM-20 mediado por 
sus efectos GABAergicos) la respuesta máxima se obtuvo a una concentración 
aproximadamente 10 veces mayor de JM-20 (IC50 = 0.098 μM), demostrando que 
su fracción benzodiacepínica contribuye a la respuesta citoprotectora de esta 
molécula. Resulta interesante que en este paradigma experimental, el nifedipino 
mostró una efectividad protectora similar al JM-20 (ambos tuvieron su máximo 
efecto protector a 1μM). Este resultado sugiere además que el otro componente 
estructural (porción dihidropiridínica) podría contribuir también al efecto 
citoprotector observado, probablemente por modulación de los niveles de Ca2+. En 
cultivo organotípico de hipocampo sometido a una privación de glucosa y oxígeno 
(DGO) el JM-20 disminuyó también de forma significativa y concentración-
dependiente la muerte neuronal. La DGO disminuye la fosforilación de la proteína 
serina/treonina quinasa denominada AkT, miembro de la familia de las fosfoinositol 
3-quinasa (PI3K). De esta forma (inactiva), Akt no puede fosforilar a otras 
proteínas como la glicógeno sintasa quinasa 3β (GSK-3β), particularmente 
abundante en el sistema nervioso central y capaz de inducir la activación de 
proteínas pro-apoptóticas como la caspasa 3 y el gen p53. El tratamiento con JM-
20 previno la fosforilación de estas proteínas, y atenuó la activación de caspasa-3. 
También disminuyó la producción de citocinas pro-inflamatorias como las 
interleucina 1b (IL-1b), IL-6 y del factor de necrosis tumoral (TNF-α). Al mismo 
tiempo incrementó los niveles de la interleucina anti-inflamatoria IL-10, disminuyó 
la activación de la microglia e incrementó la respuesta astrocítica. Estos resultados 
sugieren que en los mecanismos de neuroprotección del JM-20 pueden estar 
incluidas la modulación de la astrogliosis reactiva, la neuroinflamación y las vías 
de señalización anti-apoptóticas. En mitocondrias aisladas a partir del hígado y 
cerebro de ratas, esta molécula se mostró como un potente antioxidante, 
bloqueador de la entrada mitocondrial de Ca2+, inhibidor de la actividad hidrolítica 
(reversa) de la F1FO ATPasa y de la liberación del factor inductor de apoptosis 
citocromo c. Estas acciones contribuyeron a preservar la función mitocondrial y el 
estado energético neuronal en aquellas células expuestas a daños isquémicos, 
que a su vez contribuyó a la sobrevivencia neuronal. En vesículas sinápticas se 
demostró que el JM-20 inhibió la actividad de la ATPasa vesicular, que a su vez 
condujo a una disipación del gradiente de protones e inhibición de la captación 
vesicular de Glu. En correspondencia, también disminuyó la liberación de este 
neurotransmisor en sinaptosomas evocada con KCl. Otro mecanismo anti-



 

excitotóxico encontrado para el JM-20, estuvo relacionado con su capacidad de 
aumentar la recaptación de Glu en cultivos primarios de astrocitos y co-cultivo 
neuronas/astrocitos. En su conjunto, estos resultados apuntan a un posible efecto 
anti-excitotóxico del JM-20 al disminuir las cantidades de Glu en las hendiduras 
sinápticas/espacio extracelular por: i) menor acumulación vesicular del 
neurotransmisor, ii) aumento de su recaptación. La administración oral de JM-20 
(4 y 8 mg/Kg) 1h después del comienzo de la isquemia (oclusión transitoria de la 
arteria cerebral media en ratas) disminuyó el área de la lesión, el volumen de 
infarto, el edema cerebral, y el deterioro neurológico en ratas expuestas a 90 min 
de oclusión de la arteria cerebral media (isquemia) y 24h de reperfusión. Los 
animales tratados con la dosis de 8 mg/Kg presentaron menores niveles de Glu en 
líquido cefalorraquídeo similares al grupo sham, corroborando el efecto anti-
excitotóxico vaticinado in vitro. También disminuyó las alteraciones 
histopatológicas del hipocampo, corteza y cuerpo estriado. Los resultados 
muestran además que los animales administrados con 8 mg/Kg de JM-20 hasta 8h 
después del inicio de la oclusión de la arteria cerebral media (ventana terapéutica), 
presentaron menor deterioro neurológico y área de infarto que los no tratados. Por 
otra parte, las mitocondrias aisladas de animales isquémicos y tratados con JM-20 
(4 y 8 mg/Kg) presentaron menores niveles de Ca2+ intramitocondrial y una 
marcada preservación de su funcionalidad y morfología. La disipación del 
potencial de membrana mitocondrial (Δ m), la generación de especie reactiva de 
oxígeno (ERO) y la ocurrencia de la transición de permeabilidad mitocondrial por 
la acumulación de Ca2+ son eventos implicados en la muerte neuronal mediada 
por señales intrínsecas durante el daño isquémico cerebral. En este caso, la 
liberación del citocromo c mitocondrial al citoplasma asociado a la ocurrencia de 
estos eventos anteriores, es un potente estímulo fisiológico para la activación de 
las caspasas 9 y 3. Por tanto, la inhibición de su liberación puede ser un blanco 
importante para el efecto neuroprotector in vivo del JM-20 frente a la isquemia 
cerebral. En tal sentido, se observó que el JM-20 a 8 mg/Kg inhibió la liberación de 
esta proteína mitocondrial pro-apoptótica. En otro modelo de isquemia focal in 
vivo, en este caso, isquemia permanente inducida por termo-coagulación de la 
sangre en los vasos piales de la corteza primaria motora, el JM-20 a las dosis de 4 
y 8 mg/Kg, administrado 1h después de la cirugía oclusiva y durante 6 días 
consecutivos, mejoró significativamente la asimetría de las patas delanteras de los 
animales isquémicos (prueba del cilindro), así como las alteraciones 
histopatológicas en corteza.  
El siguiente esquema resume los principales mecanismos de acción descubiertos 
para esta molécula: Actúa a nivel del sistema glutamatérgico por medio de la 
inhibición de la captación vesicular del neurotransmisor y aumentando su 
recaptación astrocítica, lo que protege contra uno de los componentes más 
dañinos de la cascada isquémica: la excitotoxicidad. Protege a la mitocondria a 
diferentes niveles: inhibe la captación de Ca2+ por el organelo, lo que previene la 
ocurrencia de la transición de permeabilidad mitocondrial y la liberación al 
citoplasma de factores pro-apoptóticos como el citocromo c. Se demuestra que 
este efecto es solo a nivel mitocondrial y no a nivel de membranas neuronales. 
Inhibe la actividad hidrolítica de la F1FO ATPasa, enzima mitocondrial encargada 
de sintetizar ATP, pero que en condiciones de hipoxia invierte su funcionamiento a 



 

actividad hidrolítica, consumiendo alrededor del 90% del ATP celular disponible 
para reponer la pérdida del potencial. Adicionalmente, presenta un potente efecto 
antioxidante también a nivel mitocondrial. Este efecto multimodal a nivel 
mitocondrial permitiría proteger y preservar la función del orgánulo, mantener la 
homeostasia energética y evitar el inicio de señales de muerte celular 
provenientes de las mitocondrias. El JM-20 también es capaz de modular la 
astrogliosis y promover un entorno antiinflamatorio favorable para la sobrevivencia 
y recuperación neuronal. Presenta una amplia ventana terapéutica. De esta forma 
el JM-20 parece actuar en elementos claves de las diferentes etapas de la 
isquemia/reperfusión cerebral con importantes posibilidades de éxito en su 
traslado a la clínica.  
En resumen, se reporta por primera vez en la literatura científica el efecto 
neuroprotector de una nueva molécula sintética en modelos in vitro e in vivo de 
daño cerebral por isquemia/reperfusión. Se demuestra por primera vez que una 
molécula híbrida con mecanismos de acción múltiples; GABAergicos, anti-cálcicos, 
antiexcitotóxicos, mitoprotectores, antiapoptóticos y antinflamatorios es altamente 
efectiva en el tratamiento de la isquemia cerebral. El principal aporte de este 
resultado radica en la caracterización contundente del efecto neuroprotector del 
JM-20 en diferentes modelos experimentales de isquemia cerebral, lo que ofrece 
una alternativa farmacológica novedosa para las enfermedades 
cerebrovasculares, que constituyen la tercera causa de muerte en Cuba, y 
carecen de terapias efectivas. La investigación permitió identificar, además, 
diversos mediadores de sus mecanismos de acción a distintos niveles de 
organización, desde el sub-celular (mitocondrias aisladas), líquido cefalorraquídeo, 
el tisular (cultivo organotípico de hipocampo) hasta el de organismo (ratas), con 
una visión integradora y holística, utilizando metodologías experimentales de 
punta, con un enfoque multidisciplinario y teniendo en cuenta la complejidad de 
esta patología. Desde el punto de vista metodológico, también realiza importantes 
aportes pues establece una metodología de trabajo para el estudio de moléculas 
activas a nivel mitocondrial. Al mismo tiempo propone una metodología racional 
para la cuantificación intra-mitocondrial de Ca2+ ex vivo, no reportada hasta el 
momento. Este resultado científico sienta las bases fundamentales para el 
ascenso a la fase clínica de investigación (humanos) en el desarrollo de esta 
molécula como neuroprotector frente a la isquemia cerebral. De ser exitosa esta 
fase de ensayos clínicos, como se espera por los importantes resultados 
preclínicos aportados por este trabajo, se contaría por primera vez en el mercado 
(la molécula y sus derivados están protegidos por patente 100% Cubana) con una 
molécula neuroprotectora y una terapia efectiva frente al daño cerebral isquémico, 
con las enormes ventajas sociales y económicas asociadas a su aplicación. 
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