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R E S U M E N

Introducción: El JM-20 es una molécula híbrida, obtenida por síntesis química, la cual 
presenta varias pruebas preclínicas que validan su potencial terapéutico como fármaco 
modificador de la enfermedad de Parkinson. Objetivos: Mostrar bases para el desarrollo 
de un nuevo candidato terapéutico para los pacientes con la enfermedad de Parkinson. 
Métodos: Se llevaron a cabo estudios in vitro, in silico e in vivo, así como una correlación 
entre variables morfológicas y moleculares con la conducta motora para evaluar el efecto 
del JM-20 sobre la α-sinucleína y en modelos de parkinsonismo inducido por neurotoxinas. 
Resultados: Se mostró el claro efecto protector del JM-20 en diferentes modelos celulares 
relacionados con la enfermedad de Parkinson. Además, los estudios de acoplamiento y 
dinámica in silico demostraron que el JM-20 interactúa con la α-sinucleína, lo que induce 
la formación de oligómeros no tóxicos de la proteína. En modelos animales en dosis ora-
les de 40 mg/kg, evitó el daño conductual característicos de los modelos neurotóxicos 
empleados. Por otro lado, los estudios ex vivo en cerebros de ratas confirmaron que la 
administración intragástrica de JM-20 mejoraba los parámetros oxidativos en la sustancia 
negra y el estriado. Conclusiones: Esta revisión proporciona evidencia farmacológica de 
la actividad neuroprotectora de esta nueva molécula, lo que respalda su utilidad para el 
desarrollo de nuevos fármacos antiparkinsonianos.
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Neuroprotective activity of JM-20 in preclinical models of 
Parkinson’s disease

A B S T R A C T 

Introduction: JM-20 is a hybrid molecule obtained through chemical synthesis, which has un-
dergone several preclinical trials that validate its therapeutic potential as a disease-modifying 
drug for Parkinson’s disease. The complexity and multiplicity of the pathophysiological events 
associated with this disease are at the heart of the challenges posed by the development of 
effective treatments that reverse, halt, or slow the course of neurodegeneration. Objective: To 
show the basis for the development of a new therapeutic candidate for patients with Parkin-
son’s disease. Methods: In vitro, in silico and in vivo studies, as well as a correlation between 
morphological and molecular variables with motor behavior were carried out to evaluate the 
effect of JM-20 on α-synuclein and in models of neurotoxin-induced parkinsonism. Results: 
The results showed a clear protective effect of JM-20 in different cellular models related to 
Parkinson’s disease. In addition, in silico docking and dynamics studies demonstrated that 
JM-20 interacts with α-synuclein, inducing the formation of non-toxic oligomers of the protein. 
In animal models, JM-20, at oral doses of 40 mg/kg, prevented the behavioral damage char-
acteristic of the neurotoxic models used. Furthermore, ex vivo studies in rat brains confirmed 
that intragastric administration of JM-20 improved oxidative parameters in the substantia 
nigra and striatum. Conclusions: This review provides pharmacological evidence of the neu-
roprotective activity of this new molecule, supporting its usefulness for the development of 
new anti-Parkinson’s drugs. 

Keywords: α-synuclein; mitochondrial dysfunction; Parkinson’s disease; oxidative stress and JM-20.

INTRODUCCIÓN
La enfermedad de Parkinson (EP) idiopática es una enfer-

medad degenerativa del sistema nervioso central (SNC), que 
aparece en la edad adulta y constituye la segunda enfermedad 
neurodegenerativa más frecuente después de la enfermedad 
de Alzheimer (EA). (1) Actualmente la etiología de la EP idiopá-
tica es desconocida, pero se sabe que una serie de mecanis-
mos patológicos se encuentran implicados en la muerte de 
las neuronas dopaminérgicas, tales como: el estrés oxidativo, 
la disfunción mitocondrial, la desregulación en la homeostasis 
del calcio, la neuroinflamación, la apoptosis y la excitotoxici-
dad. (2) La complejidad y multiplicidad de eventos asociados a 
la muerte neuronal en la EP pueden explicar la carencia de te-
rapias efectivas contra esta enfermedad. (1) A pesar de todo el 
conocimiento acerca la fisiopatología de la EP, no existe ningún 
fármaco capaz de detener o revertir la muerte y degeneración 
de la vía nigroestriatal. El tratamiento contemporáneo se basa 
en la utilización de fármacos que intentan compensar el déficit 
dopaminérgico nigroestriatal. (3)

Debido a la carencia de fármacos efectivos y a la gran 
diversidad de eventos fisiopatológicos en los últimos años se 
ha sugerido la combinación en una molécula de varios grupos 
estructurales con dianas farmacológicas variadas y conoci-
das. En este último enfoque se diseña un único compuesto 
que actúe, simultáneamente, en 2 o más blancos farmacoló-
gicos específicos, implicados en el desarrollo de la EP. (4) La 
administración de una sola molécula, que actúe sobre varios 
blancos, puede disminuir considerablemente los efectos se-
cundarios derivados de las interacciones entre los fármacos 
y podría tener un perfil farmacocinético más predecible, en 
comparación con los fármacos administrados en combina-
ción. (5,6,7) Siguiendo esta lógica de diseño, el laboratorio de 
Síntesis Orgánica de la Facultad de Química de la Universi-
dad de la Habana (UH) en conjunto con el Centro de Inves-
tigación y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM), diseñaron 
y sintetizaron la molécula: 3-etoxicarbonil-2-metil-4-(2-nitro-
fenil)-4,11-dihidro-1H-pirido [2,3-b][1,5]-benzodiacepina, en lo 
adelante JM-20. Una benzodiacepina químicamente fusiona-
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da a un anillo dihidropiridínico. Este compuesto fue química-
mente diseñado para el tratamiento de la isquemia cerebral, 
demostrándose varios mecanismos neuroprotectores. (8) Es-
tudios previos demostraron que el JM-20 preserva la función 
mitocondrial luego de un daño mitocondrial por un exceso 
de calcio, presenta acción antioxidante y protectora ante un 
aumento no fisiológico de las concentraciones intracelulares 
de calcio, inhibe la excitotoxicidad mediada por glutamato, 
presenta actividad antiinflamatoria, antiapoptótica e inhibe la 
formación de agregados tóxicos de α-sinucleína. (9,10,11,12,13,14,15) 
Además de los efectos neuroprotectores antes descritos, se 
demostró su capacidad protectora en modelos de demencia/
déficit cognitivo y traumatismo craneoencefálico. (16,17.18)

Las propiedades neuroprotectoras, demostradas para la 
nueva molécula, ofrecen evidencias farmacológicas sobre las 
potencialidades del JM-20 para incidir en varios mecanismos 
patológicos que median la aparición clínica de los síntomas 
descritos en la EP. Teniendo en cuenta lo anterior, el trabajo 
que aquí se presenta tiene como objetivo general: evaluar me-

canismos moleculares asociados al efecto terapéutico; así 
como el efecto neuroprotector del JM-20 en modelos in silico, 
in vitro e in vivo de EP.

MÉTODOS

Diseño experimental

El estudio se dividió en 4 fases: ensayos in vitro (I y II) para 
evaluar el efecto neuroprotector del JM-20; ensayo in silico 
(III) para evaluar la estructura molecular del JM-20 y la α-sin; 
ensayos in vivo (IV) para indagar el efecto de la administración 
sistémica del JM-20 sobre la conducta motora en modelos de 
parkinsonismo inducido por las neurotoxinas: 6-OHDA y rote-
nona; y ensayos morfológicos y de estrés oxidativo (V) para 
evaluar el efecto sobre el número de células dopaminérgicas, 
la presencia de astrocitos y parámetros oxidativos cerebrales. 
Finalmente se realizaron estudios de correlación entre varia-
bles morfológicas y moleculares con la conducta motora (VI) 
representados con líneas rojas discontinuas (figura 1).

Fig. 1. Diseño experimental. Los números romanos sobre los cuadrantes representan los experimentos realizados correspondientes a los obje-
tivos que se siguieron en el presente trabajo

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es


An Acad Cienc Cuba. 2025;15(4)

Este artículo es distribuido en acceso abierto según los términos de la Licencia Creative Commons Atribución–NoComercial 4.0

Reactivos

Todos los reactivos que fueron empleados son de Sig-
ma-Aldrich® (Alemania), excepto algunos, los cuales serán 
aclarados en el documento. Para los estudios celulares las 
soluciones se filtraron con membranas de 0,2 µm (TPP, Sui-
za), en condiciones asépticas, para eliminar cualquier posible 
contaminación. El JM-20 fue suministrado por el laboratorio 
de Síntesis Orgánica del CIDEM.

Preparación del JM-20

El JM-20 para los experimentos in vitro fue disuelto en 
dimetilsulfóxido (DMSO). (8) Se emplearon un amplio rango 
de concentraciones (0,0001-100) µM. Todas las diluciones 
se realizaron partiendo de la solución madre (en DMSO al 
100 %). Esto garantizó que el DMSO, en cada pozo de cultivo, 
constituyera sólo el 1 % (1/1000) del volumen total.

El JM-20 para los experimentos in vivo fue suspendido 
en CMC al 0,05 % a temperatura ambiente. Se empleó un 
mortero donde al JM-20 se le añadió, paulatinamente, la sus-
pensión de CMC hasta lograr la concentración deseada. Para 
las diferentes dosis, las concentraciones se ajustaron con el 
objetivo de administrar un volumen constante de 10 mL/kg 
de peso. El compuesto fue preparado inmediatamente antes 
de su uso, y la suspensión fue transferida a un tubo de cen-
trífuga de 15 mL (Corning, EE. UU) y mantenida a temperatu-
ra ambiente hasta su administración. En todos los casos el 
compuesto se administró por vía oral, mediante una cánula 
intragástrica acoplada a una jeringuilla de 5 mL (BD, Jeripak, 
México). Antes de administrar a cada animal la suspensión 
fue resuspendida, para garantizar la homogeneidad de esta.

Animales de experimentación

Los estudios in vivo se realizaron con ratas (Rattus nor-
vegicus) machos adultos de la línea Wistar, con pesos entre 
200 g y 250 g al comienzo del experimento, provenientes del 
Centro Nacional de Producción de Animales de Laboratorio 
(CENPALAB), Mayabeque, Cuba. Los animales se mantuvie-
ron en el bioterio del CIDEM, en cajas plásticas traslúcidas 
a una temperatura media de 24  ºC (±2), con suministro de 
alimentos y agua ad libitum y períodos de luz y oscuridad de 
12 h. Las ratas se mantuvieron en grupos de siete7 por caja, 
después de la cirugía.

Consideraciones éticas

En este estudio se respetaron todas las normas estableci-
das en el código para la ética de la experimentación animal. Se 
garantizó la autenticidad genética de los animales, lo cual se 
logró adquiriendo los animales en centros de cría reconocidos. 
La importancia de la calidad genética para las investigaciones, 

desde el punto de vista biológico, radica en que los resultados 
de cualquier experimento pueden ser reproducibles en cual-
quier otro lugar donde se repita y desde el punto de vista ético, 
se garantiza la utilización de un menor número de animales.

Por otro lado, se llevó a cabo el control de la calidad hi-
giénica, dado que esta influye directamente sobre la validez 
del experimento, al reducir la variabilidad de los resultados 
y por ende la posibilidad de cometer errores. Para ello, en 
el curso de la investigación, los animales se manipularon y 
atendieron por un personal calificado, buscando disminuir el 
estrés, dado que este provoca alteraciones en la homeosta-
sis del animal y por lo tanto una variabilidad en las respues-
tas fisiológicas y conductuales.

Los experimentos se realizaron evitando en todo mo-
mento el sufrimiento de los animales y se utilizaron los 
métodos menos cruentos posibles para cada maniobra en 
particular, minimizando el dolor, el número de animales em-
pleados y garantizando una muerte incruenta por eutanasia. 
Todos los protocolos de experimentación fueron aprobados 
y monitoreados por el comité de ética y el grupo de control 
de calidad del CIDEM.

Estudios in vitro

Ensayos de agregación de la proteína α-sinucleína
La α-sinucleína fue purificada según el protocolo descrito 

por Coelho‐Cerqueira et al. (2013). (19) Para evaluar el efecto 
del JM-20 sobre la formación de amiloide se incubaron la 
α-sin (120 μM) en solución salina tamponada con fosfato 
(pH 7,4; NaN3 0,02 %) con o sin JM-20 en una proporción de 
1:1 o 1:10 en agitación (rotación a 24 rpm) a 37 °C durante 
3 días. A las 24 h, 48 h y 72 h de incubación con JM-20 se 
realizó un ensayo de unión al rojo Congo según r Palhano et al. 
(2009), con algunas modificaciones. (15,20))

Estudios en cultivos primarios y celulares
Los cultivos primarios fueron preparados a partir de te-

jidos mesencefálicos ventrales de ratas Wistar según el pro-
tocolo descrito por Santos et al. (2017). (21) Estos se trataron 
con 10 μM de agregados de α-sin sin o con JM-20 o en con-
diciones de control durante 48 h y posteriormente se evaluó 
la muerte celular mediante un ensayo con yoduro de propidio 
según el procedimiento descrito Santos et al. (2022). (15)

Para el trabajo con la línea celular H4 y HEK, se siguió el 
protocolo descrito por Santos et al. (2022).  (15) Ambas fue-
ron transfectadas con los plásmidos que codifican α-sinT de 
tipo salvaje y synphilin-1-V5 y tras 16 h (H4) y 24 h (HEK) 
de incubación se añadió (1, 5 y 10) μM de JM-20 disuelto 
en DMSO a los cultivos durante 24 h. Se utilizó un grupo de 
control expuesto a DMSO para comparar los resultados. Fi-
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nalmente, los cultivos fueron sometidos a estudios inmuno-
citoquímicos realizados según los protocolos descritos por 
Santos et al. (2022). (15)

Por otro lado, para el trabajo con las líneas celulares PC-
12 y SHSY-5Y se siguió el protocolo descrito por Fonseca Fon-
seca et al. 2019 y 2021, respectivamente. (22,23) Se trataron las 
células SHSY-5Y con diferentes concentraciones de JM-20 
(0,001, 0,01, 0,1 y 1) μM) y se incubaron con rotenona (20 μM). 
Las células PC-12 se expusieron a 6-OHDA (50-400 μM en au-
sencia (control) o presencia de JM-20 (0,001-100) μM duran-
te 24 h, mientras que para ambas el grupo de control solo 
contenía DMSO. Se determinó la citotoxicidad celular inducida 
por esta toxina a través del ensayo colorimétrico de MTT en 
diferentes momentos de incubación.

Para los estudios mitocondriales se utilizaron mitocon-
drias aisladas del cerebro de ratas dañadas con 6-hidroxido-
pamina o rotenona, según fue descrito por Fonseca Fonseca 
et al., 2019 y 2021, respectivamente. (22,23) Se determinó el po-
tencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) y su hinchazón.

Estudios in silico

Los estudios de dinámica molecular se reanalizaron utili-
zando el programa AutoDock Vina 1.1.2. El gráfico 2D de las 
interacciones en el sitio de unión aSyn y el JM-20 fue genera-
do por el servidor en línea Poseview. (24) Para los estudios de 
simulación de la dinámica molecular se siguió la metodología 
descrita por Santos et al. (2022). (15)

Estudios in vivo

Para la evaluación del efecto del JM-20 en el modelo de 
parkinsonismo inducido por 6-hidroxidopamina, con el fin de 
proceder a la denervación dopaminérgica unilateral de la subs-
tantia nigra pars compacta (SNpc) (hemisferio derecho), las 
ratas se anestesiaron con hidrato de cloral (400 mg/kg, i.p.)., 
(Merck Darmstadt, Alemania) y se colocaron en un marco 
diseñado para cirugía estereotáctica (Stoelting Instruments, 
EE.UU.). La SNpc se lesionó por inyección de una solución 
de salina estéril 0,9 % (DELMED, BIOGALENIC, El Salvador) y 
8μg/3μL de 6-OHDA según el protocolo descrito por Fonseca 
Fonseca et al. (2021). (22)

En la evaluación del efecto del JM-20 en el modelo de 
parkinsonismo inducido por rotenona con el fin de proceder a 
la denervación dopaminérgica bilateral las ratas fueron inyec-
tadas intraperitoneal con rotenona (2,5 mg/kg) suspendida 
en aceite de girasol o el vehículo, con una frecuencia diaria, 
en el horario de la mañana, y se extendió por 25 días con-
secutivos, según el protocolo descrito por Fonseca Fonseca 
et al. (2019). (23) Los sujetos experimentales, después de una 
semana de tratamiento, se asignaron de manera aleatoria a 

4 grupos experimentales y comenzaron además a recibir JM-
20 (40 mg/kg, i.g.) y vehículo (según el grupo experimental).

En la evaluación conductual para determinar el daño mo-
tor asociado a la degeneración nigroestriatal inducida por las 
neurotoxinas 6-OHDA y rotenona, se utilizaron la prueba de 
campo abierto, la prueba del cilindro o la prueba de explora-
ción vertical según el protocolo descrito por Fonseca Fonseca 
et al., 2019 y 2021. (22,23) En todas las pruebas conductuales 
realizadas los animales fueron habituados al cuarto donde 
se iba a realizar la evaluación conductual, por un período de 
45 min, antes de comenzar las pruebas. Todos los dispositi-
vos conductuales fueron limpiados con una solución etanol 
al 70 %, antes de evaluar a cada animal. Los estudios con-
ductuales se realizaron entre las 08:30 h y las 14:00 h; bajo 
condiciones de poca iluminación, bajos niveles de ruido y 
temperatura controlada.

En estudios inmunohistoquímicos, de parámetros redox 
y estrés oxidativo la metodología para la realización de estos 
estudios se ejecutó según protocolos descritos por Fonseca 
Fonseca et al., 2019 y 2021. (22,23) Los marcadores oxidati-
vos estudiados fueron la actividad de superóxido dismutasa 
(SOD), catalasa (CAT), grupos tioles totales (T-SH) y malonil-
dialdehído (MDA), mientras que los marcadores inmunohisto-
químicos células positivas a la tirosina hidroxilasa (TH+) y las 
células positivas a la proteína acida fibrilar glial (GFAP+).

Análisis estadístico

Con vistas a conocer de manera general el comporta-
miento de los grupos en las diferentes evaluaciones se realizó 
estadística descriptiva y se procesó toda la información reco-
gida mediante el paquete GraphPadPrism Versión 8.0.2 (263) 
2019. En todos los casos se verificó la distribución normal y 
la homogeneidad de varianza por la prueba de Shapiro-Wilks. 
Los datos cumplieron con las premisas de distribución normal 
por lo que se utilizaron pruebas paramétricas. Los resultados 
fueron expresados como la media ± error estándar de medida 
(EEM) y en los ensayos de viabilidad celular, los resultados se 
expresan como la media ± EEM ó ± desviación estándar (DE) 
del porcentaje de viabilidad respecto al control de células no 
tratadas. En el caso de los estudios de correlación los resulta-
dos fueron expresados como valores individuales.

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA, del inglés Analy-
sis of variance) bifactorial seguido de una prueba de Tukey en: 
a) en los estudios de evaluación del efecto, en el tiempo, del 
JM-20 sobre la citotoxicidad inducida por 6-OHDA; b) la estan-
darización de la prueba de cilindro; c) en la evaluación del JM-
20 en el modelo de 6-OHDA de largo plazo y d) en el comporta-
miento de la variable peso en los experimentos con rotenona. 
En todos los casos los factores que se tuvieron en cuenta fue-
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ron: grupos de tratamiento y tiempo. Para determinar el efecto 
de la administración prolongada de JM-20 en sujetos controles 
se utilizó la prueba t de Student para comparar las medias en-
tre grupos. El porcentaje de supervivencia durante los 26 días 
que duraron los experimentos con rotenona fue analizado me-
diante una curva de Kaplan-Meier y luego una prueba de log-
rank (Mantel-Cox). La relación entre variables morfológicas y 
moleculares con la conducta motora de ratas parkinsonizadas 
y su significación estadística, se determinó mediante el cálculo 
del coeficiente de correlación de Pearson y la prueba de signifi-
cación de dicho coeficiente, respectivamente; para p < 0,05. En 
todos los demás análisis estadísticos se realizó un ANOVA de 
clasificación simple seguido por la prueba de Tukey. Se consi-
deró significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Efecto del JM-20 sobre la formación de fibras no 
tóxicas de α-sinucleína

Para comprobar la actividad de JM-20 sobre la agrega-
ción amiloide de α-sinucleína, primero se evaluó la formación 
de agregados a las 24 h, 48 h y 72 h de incubación. La incu-
bación de α-sinucleína con JM-20 en proporciones de 1:1 y 
1:10 (α-sinucleína/JM-20) fue capaz de reducir la agregación 
de dicha proteína. El efecto inhibidor fue evidente antes de 
las 24 h, y el mayor efecto inhibitorio a las 72 h. Estudios de 
microscopía electrónica de transmisión demostraron que el 
JM-20 inducía la formación de fibrillas amiloides heterogé-
neas. Las fibrillas formadas en presencia de JM-20 no fueron 
tóxicas para los cultivos primarios mesencefálicos.

Efecto del JM-20 en modelos in vitro asociados a la 
enfermedad de Parkinson

Se muestra el efecto del JM-20 para inhibir la muerte ce-
lular y la disfunción mitocondrial in vitro asociada a diferentes 
daños neurotóxicos estrechamente relacionados con la EP. 
El JM-20 a concentraciones de 1 μM y 10 μM fue capaz de 
inhibir la citotoxicidad inducida por la 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), a partir de las 4 h (p < 0,05) de cotratamiento y hasta 
las 24 h (p < 0,0001) en comparación con el control tratado 
con 6-OHDA. (22) De manera similar concentraciones similares 
0,01 μM; 0,1 μM; 1 μM y 10 μM de JM-20 disminuyen signifi-
cativamente la muerte celular inducida por la rotenona y ami-
nocoromo tras 24 h de cotratamiento (p < 0,01).

Por otro lado, células H4 transfectadas con plásmidos 
que codifican para α-sinucleína y sinfilina-1, 2 importantes 
componentes de los cuerpos de Lewy fueron tratadas con 
JM-20 durante 24 h. El tratamiento con JM-20 redujo las 
inclusiones α-sinucleína/sinfilina y el tamaño medio de las 

mismas. Los estudios en mitocondrias cerebrales de ratas 
demostraron que el JM-20 también que evitó la disfunción 
mitocondrial, al disminuir el hinchamiento, la producción de 
especies reactivas de oxígeno y la disipación del potencial de 
membrana mitocondrial.

Estudios in silico. Efecto del JM-20 sobre la 
formación de fibras amilodogénicas de α-sinucleína

Los estudios de modelación molecular demostraron que 
el JM-20 es capaz de interactuar con la α-sinucleína. Los ma-
yores valores de afinidad (-6,7 kcal/mol) se observaron hacia 
la región N-terminal de la proteína. La superficie de contac-
to entre la α-sinucleína y el JM-20 reveló interacciones con 
residuos apolares como Leu38; Val40 y Val52; Glu35; Lys43; 
Tyr39 y Lys34.

Efecto del JM-20 en el modelo in vivo

Los modelos in vivo de la enfermedad de Parkison induci-
dos por 6-hidroxidopamina mostraron conducta motora que, 
al ser evaluada a través de la prueba del cilindro y la prueba de 
exploración vertical, una semana después de la cirugía. Los 
sujetos con lesión de la vía nigroestriatal por 6-OHDA presen-
taban altos porcentajes de asimetría (p < 0,0001) y una dis-
minución significativa de la frecuencia de exploración vertical 
(p < 0,0001) en comparación con el grupo control (vehículo). 
La administración de JM-20 mejoró, tanto la asimetría motora 
como la conducta exploratoria, de manera dosis dependiente 
(20 mg/kg y 40 mg/kg). En otro paradigma experimental se 
demostró la capacidad neuroprotectora del JM-20 para evi-
tar la progresión del daño en animales que presentaban una 
lesión severa de la vía nigroestriatal dopaminérgica per se, an-
tes del comienzo de la administración del JM-20.

El tratamiento con JM-20 (40 mg/kg) de sujetos tratados 
con rotenona logró revertir las discapacidades motoras indu-
cidas por esta neurotoxina. Los animales del grupo rotenona/
JM-20 presentaron una frecuencia significativamente mayor 
tanto de exploraciones verticales (p < 0,001) como de explo-
raciones horizontales (p < 0,05), respecto al grupo rotenona y 
similar a los grupos controles. De manera similar al resultado 
anterior, el JM-20 evita la disfunción motora asociado a la ad-
ministración de la rotenona.

El efecto del JM-20 sobre el número de células dopaminér-
gicas y la presencia de astrocitos se comprobó al evaluar tejido 
mesencefálico nigral y la coexpresión del marcador de neuro-
inflamación asociado a la activación astrocitaria (GFAP+) y el 
marcador de neuronas dopaminérgicas (TH+). Posterior a la 
inyección de 6-OHDA, se hace evidente una marcada disminu-
ción de las neuronas dopaminérgicas (TH+) y un aumento de la 
presencia de células astrocitarias (GFAP+). Dosis de 20 mg/kg 
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y 40 mg/kg de JM-20, fueron capaces de evitar la degeneración 
dopaminérgica inducida por la 6-OHDA (p < 0,01), evidenciada 
por una mayor cantidad de células TH+ y un menor número 
de células GFAP+ en la substantia nigra pars compacta (SNpc) 
ipsilateral de las ratas lesionadas con 6-OHDA (p < 0,01) 

La figura 2 muestra el efecto del JM-20, evitando la dis-
función mitocondrial, el estrés oxidativo, el daño motor, la 
muerte de las neuronas dopaminérgicas y la astrogliosis indu-
cido por las neurotoxinas, 6-hidroxidopamina y rotenona. Por 
otro lado, se demostró que el compuesto tiene la capacidad 
de evitar la formación de oligómeros tóxicos de α-sinucleína, 
con un posible efecto anti-amiloidogénico.

Efecto la administración sistémica con JM-20 
sobre parámetros oxidativos cerebrales en ratas 
parkinsonianas

La administración de JM-20 en dosis dependiente modi-
ficó, de manera dosis dependiente, los parámetros oxidativos 
cerebrales evaluados, en animales previamente dañados con 
6-OHDA. La mayor dosis empleada de JM-20, 40 mg/kg, au-

mentó significativamente la actividad de las enzimas supe-
róxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) en la SNpc (p < 0,05 
y p < 0,001; respectivamente). Mientras que, en el estriado 
(ST), sólo la actividad de la CAT se modificó de manera signi-
ficativa (p < 0,05). Por otra parte, esta dosis de JM-20 induce, 
en ambas estructuras a una disminución en la concentración 
de malonildialdehído (MDA) (SNpc, p < 0,01; ST, p < 0,001) y un 
aumento de la concentración de grupos tioles totales (T-SH) 
(SNpc/ST, p < 0,01). De manera similar la administración con 
JM-20 (40 mg/kg) en animales dañados con rotenona, logró 
disminuir los niveles de MDA y aumentar significativamente la 
actividad de las enzimas antioxidantes SOD (p < 0,01) y CAT 
(p < 0,01) y la concentración de T-SH (p < 0,05) a valores se-
mejantes a los del grupo control vehículo, tanto en la SNpc 
(p < 0,01) como en el ST (p < 0,001). (23)

Estudios de correlación entre variables 
conductuales, morfológicas y bioquímicas

En el modelo de 6-OHDA los resultados mostraron que una 
mayor asimetría evaluada en la prueba del cilindro se correla-

Fig 2. Representación esquemática del efecto multiblanco del JM-20 en modelos de la EP
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cionaba con mayores alteraciones redox, muerte de neuronas 
dopaminérgicas y aumento de la astrogliosis a nivel de la SNpc. 
En el modelo de rotenona se demostró que un menor número 
de exploraciones verticales se correlacionaba con mayores al-
teraciones redox y mayor disfunción mitocondrial. En ambos 
modelos (6-OHDA y rotenona), los animales parkinsonianos 
tratados con JM-20 (20 y 40) mg/kg mostraron menores altera-
ciones conductuales (menor valor de asimetría y mayor núme-
ro de alteraciones mitocondriales), menor pérdida de neuronas 
TH+, menor cantidad de células astrocitarias GFAP+, menos 
alteraciones redox y menos disfunción mitocondrial.

DISCUSIÓN
El fracaso en la terapia antiparkinsoniana actual en in-

tentar detener o disminuir la lenta y progresiva muerte de las 
neuronas dopaminérgicas de las SNpc, ha llevado a muchos 
grupos de investigación a replantearse sus objetivos científi-
cos en la búsqueda de terapias para el tratamiento de la EP. 
Sin embargo, la realidad actual es que no se ha desarrollado 
ningún candidato multiblanco o combinación, que consiga 
detener o revertir de manera definitiva el curso neurodege-
nerativo de la EP. (25,26,27)

En la búsqueda de nuevos agentes con actividad neuro-
protectora para el tratamiento de enfermedades neurodege-
nerativas, el laboratorio de Síntesis Orgánica de la Facultad 
de Química de la UH en colaboración con el laboratorio de 
Neurofarmacología Molecular del CIDEM, ha desarrollado 
numerosos estudios de síntesis, caracterización y modela-
ción molecular de compuestos heterocíclicos derivados de 
dihidropiridinas y benzodiacepinas. De esta forma, se obtu-
vo el JM20, a través de la combinación de más de un far-
macóforo neuroprotector (5-benzodiacepina químicamente 
fusionada a una 1,4-dihidropiridina) en una única estructura 
mediante procedimientos descritos en el documento de pa-
tente (CU patente 20090172). (8)

Las características estructurales de la fracción dihidropi-
ridínica y de la fracción benzodiacepínica, podrían brindarle a 
la molécula la posibilidad de inhibir varios eventos asociados 
al daño neuronal (al menos teóricamente), al combinar en un 
mismo compuesto, las potencialidades farmacológicas de 
cada farmacóforo por separado. Además, el JM-20 presenta 
en su estructura una carga positiva en uno de los grupos imi-
no de la fracción benzodiacepínica y posee un coeficiente de 
reparto teórico igual a 3,42; que lo clasifica como una molécu-
la lipofílica. Estas 2 características le confieren la capacidad 
de atravesar las membranas biológicas y especialmente la 
membrana mitocondrial, a través de un gradiente electrostáti-
co que convierte a la mitocondria en una potencial diana far-
macológica para el tratamiento con JM-20 de enfermedades 

neurodegenerativas que cursan con algún tipo de disfunción 
mitocondrial como es el caso de la EP. (8)

Inicialmente se planteó la hipótesis de que el JM-20 po-
dría ser un fármaco neuroprotector apropiado en modelos 
experimentales relacionados con la isquemia cerebral. Por lo 
cual, diferentes modelos in vitro e in vivo se desarrollaron y 
varios mecanismos multiblancos se demostraron. (11,12,13,10,28) 
Además de los efectos neuroprotectores descritos en mode-
los de isquemia cerebral, se demostró su capacidad protecto-
ra en modelos de demencia, traumatismo craneoencefálico y 
déficit cognitivo. (18,16,17)

Dentro de algunos de los mecanismos, previamente repor-
tados, se demostró el efecto protector de la integridad mito-
condrial a través de la inhibición de la acumulación no fisioló-
gica de calcio dentro de este organelo, y consecuentemente se 
observó la preservación de los niveles de ATP. Disminución de 
la liberación de H2O2 como un marcador de actividad antioxi-
dante con un origen mitocondrial, y la inhibición de la liberación 
de citocromo c, un importante marcador de inicio del proceso 
de muerte celular apoptótica. (11,12) Además, se demostró que 
el JM-20 disminuye la liberación de aminoácidos excitatorios 
estimulada por procesos sobreexcitatorios agudos, y a su vez, 
protege de la excitotoxicidad mediada por glutamato. A través 
de mecanismos que implican la inhibición de la liberación de 
este neurotransmisor y su recaptación por parte de los astroci-
tos. (9,11,12) Además, se verificaron propiedades antiinflamatorias 
frente al daño isquémico y el traumatismo craneoencefálico, 
mediada por la disminución de la microglías activadas y astro-
gliosis, disminución de la liberación de citocinas proinflamato-
rias y aumento de las antiinflamatorias. (18,13)

En el presente trabajo, utilizando mediciones de disper-
sión de luz, microscopía electrónica y ensayo de viabilidad 
celular en un cultivo primario de células mesencefálicos, se 
demostró que el JM-20 interfiere con la agregación de la α-si-
nucleína. Esta interferencia no es capaz de inducir una inhi-
bición total de la formación de agregados de dicha proteína, 
pero los agregados obtenidos fueron especies no tóxicas con 
patrones morfológicos distintos. La remodelación de las fibri-
llas amiloides maduras en agregados no tóxicos es un me-
canismo de neuroprotección, que ha sido investigado en la 
comunidad científica para posibles terapias de enfermedades 
neurodegenerativas. (29)

Nuestra hipótesis de que la α-sinucleína pudiera ser una 
diana molecular del JM-20 se vio reforzada cuando se inves-
tigó el efecto de este compuesto sobre las inclusiones en 
células transfectadas con plásmidos que codifican para α-si-
nucleína y sinfilina-1. Está reportado que la sinfilina-1 junto 
con la α-sinucleína, promueven la inhibición de la actividad del 
proteasoma y la formación de inclusiones como los cuerpos 
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de Lewy, in vitro e in vivo. (30) Lo cual además fue apoyado, lue-
go de realizar estudios de dinámica y simulación molecular, 
donde se demostró la capacidad del JM-20 para interactuar 
con la α-sinucleína e inducir un patrón de agregación de las 
fibras no citotóxicos. 

En correspondencia con este importante hallazgo, Gupta 
y col., demostraron que varias moléculas, con la capacidad de 
inhibir la formación de agregados de α-sinucleína, presenta-
ban patrones de afinidad similares a los del JM-20. (31)

Los resultados muestran que el JM-20 protege a las mi-
tocondrias del daño inducido por la 6-OHDA y la rotenona. 
Núñez y cols. reportaron efectos mitoprotectores del JM-20 
en mitocondrias, obtenidas a partir de cerebro de rata sanas, 
expuestas a diferentes noxas. En ese estudio el compuesto 
ejerció una protección similar a la inducida por la ciclosporina 
A, un inhibidor clásico de la formación de poro de transición 
de permeabilidad mitocondrial (mPTP). (10)

A diferencia de los antioxidantes clásicos, cuyos meca-
nismos de acción se asocian con su capacidad de secuestrar 
radicales libres o reaccionar, directamente, con el radical anión 
superóxido o con el H2O2; el efecto antioxidante del JM-20 se 
ha relacionado con un mecanismo diferente. Núñez y cols. de-
mostraron que el JM-20 presenta un potencial de reducción ca-
tódico (de -0,72 V) muy similar al del oxígeno. Esto lo convierte 
en un excelente aceptor de electrones, capaz de prevenir la ge-
neración de especies reactivas de oxígeno en la mitocondria. 
Esta característica electroquímica le confiere al JM-20 la capa-
cidad de captar electrones de la CTe o incluso de competir con 
el oxígeno por los electrones liberados por las mitocondrias, lo 
que se traduce en una mayor eficacia antioxidante. (10,11) 

Diaz Araya y cols. reportaron que la presencia del grupo 
nitro en una molécula contribuye con su función antioxidante, 
en relación con la capacidad de inhibir directamente la peroxi-
dación lipídica. (32) La molécula JM-20 posee un grupo nitro en 
su porción 1,4-dihidropiridínica, el cual pudiera contribuir, al 
menos en parte, con su acción antioxidante. Se ha documen-
tado una importante capacidad de reducción de radicales al-
quilperóxidos por moléculas con 1,4-dihidropiridinas, asocia-
do a la transferencia de electrones. (33)

Varios autores reportan en la literatura científica que tan-
to la 6-OHDA como la rotenona son capaces de producir un 
estado de transición en la permeabilidad de la membrana mi-
tocondrial, relacionado a la apertura de mPTP. (34,35) La forma-
ción de estos poros provoca la despolarización de la membra-
na mitocondrial y pérdida del ΔΨm en reposo. La membrana 
mitocondrial despolarizada favorece el flujo de calcio desde 
la mitocondria hacia el citoplasma y la liberación de proteí-
nas proapoptóticas desde la matriz mitocondrial (citocromo 
c, SMAC/DIABLO). Finalmente, se produce hinchamiento mi-

tocondrial (por flujo masivo de agua al interior de la mitocon-
dria), pérdida de la fosforilación oxidativa e inhibición de los 
complejos mitocondriales I y IV. (36,37,38) Estos mecanismos se 
asocian con el efecto mitotóxico de ambas toxinas. (37)

Todas estas características le confieren la capacidad de 
evitar el daño inducido por neurotoxinas que inducen alteracio-
nes bioquímicas, conductuales e histológicas, asociadas a la 
muerte dopaminérgica. Razón de su relevancia farmacológicas 
como un candidato prometedor para el tratamiento de la EP.

Conclusiones

En el presente trabajo se demostró el efecto protector del 
JM-20 sobre diferentes daños neurotóxicos responsables de 
la muerte de las neuronas dopaminérgicas, tanto en modelos 
in silico, in vitro, como in vivo de la EP. Se reportó por primera 
vez la propiedad del JM-20 para interactuar a nivel molecular 
con varios aminoácidos de la proteína α-sinucleína mediante 
técnicas de dinámica y modelación. Observando, que la incu-
bación entre el JM-20 y dicha proteína da lugar a la forma-
ción de fibras amilodoigénicas no tóxicas de α-sinucleína, al 
evaluarlas en cultivos primarios de neuronas mesencefálicas. 
Además, del efecto del JM-20 para reducir la cantidad y el ta-
maño de inclusiones citoplasmáticas de α-sinucleína/sinfili-
na, proteínas claves en la formación de los cuerpos de Lewy, 
agregados patológicos presentes en pacientes con la EP.

En los estudios in vivo se demostró el efecto neuroprotec-
tor del JM-20 frente a diferentes alteraciones mitocondriales, 
neuroquímicas, conductuales e inmunohistoquímicas en los 
modelos de EP inducidos por las neurotoxinas 6-OHDA y ro-
tenona. El efecto antioxidante, antinflamatorio, antiamiloidogé-
nico y protector de la funcionalidad mitocondrial del JM-20, la 
demostración en modelos in vitro e in vivo de la EP, pudieran 
explicar en parte, los resultados neuroprotectores obtenidos. 
Estos resultados señalan una vez más la característica de mul-
tiligando o multiblanco del JM-20 y avalan la realización de en-
sayos clínicos en pacientes portadores de dicha enfermedad.
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