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RESUMO 

AVALIAÇÃO FARMACO-TOXICOLÓGICA DA MOLÉCULA JM-20 

EM Caenorhabditis elegans 

AUTORA: Aline Franzen da Silva 

ORIENTADOR: Félix Alexandre Antunes Soares 

Com a descoberta de novas moléculas com potencial farmacêutico, há o 

surgimento de estudos que exploram diferentes mecanismos de ação e aspectos 

toxicológicos. O 3-etoxicarbonil-2-metil-4-(2-nitrofenil)4,11-di-hidro-1H-pirido [2,3-b] 

[1,5] benzodiazepina (JM-20) é um composto híbrido, derivado de 1,5-benzodiazepinas 

e se diferencia estruturalmente pela adição de 1,4-di-hidropiridina ligada ao anel 

benzodiazepínico. Essa modificação confere a essa molécula um potencial de atividade 

neuroprotetora, antioxidante e ansiolítica. Dado o seu potencial como uma molécula 

multialvo promissora, são necessários mais estudos para aprofundar o conhecimento 

sobre seus mecanismos de ação. Neste estudo, foi utilizado o modelo experimental 

Caenorhabditis elegans (C. elegans) para investigar os efeitos do tratamento crônico com 

JM-20. Animais da cepa selvagem (N2) e mutantes CB156 (unc-25) foram submetidos a 

tratamento crônico com concentrações de 0 a 100 uM de JM-20. Os resultados indicaram 

que o JM-20 não induz aumento da taxa de mortalidade, mas nas concentrações mais altas 

avaliadas, houve um atraso no desenvolvimento dos vermes após 48 horas de exposição. 

As análises comportamentais revelaram uma diminuição no ciclo de defecação. Além 

disso, observou-se um aumento na atividade locomotora e uma redução na postura de 

ovos após o tratamento com JM-20. Na avaliação dos comportamentos de locomoção e 

defecação em mutantes com níveis reduzidos de GABA (unc-25), o efeito causado pelo 

JM-20 foi abolido, sugerindo a modulação GABAérgica exercida pelo composto. 

Adicionalmente, o JM-20 apresentou efeito semelhante ao Diazepam nos parâmetros 

comportamentais observados. Na análise computacional, foi observado que o JM-20 se 

liga ao sítio do receptor GABAA de maneira muito semelhante ao Diazepam. Em resumo, 

este estudo oferece uma compreensão mais aprofundada dos efeitos do JM-20 em C. 

elegans, destacando seus efeitos no sistema GABAérgico nesse modelo animal. 

Palavras-chaves: benzodiazepínicos; JM-20; nematoide; comportamento, screening, 

toxicologia. 
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ABSTRACT 

PHARMACO-TOXICOLOGICAL EVALUATION OF THE JM-20 MOLECULE 

IN Caenorhabditis elegans 

AUTHOR: Aline Franzen da Silva 

ADVISOR: Félix Alexandre Antunes Soares 

With the discovery of new molecules with pharmaceutical potential, studies examining 

different mechanisms of action and toxicological aspects emerge. The 3-ethoxycarbonyl-

2-methyl-4-(2-nitrophenyl)-4,11-dihydro-1H-pyrido[2,3-b][1,5]benzodiazepine (JM-20) 

is a hybrid compound derived from 1,5-benzodiazepines, structurally distinguished by the 

addition of 1,4-dihydropyridine linked to the benzodiazepine ring. This modification 

gives this molecule the potential for neuroprotective, antioxidant, and anxiolytic activity. 

Given its potential as a promising multi-target molecule, further studies are needed to 

deepen the understanding of its mechanism of action. In this study, the Caenorhabditis 

elegans (C. elegans) experimental model was used to investigate the effects of chronic 

treatment with JM-20. Animals from the wild-type strain (N2) and CB156 mutants (unc-

25) were subjected to chronic treatment with concentrations ranging from 0 to 100 μM of 

JM-20. The results indicated that JM-20 did not result in mortality, but at the higher 

concentrations evaluated, there was a delay in worm development after 48 hours of 

exposure. Behavioral analyses revealed a decrease in the defecation cycle. Furthermore, 

an increase in locomotor activity and a reduction in egg laying were observed after 

treatment with JM-20. In the evaluation of locomotion and defecation behaviors in 

mutants with reduced levels of GABA (unc-25), the effect caused by JM-20 was 

abolished, suggesting the GABAergic modulation exerted by the compound. 

Additionally, JM-20 exhibited a similar effect to Diazepam in the observed behavioral 

parameters. Computational analysis revealed that JM-20 binds to the GABAA receptor 

site very similarly to Diazepam. In summary, this study provides a deeper understanding 

of the effects of JM-20 in C. elegans, highlighting its effects on the GABAergic system 

in this animal model.  

Keywords: benzodiazepines; JM-20; nematode; behavior, screening, toxicology. 

 

 

 

 



9 
 

LISTAS DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 – Estrutura molecular do JM-20.................................................................16 

Figura 2 – Receptor GABAA e suas subunidades......................................................17 

Figura 3 – Ciclo de vida de C. elegans .....................................................................21 

Figura 4 – Síntese de GABA e neurônios GABAérgicos em C. elegans .................22 

Figura 5 – Ação do JM-20 no nematodeo Caenorhabditis elegans..........................40 

 

 

 



10 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

 

   

Ach Acetilcolina 

AchE Acetilcolinesterase 

AVC Acidente Vascular Cerebral 

BDZ Benzodiazepínico 

BIC Bicuculina 

CAT Catalase  

DA Doença de Alzheimer 

DP Doença de Parkinson 

DZP Diazepam 

GABA Ácido gama-amino-butírico 

GAD Ácido glutâmico descarboxilase 

MDA Malondialdeído 

NMDA N-metil-D-aspartato  

PTZ Pentilenotetrazol 

REA Relação Estrutura Atividade 

SNC Sistema Nervoso Central 

SOD Superoxido dismutase 

 

 

 



11 
 

Sumário 
APRESENTAÇÃO ....................................................................................................... 12 

1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 13 

2. OBJETIVOS .......................................................................................................... 24 

2.1 Objetivo Geral ........................................................................................................ 24 

2.2 Objetivos específicos ............................................................................................. 24 

3. JUSTIFICATIVA ..................................................................................................... 25 

4. ARTIGO PUBLICADO ........................................................................................ 26 

FIGURE SUPPLEMENTARY SUBTITLES: ............................................................. 36 

5. CONCLUSÃO ....................................................................................................... 39 

GRAPHICAL ABSTRACT ......................................................................................... 40 

6. PERSPECTIVAS ...................................................................................................... 40 

7. BIBLIOGRAFIA ...................................................................................................... 41 

 

  

 



12 
 

APRESENTAÇÃO 

 

O presente trabalho se encontra apresentado da seguinte forma: uma breve introdução 

contendo informações sobre mecanismos de desordens do Sistema Nervoso Central, e 

importância da busca por tratamentos inovadores para esse tipo de desordem, com 

enfoque na relevância de novas moléculas multialvo. Também na introdução, encontra-

se descrito sobre a utilização de Caenorhabditis elegans como modelo de screening de 

novas moléculas e funcionamento dos sistemas neuronais no animal. 

Logo após, encontra-se os objetivos do trabalho realizado. Na sequência, uma breve 

justificativa do presente estudo. 

Os itens materiais e métodos, resultados e discussão se encontram apresentados na 

forma de artigo científico publicado na revista Neurotoxicology, em 2022. 

Posteriormente encontra-se uma breve conclusão do estudo, seguido das perspectivas 

futuras.  

Por fim, as referências das citações feitas ao longo do texto da introdução, uma vez 

que o artigo científico contém suas próprias referências.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Sistema Nervoso Central (SNC) é uma estrutura extremamente crucial para o 

funcionamento do organismo humano, composto por uma complexa rede de comunicação 

que desempenha um papel essencial na regulação e coordenação de praticamente todos 

os aspectos da funcionalidade biológica humana (GIOVANNONI; QUINTANA, 2020). 

Para exercer suas funções, o SNC age por meio da integração e processamento de 

informações, realizadas principalmente através de sinapses mediadas por neurônios, que 

constituem as unidades básicas e fundamentais deste sistema neural (WEHRWEIN; 

ORER; BARMAN, 2016). Os neurônios, células altamente diferenciadas e especializadas 

que compõem a unidade celular básica do SNC, desempenham um papel fundamental na 

transmissão de sinais químicos e elétricos entre as diferentes regiões anatômicas e 

funcionais do sistema nervoso, possibilitando a comunicação eficiente e coordenada entre 

os órgãos e sistemas do corpo humano (GOSSELET; LOIOLA; ROIG; ROSELL et al., 

2021). Essa rede sináptica é essencial para a coordenação das respostas adaptativas do 

organismo diante das variadas demandas ambientais e fisiológicas, garantindo a 

homeostase e o adequado funcionamento (WEHRWEIN; ORER; BARMAN, 2016).  

O adequado funcionamento das funções cerebrais depende da manutenção do 

equilíbrio entre as neurotransmissões excitatórias e inibitórias (DUMAN; SANACORA; 

KRYSTAL, 2019). As neurotransmissões excitatórias, mediadas principalmente pelo 

neurotransmissor glutamato, estimulam a atividade neuronal e desempenham um papel 

essencial na sinalização e transmissão de impulsos nervosos. Por outro lado, as 

neurotransmissões inibitórias, predominantemente mediadas pelo neurotransmissor ácido 

gama-aminobutírico (GABA), inibem a atividade neuronal regulando e modulando-as. 

Esse equilíbrio é essencial para garantir um funcionamento cerebral adequado, e pode ser 

afetado por uma variedade de fatores, incluindo a concentração de neurotransmissores, a 

atividade dos receptores e transportadores, e a interação entre diferentes tipos de 

neurônios (SEARS; HEWETT, 2021). Além disso, o desbalanço da homeostase dos 

processos de sinalização neuronal pode afetar negativamente o funcionamento do SNC e 

ocasionar-lhe diferentes tipos de desordens, as quais envolvem uma complexa rede de 

eventos interligados, podendo resultar em danos neurais e morte celular (FIGUEREDO; 

RODRIGUEZ; REYES; DOMINGUEZ et al., 2013).   
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Um exemplo desse tipo de cenário é o que ocorre na lesão cerebral isquêmica, 

caracterizada pela interrupção do fluxo sanguíneo, que resulta na morte neuronal em 

regiões específicas do cérebro ocasionada pela desregulação do equilíbrio entre as 

transmissões sinápticas excitatórias e inibitórias (E/I). Nesse tipo de lesão cerebral ocorre 

uma hiperestimulação da neurotransmissão excitatória, aumentando os níveis de 

glutamato na fenda sináptica, que acaba por hipersensibilizar os seus receptores, causando 

desbalanço de íons dentro da célula, desempenhando um papel chave no processo de 

neurotoxicidade, uma das principais causas do dano neuronal na isquemia (AMANTEA; 

BAGETTA, 2017). 

Outro cenário onde ocorre o desequilíbrio entre as funções excitatórias e inibitórias é 

nos quadros de epilepsia, uma doença neurológica caracterizada por convulsões 

(FALCO-WALTER, 2020).  Por ser o principal neurotransmissor inibitório do SNC, o 

GABA desempenha função vital para a manutenção do equilíbrio celular. Dentre seus 

componentes celulares, sabe-se que existem dois tipos principais de receptores 

GABAérgicos: GABAA e GABAB. Os receptores GABAA são canais iônicos que exercem 

rápido efeito inibitório pelo aumento do influxo de cloreto nas células. Essa entrada dos 

íons de cloreto hiperpolariza a célula, tornando-a ainda mais negativa em relação ao seu 

potencial de repouso, dificultando a geração de um potencial de ação posterior, o qual é 

fundamental para a neurotransmissão excitatória (SALLARD; LETOURNEUR; 

LEGENDRE, 2021). Na epilepsia, a neurotransmissão inibitória mediada por GABA está 

comprometida, fazendo com que haja um aumento das neurotransmissões excitatórias, 

resultando em episódios de convulsão. Os medicamentos que intensificam a inibição 

mediada pelo GABA, como os benzodiazepínicos, são utilizados na clínica como 

anticonvulsivantes para tratar essa condição (AKYUZ; POLAT; EROGLU; KULLU et 

al., 2021). 

Na cascata de sinalização via receptores sabe-se que o cálcio (Ca²⁺) é um íon crucial 

na regulação do equilíbrio entre as neurotransmissões excitatórias e inibitórias, ativando 

processos intracelulares de sobrevivência celular (BRAVO-SAGUA; PARRA; LOPEZ-

CRISOSTO; DIAZ et al., 2017). Contudo, quando ocorre uma hiperestimulação dos 

receptores, há um aumento excessivo de cálcio intracelular, e é quando ocorre a 

excitotoxicidade gerada por Ca2+, levando à ativação de vias celulares que podem causar 

danos e até a morte dessas (BURGOS; BARAT; RAMIREZ, 2000). Tal toxicidade gerada 

pelo Ca2+ pode ocorrer através da hiperestimulação dos receptores de glutamato, 
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especialmente os receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato), por serem canais de cálcio 

dependentes de glutamato. Sabe-se que a excitotoxicidade gerada por Ca2+ é uma 

característica comum em várias condições patológicas, incluindo doença de Alzheimer, 

doença de Parkinson e acidente vascular cerebral (AVC); ressaltando a importância de 

um equilíbrio adequado na regulação desse íon para a saúde neuronal e funcionalidade do 

SNC (VERMA; LIZAMA; CHU, 2022).  

Sabe-se que atualmente a estratégia convencional para tratar essas e tantas outras 

patologias prioriza tratamentos potentes e específicos para um único alvo, com o objetivo 

de minimizar efeitos colaterais (TALEVI, 2015). No entanto, essa abordagem por vezes 

não apresenta correlação com a eficácia in vivo, uma vez que grande parte das doenças 

geralmente são multifatoriais. Nesse contexto, o emprego de moléculas com a capacidade 

de interagir com múltiplos alvos farmacológicos representa uma promissora abordagem 

para prevenção e tratamento de desordens envolvendo múltiplos mecanismos etiológicos, 

como os problemas envolvendo a excitotoxicidade glutamatérgica (FIGUEREDO; 

RODRIGUEZ; REYES; DOMINGUEZ et al., 2013). Os medicamentos considerados 

“multi-target” possuem algumas vantagens em comparação com terapias combinadas, 

incluindo a farmacocinética mais previsível, menor probabilidade de interações 

medicamentosas e maior adesão dos pacientes (MORPHY; RANKOVIC, 2005). 

Com o objetivo de desenvolver um fármaco que pudesse atuar simultaneamente em 

diferentes alvos farmacológicos e que fosse possível de ser utilizado para o tratamento de 

desordens do SNC, a molécula 3-etoxicarbonil-2-metil-4- (2-nitrofenil) -4,11-dihidro-

1Hpirido [2,3-b] [1,5] benzodiazepina (JM-20) foi desenvolvida recentemente de forma 

sintética (Figura 1).  
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Figura 1. Estrutura molecular de JM-20 

 

Fonte: (FIGUEREDO; RODRIGUEZ; REYES; DOMINGUEZ et al., 2013) 

Derivado da família 1,5-benzodiazepina, o JM-20 apresenta uma fração de 1,4 

dihidropiridina inserida em seu anel benzodiazepínico, o que lhe confere capacidade de 

ação nos canais de cálcio e simultaneamente nos receptores GABAA (FIGUEREDO; 

RODRIGUEZ; REYES; DOMINGUEZ et al., 2013).  O JM-20 apresenta semelhança 

estrutural entre a sua molécula e a de fármacos já conhecidos e utilizados na clínica, como 

o Diazepam® e a Nifedipina®, que pertencem às classes dos benzodiazepínicos e 

bloqueadores de cálcio, respectivamente.  

Os benzodiazepínicos são conhecidos por potencializar a eficácia da 

neurotransmissão inibitória GABAérgica através de uma modulação alostérica dos 

receptores GABAA, sem ativar diretamente esses receptores ou abrir os canais de cloreto 

associados (AKYUZ; POLAT; EROGLU; KULLU et al., 2021). Eles não substituem a 

ligação do neurotransmissor GABA, mas ao se ligarem a locais específicos desses 

receptores potencializam a ação da neurotransmissão GABA resultando em um aumento 

da inibição sináptica (Fig 1) (ATKIN; COMAI; GOBBI, 2018). Estudos recentes 

destacam tal interação alostérica como fundamental para a eficácia terapêutica dos 

benzodiazepínicos em condições clínicas. Tais medicamentos são amplamente utilizados 

para diversos fins terapêuticos, incluindo ansiolíticos, sedativos, relaxantes musculares e 

anticonvulsivantes (ATKIN; COMAI; GOBBI, 2018),(SILLS; ROGAWSKI, 2020). No 

entanto, o uso terapêutico dos derivados benzodiazepínicos não se limita a condições de 

Anel Benzodiazepínico 

1-4 di-hidropiridina 
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ansiedade e estresse, mas se estende também a aplicações inovadoras, como a 

neuroproteção (DOMINGUINI; STECKERT; MICHELS; SPIES et al., 2021) 

 

Figura 2: Receptor GABAA e suas subunidades 

 

Fonte: A autora 

Os fármacos da classe das dihidropiridinas, como a Nifedipina®, são utilizados no 

tratamento de condições cardiovasculares, como hipertensão arterial e angina (A; 

MAKAM, 2022). O mecanismo de ação desses fármacos reside no bloqueio seletivo dos 

canais de Ca2+  tipo L encontrados nas células musculares lisas do coração e dos vasos 

sanguíneos, que ao serem bloqueados induzem a redução da entrada de íons Ca2+ nas 

células musculares lisas, resultando na diminuição da quantidade desse íon disponível 

para a contração muscular (A; MAKAM, 2022) 

Por apresentar em sua composição ambas as estruturas químicas, a porção 

dihidropiridina e o anel benzodiezepinicos, emerge a hipótese de que o JM-20 poderia 

também conter propriedades neuroprotetoras. Já que a sua primeira porção estrutural 

apresenta efeitos favoráveis associados ao bloqueio dos canais de cálcio na modulação da 

excitabilidade neuronal, e sua segunda porção estrutural apresenta modulação positiva no 

sistema GABAérgico otimizando a eficácia da neurotransmissão inibitória.  

Estudos realizados após o desenvolvimento do JM-20 foram projetados para avaliar 

sua ação e efeitos, bem como os possíveis mecanismos de ação desse novo composto. 

Dentre esses estudos, o JM-20 apresentou efeitos em diferentes alvos que são objetos de 



18 
 

estudos dos mecanismos causadores de danos cerebrais, como o estresse oxidativo 

(NUNEZ-FIGUEREDO; PARDO-ANDREU; RAMIREZ-SANCHEZ; DELGADO-

HERNANDEZ et al., 2014), neuroinflamação (RAMIREZ-SANCHEZ; SIMOES 

PIRES; NUNEZ-FIGUEREDO; PARDO-ANDREU et al., 2015), disfunção 

mitocondrial (NUNEZ-FIGUEREDO; RAMIREZ-SANCHEZ; DELGADO-

HERNANDEZ; PORTO-VERDECIA et al., 2014) e excitotoxicidade glutamatérgica 

(NUNEZ-FIGUEREDO; PARDO ANDREU; OLIVEIRA LOUREIRO; GANZELLA et 

al., 2015). Em avaliações experimentais, o JM-20 demonstrou conservar um perfil 

ansiolítico similar ao Diazepam e outros derivados de benzodiazepínicos, através da 

observação do comportamento de camundongos em testes como o campo aberto e o 

labirinto em cruz elevada, sendo estes capazes de avaliar ansiedade nesses animais. 

Adicionalmente, o JM-20 também exibiu a capacidade de atenuar comportamentos 

agressivos em camundongos sujeitos a isolamento social, provavelmente devido à sua 

influência positiva na modulação dos receptores GABAérgicos (FIGUEREDO; 

RODRIGUEZ; REYES; DOMINGUEZ et al., 2013). Ainda, em experimentos de 

convulsões induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos, o JM-20 revelou um 

potencial neuroprotetor significativo, manifestado pelo aumento da latência para o início 

das crises convulsivas e pela melhoria da taxa de sobrevivência nesses animais, sugerindo 

assim que a adição do grupamento dihidropiridina não interfere na atividade GABAérgica 

dessa molécula (FIGUEREDO; RODRIGUEZ; REYES; DOMINGUEZ et al., 2013).  

Outros estudos avaliando as propriedades antioxidantes do JM-20 também foram 

realizados, onde tal composto demonstrou capacidade de inibir a geração de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em mitocôndrias e sinaptossomas. Ainda, também foi capaz de 

prevenir eventos prejudiciais à funcionalidade mitocondrial, como a abertura do poro de 

transição de permeabilidade mitocondrial e a liberação de citocromo C em modelos de 

AVC, além de também ter apresentado redução da toxicidade gerada por Ca2+, bem como 

a atenuação de lesão isquêmica (NUNEZ-FIGUEREDO; PARDO-ANDREU; 

RAMIREZ-SANCHEZ; DELGADO-HERNANDEZ et al., 2014).  

Além disso, estudos investigando uma possível atividade neuroprotetora de JM-20 

em doenças neurodegenerativas também foram realizados, como no estudo de Fonseca et 

al, onde o JM-20 exibiu proteção às células SHSY-5Y, linhagem celular humana para 

neuroblastoma, contra a citotoxicidade provocada pela rotenona (inibidor do complexo I, 

a qual induz dano mitocondrial e estresse oxidativo, e é utilizada para simular sintomas 
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semelhantes a pacientes com Doença de Parkinson (DP), reduzindo assim a morte 

celular). Em estudos in vivo, o JM-20 não apenas evitou a perda de peso corporal e a 

mortalidade causada pela rotenona, mas também diminuiu as alterações comportamentais 

induzidas na atividade locomotora dos animais (FONSECA-FONSECA; WONG-

GUERRA; RAMIREZ-SANCHEZ; MONTANO-PEGUERO et al., 2019). Ainda, o JM-

20 promoveu uma melhora no equilíbrio redox dos animais, aumentando as atividades 

das enzimas de ação antioxidante como a superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), 

bem como reduziu as concentrações do biomarcador de peroxidação lipídica 

malondialdeído (MDA). Adicionalmente, o JM-20 também inibiu o inchaço espontâneo 

mitocondrial e a dissipação do potencial de membrana em mitocôndrias isoladas do 

cérebro de ratos (FONSECA-FONSECA; WONG-GUERRA; RAMIREZ-SANCHEZ; 

MONTANO-PEGUERO et al., 2019).  

Além de apresentar ação em alvos celulares importantes para a sobrevivência de 

nossas células, o JM-20 apresentou ação protetiva contra um modelo de toxicidade 

induzido pela DP, interferindo e promovendo a formação de agregados menos tóxicos na 

formação dos agregados tóxicos de α-sinucleina (SANTOS; CARDIM-PIRES; 

SHVACHIY; FONSECA-FONSECA et al., 2022), fortalecendo a potencialidade de ser 

um fármaco aplicável para o tratamento da DP. Já nas avaliações dos efeitos no modelo 

de Doença de Alzheimer (DA) induzido por escopolamina (indutor do aumento da 

atividade da enzima acetil colinesterase (AChE) e indutor de dano de memória) em ratos, 

a administração de uma dose única de JM-20 foi capaz de prevenir contra o dano de 

memória induzido por escopolamina, além de  prevenir completamente a estimulação da 

AchE (WONG-GUERRA; JIMENEZ-MARTIN; FONSECA-FONSECA; RAMIREZ-

SANCHEZ et al., 2019). Para corroborar com esse resultado, estudo de D’Avila da Silva 

et al. mostrou a capacidade do JM-20 de agir na inibição de colinesterases in vitro. Tais 

achados sugerem que o JM-20 pode facilitar a transmissão colinérgica e proteger o 

processo de consolidação e aquisição de memória (D'AVILA DA SILVA; NOGARA; 

OCHOA-RODRIGUEZ; NUNEZ-FIGUEREDO et al., 2020).  

Além dos efeitos diretamente relacionados às doenças neurodegenerativas, JM-20 

apresentou diversos outros potenciais benéficos, como os efeitos protetores contra a morte 

celular induzida pela privação de oxigênio e glicose (RAMIREZ-SANCHEZ; SIMOES 

PIRES; NUNEZ-FIGUEREDO; PARDO-ANDREU et al., 2015), a manutenção da 

integridade mitocondrial e a redução do dano causado pela isquemia cerebral (NUNEZ-
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FIGUEREDO; RAMIREZ-SANCHEZ; HANSEL; SIMOES PIRES et al., 2014). Todos 

esses estudos envolvendo esse composto evidenciam a potencialidade do JM-20 como 

um agente neuroprotetor em diferentes distúrbios do SNC. Entretanto, estudos elucidando 

seu perfil toxicológico ainda são escassos, tornando necessária uma análise toxicológica 

dessa promissora molécula candidata a fármaco.  

No presente cenário da pesquisa mundial, observa-se um crescente aumento da 

utilização de modelos alternativos a mamíferos, uma vez que apresentam diversos 

benefícios especialmente na área de desenvolvimento de novos fármacos. Tais modelos 

frequentemente se destacam por um custo mais acessível e viável, facilitando sua 

manutenção e possibilitando uma escala mais ampla de experimentos. O Caenorhabditis 

elegans é um pequeno nematódeo de vida livre, encontrado no solo de ambientes de 

regiões temperadas, se alimentando de bactérias e fungos (HUNT, 2017).  Desde os anos 

1960, estudos utilizando C. elegans têm ganhado crescente popularidade, especialmente 

nas áreas de genética e biologia molecular (BRENNER, 1974), (ARVANITIS; LI; LEE; 

MYLONAKIS, 2013). Esse organismo possui diversos sistemas de neurotransmissão que 

coordenam seus comportamentos, incluindo os sistemas glutamatérgico (BROCKIE; 

MARICQ, 2006), colinérgico (RAND, 2007), dopaminérgico, serotoninérgico (CHASE; 

KOELLE, 2007), assim como  o sistema GABAérgico (JORGENSEN, 2005). O genoma 

de C. elegans, bem como suas vias metabólicas e biossintéticas, são altamente 

conservados em relação aos mamíferos, com uma semelhança de aproximadamente 60-

80%. Com isso, o uso deste nematódeo como modelo para o estudo de doenças humanas, 

principalmente doenças neurodegenerativas como doença de Parkinson, doença de 

Alzheimer e doença de Huntington, tem ganhado destaque. (MARKAKI; 

TAVERNARAKIS, 2020). 

Além disso, este nematódeo também tem sido amplamente utilizado por 

pesquisadores nas áreas de toxicologia e farmacologia, devido às numerosas 

possibilidades que oferece, como “screening” e avaliações toxicológicas de novas 

moléculas. Tanto anatomica quanto geneticamente, C. elegans possui uma simplicidade 

que, aliada à sua translucidez, auxiliam em estudos que envolvem desenvolvimento 

celular. Seu genoma é totalmente sequenciado, o que permite o estudo de genes 

homólogos aos mamíferos (HUNT, 2017). 
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Figura 3. Ciclo de vida do Caenorhabditis elegans. 

 

FONTE: Adaptado de WormAtlas: 

https://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/mainframe.htm 

 

A utilização de C. elegans como modelo para screening toxicológico tem se 

popularizado cada vez mais devido à sua completa caracterização. Os testes empregando 

esse modelo animal são confiáveis e rápidos, devido ao seu curto ciclo de vida (Figura 

2). Além disso, sua manutenção fácil e de baixo custo o torna uma opção mais econômica 

em comparação aos testes realizados em mamíferos. O C. elegans é também reconhecido 

por ser um modelo experimental que adere à política dos 3R (Redução, reutilização, 

refinamento) (HUBRECHT; CARTER, 2019).  

O GABA, assim como em mamíferos também desempenha um papel crucial como 

neurotransmissor em C. elegans, exercendo sua ação principalmente nas junções 

neuromusculares (JORGENSEN, 2005). Sabe-se que dos 302 neurônios presentes nos 

animais hermafroditas desse organismo, 26 expressam o neurotransmissor GABA, 

incluindo os neurônios do tipo D – 6 DD e 13 VD, que inervam os músculos do corpo nas 

partes ventrais e dorsais; 4 neurônios motores RME que inervam a musculatura da cabeça; 

1 interneurônio (SHEN; WEN; LIU; ZHONG et al.); e os neurônios motores AVL e 

DVB, responsáveis pela inervação da musculatura entérica do verme, conforme ilustrado 
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na figura 3 (JORGENSEN, 2005). Tanto em invertebrados quanto em mamíferos, a 

enzima responsável pela síntese de GABA é a GAD (glutamato descarboxilase). Em C. 

elegans, o gene unc-25 é expresso especificamente nos neurônios GABAérgicos e é 

responsável por codificar a enzima GAD, como demonstrado anteriormente  (JIN; 

JORGENSEN; HARTWIEG; HORVITZ, 1999).  

 

Figura 4. Síntese de GABA e neurônios GABAérgicos em C. elegans 

 

FONTE: Adaptado de (SCHUSKE; BEG; JORGENSEN, 2004) 

Em mamíferos, o GABA é amplamente conhecido como o principal 

neurotransmissor inibitório. No entanto, em C. elegans, o GABA desempenha um papel 

dual, atuando tanto como neurotransmissor inibitório quanto excitatório. Nas contrações 

intestinais, os neurônios motores AVL e DVB desempenham função excitatória, 

provocando a contração da musculatura entérica. Por outro lado, no comportamento de 

locomoção, os neurônios do tipo D exercem uma função inibitória ao inibir a contração 

dos músculos da parede do corpo coordenados pelos neurônios dorsais e ventrais. A 

detecção de alterações em tais comportamentos pode levantar a hipótese de modulações 

específicas em neurotransmissores (JORGENSEN, 2005; SHEN; WEN; LIU; ZHONG et 

al., 2016). 

 Outro sistema de neurotransmissão altamente conservado em C. elegans é o 

sistema colinérgico. Diferentemente de mamíferos, em C. elegans a acetilcolina (ACh) é 

o principal neurotransmissor excitatório e está presente nas junções neuromusculares 
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desses animais. A transmissão colinérgica participa direta e indiretamente de diversos 

comportamentos nos vermes, como locomoção, postura de ovos e alimentação. Na 

locomoção, tanto em meio sólido quanto em meio líquido, C. elegans precisa desenvolver 

um movimento sinusoidal. Esse movimento é coordenado por contrações musculares 

parcialmente inervadas pelos neurotransmissores ACh e GABA. Enquanto GABA exerce 

neurotransmissão inibitória de um lado do corpo do animal, ACh é responsável pela 

neurotransmissão excitatória do lado oposto, permitindo que o animal exerça ondas 

sinusoidais. Já a postura de ovos pelos vermes envolve ação de diversos 

neurotransmissores, sendo que  ACh modula esse comportamento através de múltiplos 

mecanismos, apresentando como o principal efeito a diminuição do número de ovos 

postos (RAND, 2007). Assim como em mamíferos, a enzima responsável pela degradação 

de ACh em C. elegans é a enzima acetilcolinesterase (AChE), sendo que alterações na 

atividade desta enzima podem estar intrinsicamente relacionadas a diversas implicações 

fisiológicas e comportamentais nos vermes. Tais alterações podem influenciar 

significativamente o funcionamento do sistema nervoso do organismo, afetando assim 

comportamentos e processos fisiológicos dependentes da ACh, como a locomoção e 

outras funções neuromusculares (RAND, 2007) (THAPLIYAL; BABU, 2018). 

Além da utilização de organismos modelos alternativos a mamíferos, as 

metodologias in sílico também têm sido amplamente empregadas em estudos 

toxicológicos por complementarem os achados experimentais. Uma dessas abordagens é 

o “docking” molecular, uma ferramenta de análise computacional que desempenha papel 

significativo na predição e orientação tridimensional de um ligante específico ao interagir 

com um receptor ou enzima. A principal abordagem do “docking” molecular envolve a 

previsão da conformação e orientação mais provável de um ligante em relação ao sítio 

ativo de uma macromolécula, geralmente uma proteína. A partir de um banco de dados 

que engloba informações detalhadas sobre estruturas proteicas, conformações ativas, e 

sítios de ligação relevantes, esta técnica prevê a relação atividade-estrutura (REA), 

possibilitando a inferência da atividade biológica de um composto com base na sua 

estrutura química. Isso possibilita uma gama diversificada de escolhas que podem ser 

estrategicamente utilizadas para otimizar e aprimorar a compreensão das interações 

moleculares em estudo (LI; WEI; NIU; MA et al., 2022). Essa técnica é fundamental na 

pesquisa farmacêutica, fornecendo informações cruciais sobre possíveis interações 

moleculares e eficácia de novos compostos candidatos a fármacos (PINZI; RASTELLI, 



24 
 

2019). 

Sabendo da necessidade de moléculas que sejam capazes de eficazmente proteger 

contra as múltiplas patologias presentes no mundo atual, e conhecendo parte dos efeitos 

protetivos do JM-20 em patologias envolvendo hiperestimulação do Ca2+, estresse 

oxidativo, danos celulares e doenças neurodegenerativas, esse estudo visa contribuir para 

o melhor entendimento da molécula JM-20 utilizando um organismo modelo alternativo 

a mamíferos para elucidar diferentes vias e mecanismos de ação dessa promissora 

molécula candidata a fármaco.  

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 Avaliar os efeitos fármaco-toxicológicos do tratamento com JM-20 no 

nematódeo C. elegans, bem como sua ação na sinalização GABAérgica e colinérgica.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Definir concentrações atóxicas para utilizar no tratamento do JM-20 em C. 

elegans através do acompanhamento do desenvolvimento corpóreo desses animais 

durante seu crescimento até a fase adulta; 

- Avaliar os efeitos do tratamento crônico com diferentes concentrações de JM-

20 na sobrevivência e em parâmetros comportamentais dos animais tanto da cepa 

selvagem quanto da cepa mutante CB156 (unc-25); 

- Avaliar os efeitos do tratamento crônico com JM-20 na atividade da enzima 

acetilcolinesterase. 

- Avaliar, por meio de análise computacional, os sítios de interação de JM-20 com 

receptores GABAérgicos em C. elegans. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A identificação de moléculas com potencial de atuação em múltiplos alvos é de suma 

importância para o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas para diversas 

desordens. Com o avanço das pesquisas sobre moléculas promissoras para esse propósito, 

torna-se essencial a análise detalhada do perfil de toxicidade e dos mecanismos de ação 

envolvidos. O composto JM-20 tem despertado considerável interesse devido às suas 

propriedades benéficas documentadas, posicionando-o como um promissor candidato 

para o tratamento de patologias relacionadas ao Sistema Nervoso Central (SNC). Esta 

molécula contém uma porção benzodiazepínica que é prevista para conferir um possível 

efeito neuroproteror, provavelmente por meio da inibição mediada pelo GABA, que 

contrabalança a resposta excitatória do glutamato, e uma porção diidropiridina, 

possivelmente responsável pela inibição da entrada de Ca2+ mediada pelo glutamato nas 

células nervosas. No entanto, como em todo estudo inicial de novos compostos, é crucial 

entender o perfil de toxicidade e elucidar as vias de sinalização envolvidas nos efeitos 

produzidos. Este estudo visa esclarecer se o JM-20 apresenta atividade tóxica após 

exposição crônica e, adicionalmente, elucidar os mecanismos pelos quais o JM-20 induz 

alterações comportamentais em C. elegans. 
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4. ARTIGO PUBLICADO 

 

Os materiais e métodos, resultados e discussão desse trabalho serão apresentados 

em forma de artigo científico, o qual foi publicado na revista “Neurotoxicology” no 

ano de 2022 e encontra-se anexado a seguir e intitulado “JM-20 affects GABA 

neurotransmission in Caenorhabditis elegans”. 
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FIGURE SUPPLEMENTARY SUBTITLES: 

 

Figure S1. UNC-49 and GABAA receptors comparison. Computational analysis 

shows that diazepam binding site in GABA receptors are conserved between nematodes 

and humans, the allosteric site is represented by blue dashed lines circles, and the GABA 

neurotransmitter bind site by red dashed lines circles(A) and alongside (B), a hydrophobic 

surface representation of diazepam (blue color) bound in an allosteric pocket site from 

6HUP model (blue circle). 

 

Figure S2. Effect of JM-20 on the activity of the enzyme Acetylcholinesterase 

(AChE). Data were derived from four independent assays. Results are represented as 

means ± SEM. 

 

Fig. S3. Body bends of N2 and CB156 strain. Data are represented as means ± SEM, * 

p<0.001, compared to the N2 group. Data were evaluated by t test.  

  



37 
 

Figure S1. 
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C
tr

l 1 5
1
0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

A
C

h
E

 a
c

ti
v

it
y

 (
%

 o
f 

c
o

n
tr

o
l)

J M -2 0  (M )



38 
 

Figure S3. 
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5. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, o presente estudo explora os potenciais efeitos de JM-20, uma 

molécula “multi-target” projetada para lidar com a complexidade das doenças 

neurológicas. Usando o nematódeo C. elegans como organismo modelo, este estudo traz 

insights sobre o impacto do JM-20 em vários aspectos da fisiologia e comportamento do 

nematódeo. As descobertas sugerem que o JM-20 não induz mortalidade em C. elegans, 

embora atrase o desenvolvimento larval. O JM-20 reduziu o tamanho da ninhada dos 

vermes, o que é um indicador de toxicidade reprodutiva potencial, no entanto, essa 

redução parece não estar relacionada à toxicidade do composto. O estudo também destaca 

o possível papel do JM-20 na modulação do sistema GABAérgico, com efeitos sobre 

comportamentos como a defecação e a locomoção. A modulação da sinalização 

GABAérgica pelo JM-20 demonstra ser um fator chave dos efeitos observados nos 

comportamentos do nematódeo, como demonstrado pelos efeitos opostos em mutantes 

deficientes em GABA. Além disso, análises in silico sugerem que o JM-20 pode atuar 

como um agonista no receptor GABAA (UNC-49), proporcionando uma compreensão em 

nível molecular de seu mecanismo de ação. Em resumo, os resultados obtidos nesse 

estudo demonstram os efeitos do JM-20 em C. elegans, ressaltando a importância de 

investigações mais aprofundadas para compreender sua ação in vivo. Esse trabalho amplia 

horizontes para estudos envolvendo a ação dessa molécula em diferentes modelos 

experimentais. 
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GRAPHICAL ABSTRACT 
 

Figura 5: ação do JM-20 no nematodeo Caenorhabditis elegans. 

 

 

FONTE: A autora 

 

6. PERSPECTIVAS 

 

Uma vez que a sinalização GABAérgica, bem como o perfil toxicológico de JM-20 

já foram avaliados em C. elegans, a perspectiva é associar o tratamento com o composto 

em modelos de doenças neurodegenerativas, como a DA. JM-20 se mostrou eficaz em 

estudos utilizando modelos de doenças neurodegenerativas, e a utilização de C. elegans 

pode, aliada com estudos em mamíferos, elucidar diferentes mecanismos de ação pelos 

quais o JM-20 desempenha efeito neuroprotetor. 
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