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RESUMEN 
 

 

 Los canales iónicos TASK pertenecen a una familia de canales de K+ con cuatro 

segmentos transmembranales y dos dominios formadores del poro (4TM/2P) por subunidad 

alfa. Estos canales se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes tejidos, en 

cerebelo, principalmente en las neuronas granulares (NGC), están involucrados en la 

muerte celular programada o apoptosis. El canal TASK-3 se encuentra sobreexpresado en 

algunas células cancerígenas en otros tejidos. La corriente TASK es regulada por 

hormonas, neurotransmisores, anestésicos y cationes divalentes, quienes no son 

moduladores selectivos. Recientemente, durante la realización de este proyecto, se 

encontraron algunos compuestos orgánicos que inhiben la corriente TASK selectivamente. 

Con el propósito de encontrar otro tipo de moduladores, cinco derivados dihidropirrolo[2,1-

a]isoquinolina (DPI), cuatro de ellos con actividad anticancerígena putativa, se evaluaron 

sobre las corrientes de los canales hTASK-1, rTASK-3 y el heterodímero (hTASK-

1/rTASK-3). Las pirroloisoquinolinas 1, 2 y 3 mostraron actividad inhibitoria con una 

IC50<320 µM sobre la corriente de los canales hTASK-1 y rTASK-3; y actividad 

intermedia en el canal heterodimérico (hTASK-1/rTASK-3). A una concentración de 500 

µM los compuestos activos (1-3) prácticamente no presentaron efecto significativo sobre la 

corriente de otros canales de K+: Shaker IR, herg1 y hKir2.1; sin embargo, se observó una 

inhibición moderada sobre la corriente de mTREK-1 y hSLO1. Todos los canales se 

expresaron heterólogamente en ovocitos de Xenopus laevis. En NGC de rata los 

compuestos (1-3) a 500 µM, disminuyeron entre 39-66% la corriente basal (IKso), donde se 

ha reportado que los canales TASK contribuyen con más del 50%. Finalmente, en estas 

mismas neuronas, de los tres compuestos activos solo el derivado 1 mostró protección 

significativa (∼26%) contra la muerte celular programada inducida por concentración baja 

de K+ (5 mM). Estos resultados sugieren que estas pirroloisoquinolinas son potenciales 

candidatos para el diseño de inhibidores selectivos de los canales TASK. 
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SUMMARY 

 

 

TASK channels belong to the family of K+ channels with 4 transmembrane 

segments and 2 pore domains (4TM/2P) per subunit. These channels have been related to 

apoptosis in cerebellar granule neurons (CGN), as well as cancer in other tissues. TASK 

current is regulated by hormones, neurotransmitters, anesthetics and divalent cations, none 

is selective. Recently, there has been found some organic compounds that selectively 

inhibit TASK current. In order to find other modulators, we studied here a group of five 

dihydropyrrolo[2,1-a]isoquinolines (DPIs), four of them with putative anticancer activity, 

that were evaluated on hTASK-1 and rTASK-3 channels. The compounds 1, 2 and 3 

showed IC50 <320 µ M on hTASK-1 and rTASK-3, intermediate activity on hTASK-

1/rTASK-3 heterodimer, moderate effect over hSLO1 and mTREK-1 (500 µM), and 

practically no inhibition on Shaker IR, herg1 and hKir2.1 potassium channels, when they 

were expressed heterologously in Xenopus laevis oocytes. In rat CGN, 500 µM of these 

three compounds induced a decrement by 39-66% of the TASK-carried leak current. 

Finally, only compound 1 showed significant protection (~26%) against apoptotic death of 

CGN induced by K+ deprivation. These results suggest that DPI compounds could be 

potential candidates for designing new selective inhibitors of TASK channels.
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1. 1. Canales iónicos de K+ (4TM/2P) 

 

 Los canales iónicos son proteínas integrales de membrana que forman poros 

acuosos y permiten el flujo selectivo de iones a través de ésta [1], [2]. De acuerdo a su 

selectividad iónica existen varias familias de canales, por ejemplo a Cl-, Ca2+, H+, Na+ y K+. 

Los canales selectivos a K+ han sido los más estudiados, presentan gran diversidad en 

cuanto a mecanismo de compuerta, propiedades conductoras y farmacológicas. Éstos se 

clasifican de acuerdo a la topología que presenta la subunidad α formadora del poro, que 

toma en cuenta tanto el número de regiones transmembranales (TM), así como los dominios 

conservados formadores del poro (P) [3] (fig. 1.1). 

 

 
Figura 1.1. Clasificación y relación filogenética de los canales de K+ en vertebrados. Genes 

conocidos de canales de K+ se clasifican con base en su topología transmembranal y secuencia primaria. Se 
presenta sólo un miembro por cada subfamilia. Las ramificaciones representan la relación evolutiva. Figura 
tomada y modificada del Hille, 2001 [3]. 
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 Hace poco más de quince años, se identificaron canales de K+ cuya subunidad 

α presenta cuatro segmentos transmembranales y dos dominios formadores del poro 

(4TM/2P) [4] (fig. 1.2). Se demostró que estos canales se ensamblan como dímeros [5], en 

contraste con los otros canales de K+ cuya cadena polipeptídica contiene un sólo dominio 

formador del poro y forman tetrámeros. 

 

 
Figura 1.2. Organización topológica de un canal de K+ 4TM/2P. Los segmentos 

transmembranales se representan por los cilindros azules (TM1-4) y los dominios formadores del poro se 
representan como P1 y P2. Las extremidades terminales se encuentran indicadas como N y C. La topología no 
se dibujó a escala y se presenta sólo una subunidad del dímero funcional. Figura tomada y modificada de 
Swartz, 2004 [6]. 
 

Hasta la fecha en mamíferos existen quince miembros de esta subfamilia y se le 

conoce como KCNK [7]. El primer miembro caracterizado se nombró TWIK-1 (KCNK1) 

por sus siglas en inglés (Tandem of P domains in a Weak Inwark rectifying K+ channel) 

[8]. Éste y los demás miembros se han clasificado en seis grupos, con base en su secuencia 

primaria, propiedades electrofisiológicas y regulatorias [7] (fig. 1.3). Estos canales de K+ 

muestran una compleja regulación por estímulos físicos y químicos, que incluye tensión 

membranal, temperatura, sensibilidad al oxígeno, cambios en la presión osmótica y pH 

intra o extracelular. Algunos de ellos se modulan intracelularmente por segundos 

mensajeros y/o neurotransmisores, ácidos grasos libres y anestésicos [7]. 
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Figura 1.3. Árbol filogenético de la familia de canales de K+ KCNK. Cada grupo se representa en 

un color diferente. Se presentan tanto los nombres convencionales como los sitemáticos (HUGO). KCNK8, 
KCNK11 y KCNK14 no existen. Figura tomada y modificada de Enyedi y Czirják, 2010 [7]. 
 

Los canales de K+ 4TM/2P están distribuidos en varios tejidos y entre ellos 

generalmente muestran menos del 30% de identidad en su secuencia primaria (por ejemplo, 

22% de identidad entre TASK-1 y TREK-1). Doce miembros se han expresado en sistemas 

heterólogos, donde presentan corrientes rectificadoras débiles selectivas a K+ de activación 

rápida, sensibles al voltaje y que contribuyen a la corriente basal. Estos canales ayudan a 

establecer el potencial de membrana cerca del valor predicho por el equilibrio del K+ [8], 

[9], [10], [11]. 

 

1. 2. Canales TASK 

 

De la familia de canales de K+ de 4TM/2P tres miembros son altamente sensibles al 

cambio de concentración de protones en el medio extracelular (pHe), especialmente cerca 

del intervalo fisiológico: TASK-1 (KCNK3) [9], TASK-3 (KCNK9) [11] y TASK-5 

(KCNK15) [12] (TWIK-related Acid-Sensitive K+ channel). Entre los canales TASK 

presentan más del 55% de identidad, pero menos del 30% con otros de la misma familia 

(4TM/2P). 
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A la fecha, el canal TASK-5 no se ha expresado heterólogamente, a pesar de que su 

ARNm es abundante en varios tejidos [7], [12], [13]. Sin embargo, TASK-1 y TASK-3 

forman heterodímeros funcionales al coinyectarse en ovocitos de Xenopus laevis [14]. Por 

lo cual, en este proyecto se trabajó con los canales hTASK-1, rTASK-3 y heterodimérico 

(hTASK-1/rTASK-3). 

Los TASK son canales basales selectivos a K+, su probabilidad de apertura no 

depende del potencial de membrana (Em), presentan corrientes rectificadoras débiles que 

no se inactivan y contribuyen a fijar el potencial de reposo en la membrana de las células 

que lo expresan de manera nativa o heteróloga [9], [11], [15], [16]. Estos canales se 

expresan en varios órganos: placenta, piel, útero, páncreas, corazón, riñón, hígado, pulmón, 

colon, estómago, bazo, intestino delgado, testículo, próstata, músculo esquelético y sistema 

nervioso central, principalmente en el cerebelo [9], [11], [12], [18], [19], [20], [21], [22], 

[23], [24]. En las neuronas granulares del cerebelo (NGC) contribuyen con más del 50% de 

la corriente saliente de K+ (IKso), controlan el potencial de membrana en reposo y regulan 

su excitabilidad [25], [26], [27], [28], [29]. En estas neuronas los canales TASK participan 

en la muerte celular programada dependiente de K+ [28]. 

Particularmente, TASK-3 está sobreexpresado en tejidos cancerosos de mama, 

pulmón [30], colon [31], piel [32], [33], tracto gastrointestinal [34] y ovario [35]; 

desempeñando un papel importante como un poderoso oncogén [30], [36]. Además, estas 

proteínas están involucradas en hipertensión [37], arritmias cardiacas [38], inflamación 

[39], isquemia [40] y epilepsia [41], entre otras. 

Los canales TASK son insensibles a los típicos bloqueadores de canales de K+ como 

Cs+, tetraetilamonio (TEA+) y 4-aminopiridina (4-AP) [9], [11], [21], [37]. Sin embargo, 

estas proteínas son activadas por los anestésicos halotano e isoflurano [42], [43], [44]. Se 

inhiben indirectamente por receptores de proteínas G del subtipo αq/11 [11], [45] a través 

de varias moléculas como neurotransmisores [15], [46], [47], [48], alcaloides [29] y 

hormonas [37], [44], [46]. Además son inhibidos directamente por cationes divalentes [11], 

[49], [50], [51], anestésicos (lidocaína, bupivacaína, mepivacaína, tetracaína, alfaxalona, 

etomidato, cloroformo, etc.) [11], [21], [42], [52], [53]; cannabinoides [54], [55], [56] y 

otro tipo de compuestos [20], [51], [57], [58]. 
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El rojo de rutenio (RR) [59] y el Zn2+ [25] son bloqueadores del canal TASK-3 que 

prácticamente no presentan efecto sobre TASK-1 o el heterodímero TASK-1/TASK-3, por 

lo que se utilizan comúnmente para discernir la corriente entre estas proteínas. Ningún 

compuesto mencionado hasta el momento es selectivo para los canales TASK, ya que 

también modulan otros canales iónicos. Sin embargo, recientemente se reportaron 

inhibidores selectivos para el canal TASK-1: A293 [60], A1899 [61] y ML365 [62]; y para 

TASK-3: ML308 [63] y una serie de derivados de pirido[4,3-d]pirimidina [64]. 

 

1. 3. Dihidropirrolo[1,2-a]isoquinolinas 

 

Gran parte del conocimiento sobre la función, estructura, purificación y localización 

de los canales iónicos se ha elucidado a partir de la interacción con compuestos selectivos. 

Entre las fuentes diversas se pueden citar: veneno de animales ponzoñosos (toxinas), 

compuestos sintéticos (orgánicos e inorgánicos) o productos naturales extraídos de plantas 

(alcaloides). Estos últimos, que presentan un esqueleto de pirroloisoquinolina, son 

abundantes en la naturaleza y exhiben actividad biológica interesante como relajantes 

musculares, antiarrítmicos, antihipertensivos [65], antivirales [66], antisicóticos [67], [68], 

[69], antidepresivos [70], [71], anticancerígenos [72], etc. 

Las dihidropirroloisoquinolinas (DPI) Crispina A y Crispina B se aislaron de la 

planta Carduus crispus, utilizada en la medicina tradicional china para el tratamiento de 

gripe, reumatismo y dolor de estómago [73]. El cardo de burro (Carduus crispus) es una 

especie de cardo de la familia Asteraceae, que se distribuye en gran parte de Europa y 

Norteamérica, y es el alimento favorito de las orugas de la mariposa “dama pintada” 

(Vanessa cardui) [74] (fig. 1.4). 
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Figura 1.4. Sistema dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina. Imagen de la planta Carduus crispus (a). 

Estructura química del sistema dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina (b). Estructura química del alcaloide 
Crispina A (c). Estructura química del alcaloide Crispina B (d). 
 

El alcaloide crispina B tiene gran relevancia ya que presenta actividad citotóxica 

contra las líneas celulares cancerígenas de epitelio (HeLa, KB) y de ovario (SKOV3) [73]. 

Esto motivó a varios grupos de investigación a sintetizar compuestos orgánicos nuevos que, 

inspirados en sus precursores naturales, aumenten su respuesta farmacológica y selectividad 

con la finalidad de reducir efectos secundarios, como nauseas, fatiga, fiebre, insomnio, 

daño hepático y renal, entre otros [75], [76], [77], [78]. Así, la síntesis de derivados 

pirrolosioquinolina, ha desempeñado un papel importante en el desarrollo de nuevos 

fármacos como posibles agentes anticancerígenos [79], [80], [81], [82], [83]. Hasta la fecha, 

la actividad de este tipo de compuestos no se ha evaluado sobre la corriente de canales 

iónicos. 

 

1.4 Apoptosis 

 

 La apoptosis es un tipo de muerte celular programada de gran importancia en varios 

procesos biológicos que incluyen el desarrollo embrionario, el envejecimiento, la 

metamorfosis y, en general, el mantenimiento homeostático de poblaciones celulares en los 
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tejidos de organismos [84]. También involucra la perdida de células patológicas después de 

un estímulo químico, físico, ambiental o genético [85], [86]. La apoptosis se definió 

originalmente por sus características morfológicas y bioquímicas que incluyen 

encogimiento celular, condensación de la cromatina, vacuolización del citoplasma, pérdida 

en la estructura de la membrana plasmática, fragmentación nuclear, formación de cuerpos 

apoptóticos y fagocitosis, entre otros [87], [88], [89], [90], [91] (fig. 1.5). 

 

 
Figura 1.5. Cambios morfológicos y bioquímicos durante la apoptosis.  Existen una gran 

variedad de estímulos y condiciones tanto fisiológicas como patológicas que producen apoptosis. La apoptosis 
se inicia por señales procedentes de dos mecanísmos fundamentales: el mecanismo intrínseco o vía 
mitocondrial y  el mecanismo extrínseco o vía asociada a un receptor de muerte. Estas vías se inducen por 
distintos estímulos y participan distintos grupos de proteínas, aunque existe cierta comunicación entre ellas y 
convergen en la activación de caspasas.  Durante el proceso apoptótico ocurren cambios morfológicos y 
moleculares como: encogimiento celular, activación de caspasas, condensación de la cromatina, 
fragmentación del ADN por acción de endonucleasas, pérdida en la estructura de la membrana citoplasmática, 
vacuolización del citoplásma,  formación de cuerpos apotóticos y fagocitosis. Figura tomada y modificada 
de Kumar, 2008 [92]. 
 

1.4.1. Muerte apoptótica dependiente de K+ 

 

La regulación de la apoptosis, tanto a nivel molecular como subcelular, se ha 

estudiado extensamente e involucra de manera general la liberación del citocromo c de la 

mitocondria, formación del apoptosoma, participación de varias caspasas y modulación de 

genes de la familia bcl-2 [93], [94], [95], [96], [97]. Sin embargo, recientemente se ha 
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estudiado también la regulación iónica en la apoptosis por varios grupos de investigación 

que han establecido un nuevo concepto, donde ésta también se controla por la homeostasis 

iónica celular, particularmente la del ión K+ [98], [99], [100], [101], [102], [103], [104], 

[105], [106], [107]. 

En resumen, la muerte celular programada regulada por la homeostasis del K+ inicia 

con algún estímulo apoptótico que activa varios canales iónicos de K+ y/o receptores 

ionotrópicos de glutamato, posiblemente mediante una señal en el sistema de transducción, 

como cambios en los estados de fosforilación. Así, un aumento en la conductancia de K+ 

hiperpolariza el potencial de membrana y posteriormente reduce el volumen celular. Este 

último, es un evento temprano en la apotósis que se conoce como Decremento Apoptótico 

del Volumen (AVD), debido a la salida no sólo de K+, sino también de Cl- y agua de la 

célula. Posteriormente, en la mitocondrial ocurre la situación inversa, entrada de K+ y agua 

a través de la membrana mitocondrial, que provoca depolarización e hinchamiento. Estos 

procesos apoptóticos son regulados por las proteínas Bcl-2 y Bid. El daño mitocondrial 

genera especies reactivas de oxígeno (ROS) y deficiencia en la producción energética, que 

consecuentemente bloquea a la ATPasa-Na+/K+, esto ocasiona un deterioro celular por la 

salida excesiva de K+, disminución en el volumen celular y depolarización de la membrana 

plasmática. Así, bajo una condición energética desfavorable (nivel mínimo en la relación 

ADP/ATP), la mitocondria libera citocromo c y Apaf-1 que forman el apoptosoma y 

posterior liberación de la procaspasa-9. También, con una disminución considerable en la 

concentración intracelular de K+ (50 mM) se activan endonucleasas y caspasas (caspasa-3). 

Finalmente, el daño al ADN y el colapso nuclear lleva a la muerte apoptótica [84], [87], 

[90], [91], [93], [98], [99], [103], [107], [108], [109], [110], [111] (fig. 1.6). 

 Varios son los canales de K+ que se encuentran involucrados en la muerte celular 

programada en diferentes tipos de células. Activados por voltaje: Kv1.1, 1.5, 2.1 en arteria 

pulmonar y músculo liso [112], HERG en células tumorales [113]; activados por calcio: 

SLO1 (maxi-K) en músculo liso y en células vasculares de rata y humano [100], el canal 

IKCa1 en linfocitos T [114]; rectificadores entrantes: Kir1.1 (ROMK1) en neuronas del 

hipocampo [115], sensibles a ATP (KATP) en miocitos cardiaco y células COS-1 [116]; y 

los canales de 4TM/2P: la familia TASK en cultivos de neuronas granulares del cerebelo 

(NGC) de rata [28]. 



 

 20 

 
Figura 1.6. Eventos cronológicos asociados con la regulación del K+ en la apoptosis. Una salida 

excesiva de K+ y consecuente reducción en la concentración de K+ intracelular ([K+]i) son eventos tempranos 
en la apoptosis de agunos tipos de células. Inicialmente, la alteración en la homeostasis de K+ es mediada por 
la sobreactivación de canales de K+ y/o receptores ionotrópicos de glutamato, y posteriormente acompañada 
por la disfunción de la ATPasa-Na+/K+. Fisiológica [K+]i actua como un represor de efectores apoptóticos. Sin 
embargo, la perdida excesiva de K+ celular sirve como señal de ejecución del programa suicida por la 
activación de eventos claves en la cascada apoptótica (activación de caspasas, liberación de citocromo c y 
activación de endonucleasas, etc.). Esquema tomado y modificado de Yu, 2003 [107]. 
 

1.4.2. Apoptosis dependiente de K+ en NGC de rata 

 

La muerte celular programada es de particular importancia en el desarrollo del 

cerebelo [117], [118], [119]. Durante las primeras semanas de nacimiento varios cientos de 

millones de neuronas granulares se originan en la capa granular externa y migran a través 

de la molecular y Purkinje para llegar finalmente a la granular interna, donde  establecen 

conexiones sinápticas con las células Purkinje. En ambos eventos se observa apoptosis 

masiva [118], [119]. Una variedad de neuronas (incluyendo a las NGC de rata de 8 días de 

nacimiento) mueren por apoptosis cuando se cultivan en un medio con concentración 

fisiológica de K+, después del 5° día en cultivo in vitro (DIV) [117], [120], [121], [122], 

[123], [124]. Sin embargo, estas neuronas son viables en un medio de cultivo rico en K+ (25 

mM) así como en presencia de bloqueadores de canales de K+, que depolarizan la 
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membrana celular y promueven la supervivencia neuronal in vitro [105], [117], [120], 

[121], [123], [124], [125], [126], [127]. 

En la primera fotografía de la figura 1.7a se presentan NGC cultivadas durante 6 

días en un medio K25 (25 mM K+). Las neuronas se encuentran vivas con sus 

características morfológicas intactas (cuerpos celulares redondos y una compleja red de 

neuritas). Las siguientes tres fotografías corresponden a cultivos a los que se les incuba en 

medio K5 (5 mM K+) por 8, 24 y 72 h, donde se pierde la morfología con el transcurso del 

tiempo. Después de 8 h se forman vacuolas, algunos cuerpos celulares se reducen y las 

neuritas se fragmentan. A las 24 h muere aproximadamente el 50% de las neuronas (fig. 

1.7b), se observan muchos cuerpos neuronales indefinidos que pierden su apariencia de 

fase brillante, disminuye el volumen celular, existe condensación nuclear, las neuritas están 

fragmentadas y su densidad disminuye, la presencia de vacuolas y fragmentación celular es 

más notable. A las 48 h la fragmentación de células es extensiva y comienzan a separarse 

del sustrato. Finalmente, a las 72 h pocas células sobreviven y las neuritas no son visibles 

[122]. Este modelo de muerte apoptótica, por bajo K+, se utiliza comúnmente a nivel 

mundial para el estudio de este mecanismo. 

 

 
Figura 1.7. Muerte celular programada dependiente de K+ en NGC de rata. A) Micrografías de 

contraste de fase muestran neuronas granulares del cerebelo mantenidas por 6 días en medio con 25 mM K+ 
(a). Después de ese tiempo el medio es cambiado a 5 mM K+ por 8 h (b), 24 h (c) y 72 h (d). Barra = 25 µm. 
B) Curso temporal de la muerte celular por bajo K+ (5 mM). El número de neuronas viables se determinó con 
la tinción de diacetato de fluoresceína. Las células control fueron cambiadas a un medio con 25 mM K+ por 
24 h. Los datos se expresan como promedio ± desviación estándar de cinco campos tomados de tres cultivos 
diferentes. Figuras tomadas y modificadas de D`Mello et al., 1993 [122].
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2. ANTECEDENTES 
 

En 1995, se identificó la existencia de una nueva familia de canales de K+ con dos 

dominios de poro (2P) en la levadura Saccharomyces cerevisiae [4]. Al año siguiente, Wei 

y colaboradores [128], durante el estudio del genoma de Caenorhabditis elegans, 

encontraron la presencia de 23 genes pertenecientes a la familia de canales de K+ de 

4TM/2P en la misma cadena polipeptídica. Ese mismo año en mamíferos se clonó uno de 

estos canales al que se le llamó TWIK-1 (Tandem 2P domain, Weak Inward rectifier K+ 

Channel), ampliamente distribuido en diferentes tejidos y abundante en corazón y cerebro 

[8]. Se demostró que estas proteínas se ensamblan como dímeros [5], en contraste con los 

otros canales de K+ cuya cadena polipeptídica contiene un solo dominio formador del poro 

y forman tetrámeros. Duprat y colaboradores clonaron un canal similar a TWIK-1 pero 

dependiente del pHe al que se le llamó TASK-1 (TWIK related Acid Sensitive K+ Channel) 

[9]. Posteriormente de cerebelo de rata se clonó a TASK-3 [11], que presentó 54% de 

identidad con TASK-1. Los TASK son canales basales selectivos a iones K+, rectificadores 

salientes, que prácticamente no se inactivan y contribuyen a fijar el potencial de reposo en 

la membrana de todas las células que los expresan [9], [11], [15], [16], [17], [23]. 

Las neuronas granulares del cerebelo (NGC) de rata presentan una corriente basal, 

estable y saliente llamada IKso, que igual a la de los canales TASK no se inactiva, es 

sensible al pHe ácido y no se afecta por los típicos bloqueadores de canales de K+ como 4-

AP y TEA+ [28], [29], [129]. La amplitud de esta corriente aumenta gradualmente en 

función de los días en cultivo in vitro (DIV), que se relaciona con un incremento en el nivel 

de transcritos y actividad de los canales TASK [26], [28]. Estas proteínas presentan un bajo 

nivel de actividad los primeros días en cultivo, pero comienza a aumentar a partir del 5° 

DIV, sobretodo para el canal TASK-3 [26]. Así, de 7 a 8 DIV contribuyen con más del 50% 

en la corriente basal IKso de las NGC [24], [25], [26], [28], [29] (fig. 2.1). 
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Figura 2.1. Contribución en la corriente IKso y expresión de los canales TASK en las NGC. (a) 

La corriente IKso se registró con la técnica de patch clamp en la configuración de célula completa. El pico de 
corriente se determinó a 0 mV. (b) Aproximadamente 40 parches por día se analizaron para los cuatro tipos de 
canales de K+ de 4TM/2P que presentan mayor actividad. La actividad promedio del canal (por parche) se 
determinó por la técnica de patch clamp en la configuración de célula unida. (a) y (b) Células de 1 a 10 días 
de cultivo in vitro se activaron con un protocolo de rampa de -100 a 0 mV, a partir de un potencial de 
mantenimiento de -50 mV Los datos se expresan como el promedio ± desviación estándar (n=35-42). Figura 
tomada y modificada de Han et al., 2002 [26]. (c) Análisis de la expresión de los canales TASK por PCR en 
tiempo real. In vitro: NGC se aislaron del cerebelo de ratas de 7 días de nacimiento y se cultivaron con 25 
mM de K+. Los ARN mensajeros (ARNm) se extrajeron de 1, 3, 5 y 8 DIV. In vivo: los ARNm se extrajeron 
del cerebelo de ratas a diferentes días postnatal del desarrollo. El nivel de expresión de las subunidades TASK 
se normalizó al nivel de ciclofilina D, que permanece constante durante el desarrollo, tanto in vivo como in 
vitro. Las líneas punteadas indican el nivel estándar de ciclofilina D. Figura tomada y modificada de 
Lauritzen et al., 2003 [28]. 
 

Lauritzen y colaboradores [28] reportaron en estas neuronas la participación de los 

canales TASK en la muerte apoptótica dependiente de K+. Con el modelo de muerte celular 

por bajo K+ observaron protección contra la apoptosis al tratar cultivos de NGC a valores 

de pH ácidos o adición de rojo de rutenio (RR). Además, demostraron que la 

sobreexpresión de los TASK en neuronas del hipocampo, que no presentan una corriente 

basal IKso, induce apoptosis; lo que sugiere que el flujo de K+ al exterior se da a través de 

estas proteínas. Interesantemente, TASK-3 se encuentra sobreexpresado de manera 
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importante en células cancerígenas de cáncer de mama, pulmón [30], colon [31], piel [32], 

[33], tracto gastrointestinal [34] y ovario [35], comportándose como un poderoso oncogen 

[30], [36]. Al suprimir la actividad de TASK-3 mediante su coexpresión con una mutante 

puntual G95E (región del poro), se anulan sus funciones oncogénicas, como el crecimiento 

y promoción tumoral [36]. 

TASK-1 y TASK-3 se regulan por hormonas, neurotransmisores, anestésicos e 

iones divalentes, sin embargo, estos compuestos no son selectivos para los TASK, ya que 

también modulan otros canales iónicos. Hasta la fecha, se han reportado tres compuestos 

selectivos para el canal TASK-1: A293 [60], A1899 [61] y ML365 [62]; y para TASK-3: 

ML308 [63], así como una serie de inhibidores selectivos basados en la estructura química 

de una pirido[4,3-d]pirimidina [64]. 

Bajo esta perspectiva en el Instituto de Química de la UNAM el grupo de 

investigación del Dr. Roberto Martínez reportó la síntesis de derivados de 

dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas y su actividad citotóxica contra algunas líneas celulares 

de cáncer: leucemia (K-562), sistema nervioso central (U-251), próstata (PC-3), colon 

(HCT-15), mama (MCF-7) y pulmón (SKLU-1) [82]; donde se encuentra expresado el 

canal TASK-3 [130]. Así, algunas de estas pirroloisoquinolinas se nos proporcionaron para 

evaluar su efecto sobre la corriente de hTASK-1 y rTASK-3, con el objeto de encontrar 

otro tipo de compuestos orgánicos que modifiquen selectivamente su actividad. El 

desarrollo de fármacos que selectivamente afecten la actividad de estos canales serán de 

gran valor para entender su función y podrían ser potencialmente útiles como agentes 

terapéuticos para detener la progresión del cáncer y la muerte celular en ciertos tejidos.
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2.1. HIPÓTESIS 
 

 

 Si los derivados orgánicos dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas presentan actividad 

citotóxica contra varias líneas celulares de cáncer, donde se expresa el canal TASK-3, 

entonces, algunos de estos derivados serán moduladores selectivos para los canales TASK. 

 

 Se espera que los moduladores con actividad inhibitoria presenten también una 

disminución sobre la corriente IKso de la neuronas granulares del cerebelo, así como 

protección contra la muerte celular programada dependiente de K+ en estas mismas células.
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2.2. OBJETIVOS 
 

 

2.2.1. Objetivo general 

 

Encontrar moduladores selectivos para los canales de K+ TASK-1 y TASK-3 

(4TM/2P). 

 

 

2.2.2. Objetivos particulares 

 

• Evaluar el efecto de las dihidropirroloisoquinolinas sobre la corriente de canales 

TASK-1 y TASK-3 expresados en ovocitos de Xenopus laevis. 

• Determinar la selectividad de los compuestos activos hacia los canales TASK. 

• Evaluar la actividad de los inhibidores sobre la corriente IKso de neuronas 

granulares del cerebelo (NGC). 

• Evaluar el efecto de los inhibidores en NGC bajo condiciones apoptóticas.



 

 27 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

3.1. Dihidropirrolo[2,1-a]isoquinilinas 

 

Se evaluaron cinco compuestos orgánicos derivados del sistema dihidropirrolo[2,1-

a]isoquinolina: 1, 8,9-dimetoxi-3-metil-2-fenil-5,6-dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina-1-

carbonitrilo; 2, 8,9-dimetoxi-3-metil-2-(tiofeno-2-il)-5,6-dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina-

1-carboxilato; 3, 8,9-dimetoxi-3-metil-2-(3-aminofenil)-5,6-dihidropirrolo[2,1-

a]isoquinolina-1-carboxilato; 4, 8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2,1-

a]isoquinolina-1-carboxilato y 5, 8,9-dimetoxi-3-metil-2-fenil-5,6-dihidropirrolo[2,1-

a]isoquinolina-1-carboxilato (Ver estructuras tabla 4.1). La identidad y pureza de los 

compuestos orgánicos se determinó por técnicas de cromatografía en capa fina, 

cristalografía de rayos-X, espectroscopía de infrarrojo, espectroscopía de masas y 

resonancia magnética nuclear [82]. Se prepararon soluciones de los compuestos a una 

concentración de 28 mM en etanol. Las diferentes cantidades de etanol (0.3-1.8% v/v), 

tanto en los ensayos electrofisiológicos como en la apoptosis, se tomaron cuidadosamente 

en consideración como control. El efecto del etanol sobre la corriente de los registros 

electrofisiológicos se compenso sustrayendo o adicionando el porcentaje de activación o de 

inhibición, respectivamente (Apéndice I). 

 

3.2. Preparación de ovocitos y expresión heteróloga 

 

Los  ARN  mensajeros (ARNm) de los canales de K+ hTASK-1, rTASK-3, 

mTREK-1, hSLO1, Shaker IR (Shaker E sin la inactivación tipo A), herg1 y hKir2.1 se 

sintetizaron in vitro, a partir de los plásmidos linearizados, con la enzima T7 ARN 

polimerasa del kit mMessage mMachine (Ambion, Cat. No. 1344). Los ovocitos se 

obtuvieron mediante ovariectomía de ranas africanas de la especie Xenopus laevis [131]. 

Éstas se anestesiaron sumergiéndolas en agua con hielo por 20 min, se les colocó en una 

cama de hielo y se les cubrió con el mismo a excepción del abdomen. Posteriormente, se 

realizó una incisión (~1.5 cm) en la parte baja del abdomen y uno o dos lóbulos ováricos se 

extrajeron quirúrgicamente. Las ranas se suturaron y se aislaron para su recuperación. Los 
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ovarios se disgregaron mecánicamente con pinzas de disección (Fine Science Tools, 

Dumont No. 55) hasta formar pequeños cúmulos de 3 a 5 ovocitos y se incubaron por 30 

min en el medio OR2, libre de Ca2+ ([mM]: 82.5 NaCl, 2 KCl, 1 MgCl2, 5 HEPES: pH 7.4 

NaOH) en presencia de colagenasa Tipo IA (1 mg/mL) de Clostridium histolyticum (Sigma, 

Cat. No. 5138). Finalmente, los ovocitos se lavaron varias veces con medio ND-96 ([mM]: 

96 NaCl, 2 KCl, 1 MgCl2, 1.8 CaCl2, 5 HEPES: pH 7.4 NaOH) y se mantuvieron en una 

incubadora (Revolutionary Science, RSIF-201) en el medio suplementado con 50 µg/mL de 

gentamicina (Genkova), a 18 °C. Este último se cambió diariamente. Un día después de la 

desfoliculación, varios ovocitos de las etapas V-VI se seleccionaron para la inyección de 

~50 nL de los diferentes ARNm (2-20 ng). Para la coexpresión de hTASK-1/rTASK-3, se 

preparó una solución de ARNm en una relación de 5:1. La presencia del heterodímero se 

verificó farmacológicamente por el porcentaje de inhibición con rojo de rutenio (RR), 

etanol y sensibilidad al pHe [14] (Apéndice II). Se utilizaron capilares de vidrio (VWR 

International, Cat. No. 53508-400) previamente estirados (Sutter Instrument Co., Mod. P-

2000) y llenados con una solución de aceite mineral (Sigma, CAS 8042-47-5), que se 

utilizó para sellar el capilar del aire y visualizar la pequeña cantidad de ARNm (1.5 µL); los 

capilares se manejaron empleando un microinyector manual (Drummond, digital 

microdispenser). Los ovocitos inyectados se incubaron a 18 °C de 24-48 h en medio ND-96 

con gentamicina. 

Las clonas utilizadas en este proyecto fueron generosamente donadas por el Dr. 

Michel Lazdunski (hTASK-1), la Dra. Janet Murbartián (mTREK-1) y la Dra. Ligia Toro 

(Shaker IR, herg1, hSLO1 y hKir2.1). La clona de rTASK-3 se clonó durante mis estudios 

de maestría [132]. El canal mTREK-1 se subclonó a partir de la clona mTREK-pRK5 [133] 

en el vector de expresión pGEM-T (Promega, Cat. No. A3600), de acuerdo al protocolo 

establecido por el fabricante. La construcción se secuenció para confirmar el marco abierto 

de lectura (ORF) correcto, verificar la identidad de la secuencia y la orientación (promotor 

T7, río arriba al amino terminal) (Apéndice III). 

Todos los animales utilizados en el presente estudio se manejaron de acuerdo con 

los estándares aceptados en el cuidado y procedimientos aprobados por el Comité local de 

Investigación y Ética de la Facultad de Química de la UNAM. Se hizo lo posible por 

reducir el número y sufrimiento de los animales. 
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3.3. Registros en ovocitos por TEVC 

 

Todos los ensayos electrofisiológicos en ovocitos se realizaron con la técnica de 

fijación de voltaje con dos electrodos (TEVC) [134]. El equipo empleado fue un 

amplificador CA-1B High Performance Oocyte Clamp (Dagan Corporation), una interfase 

DigiData 1440 y un software de adquisición pclamp 10 (Axon Instruments). Para el registro 

de las corrientes se emplearon capilares de borosilicato (WPI, Cat. No. TW150-4), con los 

extremos pulidos con calor y estirados con el estirador automático. Los capilares se 

llenaron con una solución conductora de KCl (3 M) y se les insertó un alambre de 

Agº/AgCl. Únicamente se emplearon aquellos capilares cuya resistencia fuera de 0.3 a 0.5 

MΩ para el electrodo de la corriente y 0.8 a 1.2 MΩ para el electrodo del voltaje. Las 

mediciones de las corrientes se filtraron a 1 kHz, se almacenaron en una computadora a una 

frecuencia de muestreo de 3 kHz y se analizaron con los programas Clampfit versión 10.1, 

Microsoft Excel versión XP y Origin 6.0. Las células se observaron a través de un 

microscopio estereoscópico (Nikon, SMZ2T) con una magnificación de 40X y los capilares 

se manejaron con micromanipuladores (WPI, M3301). Para el registro de las corrientes se 

empleó un protocolo de pulsos cada 3 s con un potencial de mantenimiento de: -80 mV, 

para los canales TASK y mTREK-1; -60 mV, para hSLO1, Shaker IR y herg1; y 0 mV, 

para hKir2.1. Los intervalos de potencial fueron: -120 a +80 mV, para hKir2.1 (240 ms); -

100 a +80 mV, para TASK y mTREK-1 (440 ms); -60 a +60 mV, para hSLO1, Shaker IR, 

herg1, (240 ms); con incrementos o decrementos de potencial de membrana de 20 mV. Se 

impuso un prepulso a -100 mV para el canal herg1. Los ovocitos se registraron en una 

cámara (280 µL) con ND-96 o ND-96modificado (5 mM K+ para herg1 y 90 mM K+ para 

hKir2.1, se remplazó Na+ por K+). Todos los registros se realizaron a temperatura ambiente 

(18-20 °C). Las corrientes de los canales de K+ expresados en los ovocitos se registraron 

antes, en presencia de los compuestos y después de lavar (≅10 mL de medio para retirar 

todo rastro del reactivo). En cada condición experimental se midieron controles con 

ovocitos inyectados con agua y ovocitos sin inyectar. 
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3.4. Cultivos de neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC) 

 

Los cultivos de las neuronas granulares del cerebelo (NGC) se prepararon como se 

describe en la literatura [135]. Se disecaron cerebelos de ratas Wistar de 7-8 días de 

nacimiento y las células se disociaron con tripsina y ADNasa (Sigma-Aldrich), se 

sembraron en cajas de plástico a una densidad de 2x104 células/cm2 o cajas con 

cubreobjetos a una densidad de 8x104 células/cm2, previamente cubiertas con poly-L-lisina 

(5 µg/mL) (Sigma, peso molecular 300,000). Posteriormente, se mantuvieron por 7-8 DIV. 

El medio de cultivo fue base de Eagle complementado con 10% (v/v) de suero fetal de 

bovino (GIBCO) inactivado con calor, 2 mM de glutamina, 25 mM de KCl, 50 U/mL de 

penicilina y 50 µg/mL de estreptomicina (GIBCO). Este medio se refiere como K25 y 

corresponde a una condición control. Los cultivos se incubaron a 37 °C en una atmósfera 

saturada con vapor de agua, con 5% de CO2. Para evitar la presencia de células no 

neuronales se adicionó citosina arabinósida (10 µM, Sigma-Aldrich) 24 h después de 

sembrar las NGC. 

 

3.5. Registros de la corriente IKso en las NGC 

 

La corriente basal (IKso) de las NGC se registró mediante la técnica de patch clamp 

en la configuración de célula completa [136]. El equipo empleado fue un amplificador 

Axopatch 200B, equipado con un cabezal CV201A, una interfase Digidata 1322 A/D 

(Axon Instruments) y un software de adquisición pCLAMP 9.2 (Molecular Devices Inc.). 

Los datos se digitalizaron a 10 KHz y se filtraron a 5 KHz. Para el registro de las corrientes 

se emplearon capilares de borosilicato (WPI, No. TW150-3) con una resistencia de 4-6 

MΩ. Los capilares se llenaron con una solución interna (mM): 139 KCl, 5 MgCl2, 0.1 

EGTA, 3 ATP, 0.3 GTP, 5 HEPES, pH 7.2 KOH y una solución externa (mM): 130 NaCl, 2 

KCl, 2 MgCl2, 0.5 CaCl2, 5 glucosa, 10 TEACl, 3 4-AP, 10 HEPES, pH 7.4 NaOH. Las 

células se registraron con un potencial de mantenimiento de -80 mV y se les aplicó un 

protocolo de pulsos de -100 a +80 mV, con incrementos de 20 mV, cada 10 s, por 200 ms. 

Las neuronas se perfundieron por gravedad a ~1.5 mL/min. Los experimentos se realizaron 
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a 20 ºC. El control positivo RR (10 µM) y los compuestos orgánicos más activos (500 µM) 

se aplicaron directamente a la cámara de registro. 

Este estudio se realizó en el laboratorio de Neuropatología Molecular del Dr. Juan 

Carlos Gómora Martínez en el Instituto de Fisiología de la UNAM, con la ayuda y asesoría 

del QFB. Osbaldo López. 

 

3.6. Ensayos de viabilidad en NGC 

 

Se realizaron ensayos de viabilidad de cultivos de NGC en presencia de los 

compuestos activos. La muerte celular programada se indujo a las neuronas mediante la 

adición de estaurosporina (Sts, 1 µM) o transfiriéndolas a un medio que contiene 5 mM de 

KCl (K5) [117], [122], [137]. Posteriormente, en cada condición experimental (K25, K5, 

Sts) se adicionaron los compuestos orgánicos activos (10, 50, 100, 250 y 500 µM) así como 

RR (5 y 10 µM). La viabilidad celular se cuantificó por la doble tinción de calceína (0.5 

µM, Molecular Probes C-1430) y de yoduro de propidio (IP, 2 µM, Sigma, P-4170) durante 

10 min a 37 ºC, 24 h después del tratamiento con o sin inducción de apoptosis. Las 

neuronas viables se marcaron de color verde con la calceína y las muertas de color rojo con 

IP. Se fotografiaron los cultivos celulares con un microscopio de epifluorescencia invertido 

(Nikon Diaphot TMD; Nikon Corp.), se utilizaron filtros para la detección de fluoresceína y 

rodamina con un objetivo de fluorescencia 20X (Nikon), a una longitud de onda de 

excitación y de emisión de 485 y 520 nm, respectivamente. Además, se utilizó microscopía 

de contraste de fase para determinar el número total de células. Para la cuantificación de las 

células viables se escogieron tres campos aleatoriamente por experimento y se utilizó el 

programa ImagenJ para contar el número de células presentes en campo claro, calceína y 

IP. Se graficó el porcentaje de células positivas a calceína o IP con respecto al total para 

cada condición experimental. 

Tanto los cultivos como los ensayos de viabilidad de las NGC se realizaron en el 

laboratorio de Neurodesarrollo y Fisiología del Dr. Julio Morán Andrade en el Instituto de 

Fisiología de la UNAM, con la ayuda y asesoría de la M. en C. Guadalupe Domínguez y la 

Dra. Berenice Hernández. 
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3.7. Análisis estadístico 

 

Los datos se expresan como el promedio ± error estándar. La significancia 

estadística de los resultados se estableció a p < 0.05 y se determinó por un análisis de 

varianza (ANOVA). En las gráficas donde las barras de error no se observan, se debe a que 

son más pequeñas que el tamaño de los símbolos. Las curvas dosis-respuesta se ajustaron a 

una ecuación de Hill con la forma: y = 1/[1 + (c/k1/2)n] (Origin 6.0; OriginLab Corp.), c es 

la concentración, k1/2 es la concentración donde ocurre la mitad de la máxima inhibición y n 

es el coeficiente de Hill. 



 

 33 

4. RESULTADOS 
 

4.1 Efecto de las dihidropirroloisoquinolinas sobre la corriente de TASK-1 y TASK-3 

 

Una serie de experimentos control con el vehículo (etanol) se realizaron antes de la 

evaluación de las dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas (DPIs) 1-5 en todos los ensayos 

electrofisiológicos, así como en los de viabilidad celular en las NGC (Apéndice I). Las 

corrientes endógenas de ovocitos control fueron pequeñas (<0.7 µA) (fig. 4.1a), 

comparadas con las de los ovocitos inyectados con ARNm de los canales de K+ estudiados 

(>4 µA) (fig. 4.1b, 4.1c y Apéndice IV), por lo que no se realizó compensación alguna. 

En la figura 4.1 se presentan corrientes de los canales hTASK-1 y rTASK-3, 

expresados en ovocitos de Xenopus laevis, en presencia de una concentración extracelular 

de 2 mM de K+ ([K+]e). Estas corrientes estables presentaron una activación rápida tal y 

como se encuentra descrito en la literatura [9], [23]. 

 

 
Figura 4.1. Expresión del ARNm de los canales TASK. Registro representativos de las corrientes 

generadas por ovocitos control inyectados con H2O (a), ovocitos inyectados con el ARNm de los canales 
hTASK-1 (b) y rTASK-3 (c). Los ovocitos se estimularon con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura. 
Las flechas indican los registros de las corrientes a 0 mV. 
 

 Cinco derivados del sistema DIP (100 µM), cuatro de ellos con actividad 

anticancerígena (compuestos 2 al 5, tabla 4.1) [82], se evaluaron sobre las corrientes de los 

canales rTASK-1 y hTASK-3. Se observó disminución en la corriente, para los compuestos 

1-3 de manera significativa (fig. 4.2b, 4.2c, 4.2e y 4.2f), la forma de los registros no 

cambió, lo que sugiere que éstos podrían actuar como bloqueadores de poro, aunque futuros 
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experimentos son necesarios para corroborarlo. En la tabla 4.1 se resume el efecto de las 

cinco DPIs evaluadas, en negritas se presentan los mayores porcentajes de inhibición. 

 

 
   hTASK-1 rTASK-3 

Compuesto R1 R2 Inhibición (%) 

1 CN C6H5 27.8±2.4 (5) 45.5±1.0 (7) 
2 CO2Et C4H3S 51.5±2.1 (6) 13.4±1.4 (5) 
3 CO2Et m-C6H4-NH2 52.0±0.9 (6) 43.2±1.1 (7) 
4 CO2Et H 13.7±3.6 (5) 9.4±3.2 (5) 
5 CO2Et C6H5 20.0±5.8 (5) 6.5±2.9 (5) 

Tabla 4.1. Estructura química de los compuestos orgánicos derivados del sistema 
dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina y el porcentaje de inhibición sobre la corriente de hTASK-1 y 
rTASK-3. R1 y R2 son sustituyentes del sistema DPI. Se  muestra  el porcentaje de inhibición, a un potencial 
de +80 mV, de las corrientes de hTASK-1 y rTASK-3 en presencia de 100 µM de los compuestos. La 
corriente de los canales se registró con el protocolo de pulsos ilustrado en la fig. 4.1. Los datos se expresan 
como el promedio ± error estándar. (Los números entre paréntesis indican el número de ovocitos estudiados). 
 

Las actividades mayores la presentaron el compuesto 1 sobre rTASK-3, el 2 en 

hTASK-1 y el 3 en ambos canales. Al evaluar los derivados más activos (1-3) sobre las 

corrientes de los ovocitos control, bajo las mismas condiciones experimentales, se observó 

una reducción mínima. Los porcentajes de inhibición de los derivados (100 µM) a +80 mV 

fueron de 5.4±0.4% para el compuesto 1, de 6.5±0.2% para el compuesto 2 y de 3.9±1.5% 

para el compuesto 3. Este efecto, sobre las corrientes de los ovocitos control, comparado 

con el observado sobre los canales TASK se consideró no significativo (fig. 4.3). 

 



 

 35 

 
Figura 4.2. Las dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas inhiben la corriente de los canales hTASK-1 

y rTASK-3. Registro representativos de las corrientes generadas por ovocitos inyectados con el ARNm de los 
canales hTASK-1 (a) y rTASK-3 (d) en ausencia o en presencia de 100 µM de los compuestos orgánicos 
activos: 1 (e), 2 (b) y 3 (c, f). Los ovocitos se estimularon con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura. 
Las flechas indican los registros de las corrientes a 0 mV. 
 

 
Figura 4.3. Inhibición mínima de las dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas activas sobre la 

corriente de ovocitos controles. Registro representativos de las corrientes generadas por ovocitos inyectados 
con agua (a) en ausencia o en presencia de 100 µM de los compuestos orgánicos activos: 1 (b), 2 (c) y 3 (d). 
Los ovocitos se estimularon con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura. 



 

 36 

Con la finalidad de promediar y comparar los registros se utilizaron corrientes 

relativas control (Irel-control = I/I80mV) y corrientes relativas en presencia de las DIPs (Irel-DPI = 

IDPI/Irel-control). La relación I-V de los canales TASK a baja [K+]e, en ausencia o presencia de 

100 µM de los compuestos activos, presentó la respuesta típica de las corrientes salientes 

con rectificación. El potencial de inversión aproximadamente a -80 mV concordó con el 

potencial de equilibrio del ión K+ a bajas [K+]e (fig. 4.4a y 4.4c). El porcentaje de 

inhibición, [(Irel-control- Irel-DPI)/Irel-control]*100), sobre la corriente parece ser independiente del 

potencial de membrana, al menos a voltajes entre -60 a +80 mV (fig. 4.4b y 4.4d). Esta 

conducta era de esperarse ya que estos canales no tienen un sensor de voltaje [7] y además 

los compuestos no presentan carga [82]. Posiblemente estos inhibidores interaccionen con 

el vestíbulo externo del canal, obstaculizando el flujo de K+. 

 

 
Figura 4.4. La inhibición de las pirroloisoquinolinas sobre la corriente TASK es independiente 

del voltaje. Relación I-V para hTASK-1 (a) y rTASK-3 (c) en ausencia como control (cuadros) o en 
presencia de 100 µM de los compuestos orgánicos: 1 (círculos), 2 (diamantes) ó 3 (triángulos grises). 
Porcentaje de inhibición de los compuestos activos (100 µM), vs. potencial para hTASK-1 (b) y rTASK-3 (d). 
La corriente de los canales se registraron empleando el protocolo de pulsos ilustrado en la figura 4.1. Los 
datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=6-7). 
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Posteriormente, se trazó la curva dosis-repuesta (0.3-500 µM) de los compuestos 1, 

2 y 3, sobre las corrientes de los canales TASK (fig. 4.5). Las gráficas se ajustaron a una 

ecuación de Hill, como se describe en la sección Métodos. No fue posible evaluar los 

compuestos a una concentración mayor debido a su baja solubilidad en etanol. Los datos 

del porcentaje de inhibición máxima (% Inhmáx), concentración inhibitoria al 50% (IC50) y 

del coeficiente de Hill (n) se presentan en la tabla 4.2. 

 

 
Figura 4.5. Curvas dosis-respuesta. Los canales hTASK-1 (a) y rTASK-3 (b) muestran una 

reducción en la corriente a diferentes concentraciones de los compuestos 1 (círculos), 2 (rombos) y 3 
(triángulos grises) (0.3, 1, 5, 50, 100, 500 µM), a un potencial de +80 mV. La inhibición se ajustó a una 
ecuación de Hill (ver Métodos). Medio ND-96 a pH = 7.4. Los datos se expresan como el promedio ± error 
estándar (n=6-11). 
 

 hTASK-1 rTASK-3 

Compuesto % Inhmáx 
(500 µM) 

IC50 
(µM) 

n % Inhmáx 
(500 µM) 

IC50 
(µM) 

n 

1 ND ND ND 63 189.2±27.0 0.53±0.04 

2 72 96.7±6.9 0.52±0.02 ND ND ND 

3 74 83.5±8.7 0.51±0.03 58 268.1±47.4 0.47±0.04 

Tabla 4.2. Datos obtenidos a partir de las curvas dosis-respuesta. Porcentaje de inhibición 
máxima (% Inhmáx), concentración inhibitoria al 50% (IC50) y el coeficiente de Hill (n) de los compuestos 1, 2 
y 3, respecto a su inhibición sobre la corriente de los canales hTASK-1 y rTASK-3. Los datos se expresan 
como el promedio ± error estándar (n=6-11). Valor no determinado (ND). 
 

En la figura 4.6 se presenta el curso temporal de la relación I/Io (Io, corriente del 

primer pulso repetitivo; I, corriente a t > 0) vs tiempo de los compuestos 1-3 sobre los 

canales TASK. Los valores de I/Io decrecieron rápidamente cuando se aplicaron a las 

células 100 µM de las DPIs. Este efecto permaneció durante la presencia de los compuestos 
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y se recuperó una fracción de I/Io rápidamente después de perfundir con medio ND-96. El 

porcentaje de recuperación de la corriente inicial de hTASK-1 fue del 64±3.6% para 2 y 

58±2.3% para 3 (fig. 4.6a). En relación a rTASK-3 los porcentajes fueron: 73±5.9% para 1 

y 71±4.6% para 3 (fig 4.6b). Como control, se adicionó 30 µM de rojo de rutenio (RR) 

sobre la corriente del canal rTASK-3, el cual presentó una inhibición del 68.3±2.3 % y el 

porcentaje de recuperación de la corriente inicial fue del 92.0±1.6 % (fig 4.6c). Esto podría 

sugerir que los compuestos orgánicos no se disocian completamente y/o se acumulan en la 

membrana de los ovocitos, aunque son necesarios experimentos adicionales para corroborar 

estas hipótesis. 

 

 
Figura 4.6. Los compuestos activos presentan una disociación incompleta del canal y/o 

acumulación en la membrana de los ovocitos. Curso temporal de inhibición de la corriente de los canales 
hTASK-1 (a) y rTASK-3 (b) en presencia de 100 µM de los compuestos 1 (círculos), 2 (rombos), 3 
(triángulos grises) y 30 µM de rojo de rutenio (RR) (cuadros) sobre la corriente de rTASK-3 (c). Las barras 
indican la aplicación extracelular de los compuestos. Cada punto de la gráfica representa el promedio de la 
corriente registrada durante 5 s para los compuestos activos y 60 s para RR, a un pulso de +80 mV. Medio 
ND-96 a pH = 7.4, (n=5). 
 

4.2 Selectividad de los compuestos activos hacia los canales TASK 
 

Con la finalidad de conocer si las pirroloisoquinolinas 1, 2 y 3 inhiben 

selectivamente a los canales TASK, su actividad se evaluó sobre la corriente de canales de 

K+ con distinta topología y características biofísicas: activados por voltaje (6TM/1P), 

Shaker IR (sin la inactivación tipo A) y herg1 (torreta grande entre 5TM-P con 43 aa); 

(7TM/1P), hSLO1 (alta conductancia/modulado por Ca2+); e insensibles al voltaje: 

(2TM/1P), hKir2.1 (rectificador entrante fuerte); (4TM/2P), heterodímero hTASK-

1/rTASK-3 y mTREK-1 (como canales de fuga). El último es interesante ya que también se 

sobreexpresa en líneas celulares cancerígenas de ovario (SKOV-3 y OVCAR-3) [138] y 
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próstata (PC3 y LNCaP) [139], y se coexpresa con los canales TASK en varios tejidos [7], 

[140], [141]. Todas estas proteínas se expresaron en ovocitos de X. laevis y se aplicaron 

protocolos adecuados de voltaje para evocar las corrientes iónicas empleando la técnica de 

TEVC (ver Métodos). 

El resumen de este estudio se presenta en la tabla 4.3, como el porcentaje de 

disminución de las corrientes en presencia de las DPIs. Los compuestos activos 1-3 

inhibieron de manera importante a los canales TASK (100 µM) y hSLO1 (500 µM); y 

ligeramente a los canales Shaker IR, herg1 y hKir2.1 (500 µM). El compuesto 3 inhibió 

significativamente al canal mTREK-1 (500 µM) (Registros: Apéndice IV). Así, las 

pirroloisoquinolinas 1, 2 y 3 inhiben preferencialmente a los canales TASK a una 

concentración de 100 µM. 

 
 Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3 

 Concentración (µM) 

Canales iónicos 100 500 100 500 100 500 

hTASK-1 27.8±2.4 47.6±3.5 51.5±2.1 70.1±1.9 52.0±0.9 72.8±1.6 

rTASK-3 45.5±1.0 60.0±2.6 13.4±1.4 23.3±2.0 43.2±1.1 54.7±3.1 

hTASK-1/rTASK-3 24.1±2.9 43.4±5.8 45.2±2.6 52.0±3.0 52.1±2.8 60.1±1.8 

mTREK-1 NS 6.8±3.2 NS 7.8±4.4 12.1±3.0 32.0±1.8 

Shaker IR 3.1±0.7 NS (5.7±3.8) 4.2±3.3 NS 8.5±2.9 

herg1 2.9±0.7 10.3±2.4 (7.7±5.4) 13.5±1.9 7.2±1.4 13.8±1.8 

hSLO1 10.4±1.4 24.2±3.3 16.6±1.9 41.5±3.0 13.2±0.2 25.4±2.7 

hKir2.1 (1.6±0.2) NS 1.3±1.1 1.7±0.6 2.7±0.9 2.5±1.1 

Tabla 4.3. Las pirroloisoquinolinas activas inhiben preferencialmente a los canales TASK a 
una concentración de 100 µM. Porcentaje de inhibición de las corrientes de los canales de K+ expresados en 
ovocitos Xenopus en presencia de 100 y 500 µM de los compuestos 1, 2 y 3. Las corrientes de los canales de 
K+ se registraron con diferentes protocolos de pulsos de voltajes (ver Métodos). Medio ND-96 a pH = 7.4. Los 
datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=5). Valor no significativo (NS). Los valores entre 
paréntesis indican porcentaje de activación, no de inhibición. 
 

4.3 Efecto de las pirroloisoquinolinas sobre a IKso en NGC 

 

Las neuronas granulares del cerebelo (NGC) de rata presentan una corriente basal 

de K+, saliente y estable (IKso), previamente descrita y caracterizada inicialmente por 
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Watkins y Mathie  en 1996 [129]. Otros grupos han encontrado que los canales TASK-1 y 

TASK-3 cuando se encuentran expresados a una densidad alta en NGC, contribuyen con 

más del 50% a la corriente IKso en cultivos de 7 a 8 días in vitro [25], [26], [28], [29]. Por 

este hecho, consideramos importante determinar el efecto de los derivados activos sobre 

esta corriente nativa. 

Para registrar mayoritaríamente la corriente basal IKso de las neuronas granulares 

del cerebelo se emplearon los típicos bloqueadores de canales de K+: TEA+ (10 mM) que 

inhibe aproximadamente el 82% de la corriente sostenida [142], [143] y 4-AP (3 mM) que 

bloquea tanto la corriente sostenida como la transitoria [142], [144], [145]; de esta manera 

se tiene un bloqueo mayor al 80% de la corriente saliente de K+. En las NGC, bajo las 

condiciones experimentales de trabajo (ver Métodos), no se detecta la presencia de 

corrientes de Ca2+ [144]. La corriente de Na+ se observó en la mayoría de los registros 

como se encuentra reportado en la literatura [144] (Apéndice V). Sin embargo, en los 

registros (representativos) presentados en esta sección de resultados no se aprecia esta 

corriente entrante de Na+. La presencia de esta última no afecta el análisis de nuestros 

resultados, ya que se tomo el valor de la corriente al final del pulso, a los 180 ms, cuando la 

corriente basal es estable y los canales de Na+ se encuentran inactivados. 

La técnica de patch clamp en la configuración de célula completa se empleó para 

registrar las corrientes IKso en presencia de 2 mM de K+ extracelular. Éstas se activan 

rápidamente (fig. 4.7a), sin embargo en algunos registros se observó un componente 

transitorio, el cual se identificó por su cinética rápida de activación e inactivación, que no 

se remueve completamente por la 4-AP [144] (fig. 4.8g). Este componente en la corriente 

IKso se origina por la presencia de canales de K+ de la familia Kv4.x y se encuentra descrito 

en la literatura [142]. 

Con el objeto de verificar la presencia del canal TASK-3 en la corriente IKso, 

previo a la evaluación de los compuestos activos, se utilizó como control 10 µM de rojo de 

rutenio (RR), ya que este canal contribuye mayoritariamente a esta corriente basal con 

respecto al canal TASK-1 o al heterodimérico [25], [26]. A esa concentración el RR 

inhibiría aproximadamente el 60% de la corriente del canal TASK-3 [49]. De facto la 

corriente disminuyó 48±4.9%, y se recuperó hasta un 88.0±4.8% al lavar con el medio 

(figura 4.7). Esto sugiere que la participación del canal TASK-3 en la corriente nativa 
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podría ser mayor al 50%, sin embargo el RR es un compuesto muy inespecífico que 

también inhibe la corriente de otros canales de K+ [146], incluyendo a otros miembros de la 

familia de 4TM/2P (TREK-2 y TRAAK) [147]. 

 

 
Figura 4.7. La corriente IKso de las neuronas granulares del cerebelo se inhibe en presencia de 

rojo de rutenio (RR). Registros representativos de la corriente IKso de NGC en ausencia (a), presencia (b) y 
lavado (c) de 10 µM de RR. Las células se registraron con el protocolo inserto en la figura. Las flechas 
indican los registros de las corrientes a 0 mV. 
 

Los compuestos 1, 2 y 3 (500 µM) inhibieron parcialmente la corriente IKso de las 

NGC, sin cambiar sustancialmente su forma, incluso se remarcó el componente transitorio 

antes mencionado (fig. 4.8h). El porcentaje de inhibición de los derivados a +80 mV fue: 

de 47.7±4.5%, para 1 (fig. 4.8b); 62.4±3.9%, para 2 (fig. 4.8e) y 42.8±4.0%, para 3 (fig. 

4.8h). Cuando las neuronas se lavaron profusamente la amplitud de la corriente inicial se 

recuperó parcialmente. El porcentaje de recuperación a +80 mV para el compuesto 1 fue de 

77.8±4.1% (fig. 4.8c); para el 2, 61.84±3.7% (fig. 4.8f) y 68.35±4.2% para 3 (fig. 4.8i). 

Este mismo porcentaje de recuperación se observó en la corriente TASK expresada en 

ovocitos (fig. 4.6). Nuevamente esto sugiere que los compuestos orgánicos no se disocian 

completamente y/o se acumulan en la membrana de las NGC, pero son necesarios 

experimentos adicionales para corroborar esta observación. 

En la figura 4.9 se presenta la relación I-V para la corriente IKso, en ausencia y 

presencia de 500 µM de los compuestos activos y 10 µM de RR, en ella se muestra 

rectificación saliente y potencial de inversión similar al de equilibrio del ión K+ (∼80mV a 

una [K+]e =2 mM) observada para los canales TASK expresados en ovocitos (fig. 4.4). 
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Estos resultados sugieren que estas pirroloisoquinolinas podrían seleccionar la contribución 

de los TASK dentro de esta corriente basal. 

 

 
Figura 4.8. La corriente IKso de las NGC se inhibe en presencia de las pirroloisoquinolinas 

activas. Registros de la corriente IKso en NGC en ausencia (a, d, g), presencia de 500 µM de los compuestos 
1 (b), 2 (e), 3 (h) y después del lavado con medio (c, f, i). Las células se registraron con el protocolo inserto 
en la figura. Las flechas indican los registros de las corrientes a 0 mV. 
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Figura 4.9. Relación I-V de la corriente IKso de las NGC en presencia los compuestos activos. 

Curvas I-V en ausencia (control, cuadros), presencia (círculos) de 500 µM de los compuestos activos: 1 (a), 2 
(b), 3 (c) y 10 µM de rojo de rutenio (RR, d); y lavado (triángulos). La corriente IKso se registró al aplicar el 
protocolo de pulsos ilustrado en la figura 4.8. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=5). 
 

4.4 Ensayos de viabilidad en NGC 

 

En vista que los compuestos activos inhibieron la corriente IKso de las NGC y con 

la finalidad de corroborar la participación de los canales TASK en la muerte celular 

programada de estas neuronas [28], se decidió evaluar el efecto de las DPIs sobre estas 

células bajo condiciones de apoptosis (dependiente de K+). Tres condiciones 

experimentales se examinaron en presencia o ausencia de las DPIs 1, 2, 3 y RR: a) medio 

K25, control de viabilidad celular; b) medio K5, inducción a la apoptosis por baja 
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concentración de K+; y c) medio con estaurosporina (Sts), inducción a la apoptosis por un 

mecanismo no dependiente de K+ (ver Métodos). 

 

4.4.1 Medio K25: control de viabilidad celular 

 

 La toxicidad de las pirroloisoquinolinas activas se evaluó en condiciones de 

viabilidad celular (medio K25) (fig. 4.10). En las imágenes de microscopía de cultivos 

neuronales se observa a las células viables teñidas en verde por la calceína y las células 

muertas teñidas en rojo por el yoduro de propidio (IP), en ausencia o presencia de las DPIs 

activas (fig. 4.10a). En la gráfica de barras se presenta el porcentaje de muerte celular 

(células marcadas con IP) con respecto al número total de células presentes en la 

microscopía de contraste de fase (CF) (fig. 4.10b). La diferencia significativa respecto al 

medio K25 se presenta por dos asteriscos. En el control (medio K25) se observó un gran 

porcentaje de células viables teñidas de verde (88.8±1.7) y un porcentaje pequeño de 

células muertas en rojo (8.7±1.7). En presencia de los compuestos 1, 3 y RR prácticamente 

no se observan efectos nocivos por 24 h, permaneciendo similar al control. Aunque, el 

compuesto 3 a una concentración de 500 µM fue ligeramente tóxico ya que provocó un 

20.3±4.9 % de muerte celular. Sin embargo, el compuesto 2 fue altamente tóxico en todas 

las condiciones experimentales examinadas (K25, K5 y Sts). En presencia del compuesto 2 

(500 µM) se observa un porcentaje menor (62.5±3.4) de células teñidas de verde y un 

porcentaje mayor (43.0±3.7) de células en rojo, a diferencia del control. 
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Figura 4.10. Efecto de las DPIs activas bajo condiciones de viabilidad celular (K25) en 

neuronas granulares del cerebelo. Imágenes de microscopía de cultivos de NGC de 8 DIV: contraste de 
fases (CF), tinción con calceína y yoduro de propidio (IP), en medio K25 en ausencia y presencia de los 
compuestos 1, 2, 3 (500 µM) y RR (10 µM) (a). En la gráfica de barras se muestra el porcentaje de muerte 
celular (células positivas a IP), en medio K25 en ausencia y presencia de los compuestos 1, 2, 3 (250 y 500 
µM) y RR (10 µM) (b). Se muestra el error estándar (n=4-7). Los valores significativamente diferentes se 
indican como **p<0.05 vs. control (K25). 
 

 En las siguientes tablas se presentan los resultados obtenidos en este estudio: 

 
 Calceína 

(%) 

IP 

(%) 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

Compuesto 1 
(µM) 

  

10 86.3±1.2 11.4±1.2 

50 86.0±2.3 11.7±3.8 

100 86.0±1.6 11.0±0.8 

250 84.3±2.6 11.3±3.4 

500 87.9±2.2 11.7±2.2 

Tabla 4.4. El compuesto 1 no presenta efectos tóxicos a las NGC bajo condiciones de viabilidad 
celular (K25). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de propidio (IP), en medio K25. Los 
datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=4-7). 
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 Calceína 

(%) 

IP 

(%) 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

Compuesto 2 
(µM) 

  

10 92.3±0.8 5.7±0.6 

50 92.0±1.8 6.2±1.4 

100 88.1±3.9 6.9±2.1 

250 74.0±4.8 35.1±1.6 

500 62.5±3.4 43.0±3.7 

Tabla 4.5. El compuesto 2 es tóxico a las NGC bajo condiciones de viabilidad celular (K25). 
Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de propidio (IP), en medio K25. Los datos se expresan 
como el promedio ± error estándar (n=4-7). En algunas condiciones experimentales (250 y 500 µM) se 
presenta una relación mayor al 100% entre el porcentaje de viabilidad y muerte celular, este efecto se podría 
deber a una sobre estimación de alguna ó de ambas condiciones, originada en el conteo celular. 
 

 
 Calceína 

(%) 
IP 

(%) 
K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

Compuesto 3 

(µM) 

  

10 83.1±3.8 16.0±4.5 

50 86.1±3.7 12.4±3.9 

100 86.0±3.7 12.4±4.2 

250 81.2±5.4 17.4±5.0 

500 78.1±5.6 20.3±4.9 

Tabla 4.6. El compuesto 3 es ligeramente tóxico a las NGC bajo condiciones de viabilidad 
celular (K25). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de propidio (IP), en medio K25. Los 
datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=4-7). 
 

 
 Calceína 

(%) 
IP 

(%) 
K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

RR 

(µM) 

  

10 88.2±3.4 10.4±3.4 

Tabla 4.7. El rojo de rutenio (RR) no presenta efectos tóxicos a las NGC bajo condiciones de 
viabilidad celular (K25). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de propidio (IP), en medio 
K25. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=5). 
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4.4.2 Medio K5: inducción a la apoptosis por baja concentración de K+ 

 

Con la finalidad de corroborar la participación de canales TASK en la apoptosis 

dependiente de K+ de las NGC, se evaluaron las pirroloisoquinolinas activas en condiciones 

de baja concentración de K+ (K5) (fig. 4.11). En ausencia de los reactivos, medio K5, el 

porcentaje de células viables teñidas de verde fue del 46.5±2.2 % y de células muertas 

teñidas en rojo fue del 52.7±2.6 %. Este resultado concuerda con lo reportado en la 

literatura, donde se ha observado el 50 % de muerte celular al incubar a las NGC en un 

medio con 5 mM de K+ por 24 h [122]. En presencia de los compuestos 1, 3 y RR, se 

observa en las imágenes de microscopía de cultivos neuronales que la tinción se incrementa 

con calceína y disminuye con IP, en comparación con el control (medio K5). Así, estos 

compuestos protegen significativamente a las neuronas de la muerte que se ocasiona al 

transferirlas a un medio con 5 mM de K+, lo opuesto ocurre con el compuesto 2 (fig. 

4.11a). El compuesto 1 (500 µM) presentó una protección de ~26 %, ya que se muere 

únicamente el 27.2±5.1 % de las NGC. En presencia del compuesto 3 (500 µM) muere el 

46.3±2.0 %, con una protección mínima de ~7 %. En contraste, la presencia del compuesto 

2 (500 µM) incrementa drásticamente el porcentaje de muerte celular (87.7±3.3). En las 

gráficas de barras se observa la diferencia significativa presentada por los compuestos (1-3) 

y RR con respecto al medio K5 (presentada por dos cruces) (fig. 4.11b). 
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Figura 4.11. Efecto de las pirroloisoquinolinas activas bajo condiciones de muerte celular en 

baja concentración de K+ (K5) en neuronas granulares del cerebelo. Imágenes de microscopía de cultivos 
de NGC de 8 DIV: contraste de fases (CF), tinción con calceína y yoduro de propidio (IP), en medio K5 en 
ausencia y presencia de los compuestos 1, 2, 3 (500 µM) y RR (10 µM) (a). En la gráfica de barras se presenta 
el porcentaje de muerte celular (células positivas IP), en medio K5 en ausencia y presencia de los compuestos 
1, 2, 3 (100, 250 y 500 µM) y RR (10 µM) (b). Las barras indican el error estándar (n=6-10). Los valores 
significativamente diferentes se indican como **p<0.05 vs. control (K25), ++p<0.05 vs. K5. 
 

 Los resultados obtenidos en estos ensayos se presentan en las siguientes tablas: 

 
 Calceína IP 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

K5 46.5±2.2 52.7±2.6 

Compuesto 1 
(µM) 

  

10 39.3±3.2 57.8±3.3 

50 53.8±3.1 50.2±0.6 

100 52.5±3.3 47.5±2.0 

250 60.3±1.9 38.3±1.7 

500 67.9±6.3 27.2±5.1 

Tabla 4.8. El compuesto 1 protege de la muerte celular a las NGC bajo condiciones de 
apoptosis dependiente de K+ (K5). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de propidio (IP), en 
medio K5. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=6-10). 
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 Calceína IP 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

K5 46.5±2.2 52.7±2.6 

Compuesto 2 
(µM) 

  

10 35.7±3.5 50.4±5.5 

50 47.9±3.2 51.16±4.3 

100 18.1±2.0 68.9±1.8 

250 6.4±1.0 79.5±3.5 

500 5.7±2.0 87.7±3.3 

Tabla 4.9. El compuesto 2 provoca un porcentaje mayor de muerte celular a las NGC bajo 
condiciones de apoptosis dependiente de K+ (K5). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de 
propidio (IP), en medio K5. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=6-10). 
 

 
 Calceína IP 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

K5 46.5±2.2 52.7±2.6 

Compuesto 3 
(µM) 

  

10 47.5±3.0 52.1±3.2 

50 48.6±6.3 48.8±4.3 

100 49.3±3.3 49.9±2.7 

250 53.6±2.2 45.0±1.9 

500 53.5±1.9 46.3±2.0 

Tabla 4.10. Protección mínima de muerte celular por el compuesto 3 a las NGC bajo 
condiciones de apoptosis dependiente de K+ (K5). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de 
propidio (IP), en medio K5. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=6-10). 
 

 
 Calceína IP 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

K5 46.5±2.2 52.7±2.6 

RR 
(µM) 

  

10 59.1±2.0 39.2±3.8 

Tabla 4.11. El rojo de rutenio protege de la muerte celular a las NGC bajo condiciones de 
apoptosis dependiente de K+ (K5). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de propidio (IP), en 
medio K5. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=5). 
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4.4.3 Medio con Sts: inducción a la apoptosis por un mecanismo independiente de K+ 

 

Por último, con la finalidad de verificar la especificidad de los compuestos hacia la 

muerte celular dependiente de K+ (medio K5), las pirroloisoquinolinas activas se evaluaron 

bajo condiciones de apoptosis inducida por estaurosporina (Sts) (fig. 4.12). En el medio con 

Sts y en ausencia de las DPIs el porcentaje de células viables teñidas de verde fue del 

37.4±3.8 % y para las células muertas teñidas de rojo del 58.5±1.73 %. En las imágenes de 

microscopía de cultivos neuronales se observa que los compuestos 1, 3 y el RR no cambian 

con relación al medio con Sts, no existe un aumento o disminución en la tinción con 

calceína y/o IP, en contraste nuevamente con el compuesto 2 (fig. 4.12a). En las gráficas de 

barras se observa la diferencia significativa que presentan los compuestos 1, 3 y RR con 

respecto control (Sts) (presentada por dos cruces), donde no existe diferencia significativa 

por los reactivos con excepción del compuesto 2 (fig. 4.12b). El compuesto 2 a una 

concentración de 250 µM incrementa el porcentaje de muerte celular (75.1±1.6), efecto 

similar bajo condiciones de apoptosis dependiente de K+ (K5) (79.5±3.5 %). 

 

 
Figura 4.12. Efecto de las pirroloisoquinolinas activas bajo condiciones apoptóticas en medio 

con estaurosporina (Sts) en neuronas granulares del cerebelo. Imágenes de microscopía de cultivos de 
NGC de 8 DIV: contraste de fases (CF), tinción con calceína y yoduro de propidio (IP), en medio con Sts en 
ausencia y presencia de los compuestos 1, 2, 3 (250 µM) y RR (10 µM) (a). En la gráfica de barras se presenta 
el porcentaje de muerte celular (células positivas a IP), en medio con Sts en ausencia y presencia de los 
compuestos 1, 2, 3 (100 y 250 µM) y RR (10 µM) (b). Las barras indican el error estándar (n=4-6). Los 
valores significativamente diferentes se indican como **p<0.05 vs. control (K25), ++p<0.05 vs. Sts. 
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 El resumen de este estudio se presenta en las siguientes tablas: 

 

 
 Calceína IP 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

Sts 37.4±3.8 58.5±1.73 

Compuesto 1 
(µM) 

  

10 26.5±3.7 67.5±0.6 

50 26.1±2.5 66.0±1.8 

100 36.8±0.8 61.6±1.4 

250 37.3±1.4 62.5±0.7 

Tabla 4.12. El compuesto 1 no presenta cambios significativos en las NGC bajo condiciones de 
apoptosis inducida con estaurosporina (Sts). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de 
propidio (IP), en medio con Sts. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=4-6). 
 

 
 Calceína IP 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

Sts 37.4±3.8 58.5±1.73 

Compuesto 2 
(µM) 

  

10 39.2±2.0 53.5±1.3 

50 33.8±2.3 55.7±1.2 

100 31.5±1.5 67.4±0.9 

250 30.8±2.1 75.1±1.6 

Tabla 4.13. El compuesto 2 provoca un porcentaje mayor de muerte celular a las NGC bajo 
condiciones de apoptosis inducida con estaurosporina (Sts). Porcentaje de células positivas a calceína y a 
yoduro de propidio (IP), en medio Sts. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=4-6). A 
250 µM se presenta una relación mayor al 100% entre el porcentaje de viabilidad y muerte celular, este efecto 
se podría deber a una sobre estimación de alguna ó de ambas condiciones experimentales, originada en el 
conteo celular. 
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 Calceína IP 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

Sts 37.4±3.8 58.5±1.73 

Compuesto 3 
(µM) 

  

10 31.7±5.3 61.6±3.3 

50 30.0±8.7 60.6±4.9 

100 30.5±6.2 59.8±2.6 

250 26.7±5.6 61.5±0.7 

Tabla 4.14. El compuesto 3 no presento cambios significativos en las NGC bajo condiciones de 
apoptosis inducida con estaurosporina (Sts). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de 
propidio (IP), en medio Sts. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=4-6). 
 

 
 Calceína IP 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

Sts 37.4±3.8 58.5±1.73 

RR 
(µM) 

  

10 26.5±1.9 69.6±3.3 

Tabla 4.15. El rojo de rutenio no presentó cambios significativos a las NGC bajo condiciones de 
apoptosis inducida por estaurosporina (Sts). Porcentaje de células positivas a calceína y a yoduro de 
propidio (IP), en medio Sts. Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n=5).
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5. DISCUSIÓN 
 

Como ya se ha mencionado, los canales TASK pertenecen a una familia de canales 

de K+ de 4TM/2P, que se encuentran relacionados con la apoptosis en las neuronas 

granulares del cerebelo (NGC) y, particularmente el canal TASK-3, en cáncer en diferentes 

tejidos. Cuando se inició este trabajo aún no se habían reportado compuestos que 

modularan selectivamente a este tipo de canales. Así que, dada la importancia de estas 

proteínas se realizó este proyecto con el propósito de encontrar moduladores selectivos 

hacia los canales TASK. La búsqueda de moduladores nos llevó a evaluar sobre la corriente 

TASK el efecto de muchos posibles candidatos. Entre ellos se probaron cinco compuestos 

orgánicos (1-5) derivados del sistema dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina, cuatro de ellos (2-

4) con actividad anticancerígena putativa [82]. 

 

5.1. Pirroloisoquinolinas: nuevos moduladores para los canales TASK 

 

A pesar de que todos los compuestos (1-5) evaluados presentan el esqueleto base de 

una dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina, solo tres de ellos (1-3) modularon significativamente 

la corriente de los canales TASK (tabla 4.1) expresados heterologamente en ovocitos. De 

acuerdo a estos resultados podemos deducir que los sustituyentes R1 y R2 juegan un papel 

importante en su actividad hacia estos canales. Tres grupos funcionales se identificaron: el 

carbonitrilo (R1) en el compuesto 1, el tiofenil (R2) en el compuesto 2 y el m-aminobenceno 

(R2) en el compuesto 3. Al parecer aquellos compuestos con un grupo carboxilato en la 

posición R1 ó fenilo en R2, no son importantes para modular a los canales TASK. Sin 

embargo, si el grupo fenilo se encuentra sustituido, como en el caso del compuesto 3, 

incrementa su actividad hacia el canal TASK-1. Estos resultados concuerdan con lo 

reportado por Coburn y colaboradores [64], donde se observa la importancia de los grupos 

aromáticos (fenilo) unidos al esqueleto base, siendo su estructura base el sistema pirido[4,3-

d]pirimidina (fig. 5.1d). Parece que la presencia de un grupo aromático podría ser 

importante para proveer su actividad inhibitoria hacia los canales TASK, como se ha 

observado en los compuestos orgánicos A1899 [61], ML365 [62], ML308 [63] y C23 [64], 

todos selectivos hacia los canales TASK (fig. 5.1). 



 

 54 

 
Figura 5.1. Moduladores selectivos de los canales TASK. Estructura química de los compuestos 

orgánicos A1899 (a); ML365 (b) ML308 (c) y C23 (d). 
 

Como era de esperarse, los compuestos activos 2 y 3 presentaron actividad 

inhibitoria intermedia en el canal heterodimérico (hTASK-1/rTASK-3), tal como se ha 

reportado con el pH [14], doxapram [57] y el compuesto hidroxi-α-sanshool [148]. Sin 

embargo, el compuesto 1 (evaluado en el heterodímero) presentó una actividad muy similar 

al canal hTASK-1, pero mayor inhibición hacia rTASK-3, algo semejante ocurre con RR 

[14] (tabla 4.3). Así, en este estudio encontramos una nueva familia de moduladores 

derivados del sistema dihidropirrolo[1,2−a]isoquinolina, que son excelentes candidatos 

para diseñar y sintetizar compuestos selectivos para los canales TASK. 

Los inhibidores encontrados en este trabajo mostraron ser selectivos a una 

concentración de 100 µM hacia los canales TASK, al no presentar actividad considerable 

sobre la corriente de otro tipo de canales de K+, incluso a altas concentraciones (500 µM) 

(tabla 4.3). Los canales de K+ de 2, 6 y 7TM/1P, son tetrámeros que forman un poro 

simétrico, en contraste con los canales de 4TM/2P que se ensamblan como dímeros 

formando un poro asimétrico, que los hace insensibles a los típicos bloqueadores de canales 

de K+: TEA, 4-AP y Cs+ [9], [11], [21], [37]. Los segmentos 5TM y 6TM junto con el asa 

que los une forman la región del poro (torreta, hélice del poro y filtro de selectividad) y 

constituyen los elementos que confieren la selectividad al canal y el sitio receptor más 

común de los moduladores. En fuentes diversas de origen natural se han encontrado 
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moduladores selectivos para los canales de K+ de 2, 6 y 7TM/1P, que difieren en tipo y 

estructura de acuerdo a su blanco de acción. Algunos ejemplos de ellos son las toxinas: 

cobatoxin (Shaker) [149], ergtoxin (herg) [150], slotoxina (hSLO) [151] y compuestos 

orgánicos: ML33 (Kir2.1) [152], maxikadiol (hSLO) [153], adicionando a esta lista a los 

derivados pirroloisoquinolinas, como nuevos moduladores para los canales TASK de 

4TM/2P. 

Con base en nuestros resultados (fig. 4.2) y a lo reportado en la literatura, sobre los 

nuevos bloqueadores selectivos hacia los canales TASK, se podría sugerir que las 

pirroloisoquinolinas activas actúan como bloqueadores de poro abierto, así como ocurre 

con el compuesto A1899 en el canal TASK-1 [61]. Sin embargo, nosotros únicamente 

evaluamos extracelularmente los compuestos activos, que presentaron una inhibición 

incompleta sobre la corriente de los canales TASK (fig. 4.4). Posiblemente, este bloqueo 

incompleto se deba a que las pirroloisoquinolinas interaccionan con la torreta de los canales 

TASK y no puedan ocluir completamente el poro por la cara extracelular. Estas proteínas 

presentan un poro asimétrico con una torreta grande (entre 1TM-P1) de 53 aa en TASK-3 

[17] y de 49 aa en TASK-1 [9]. Este efecto se ha observado en la interacción de algunas 

toxinas (ErgTx, δ-Dendrotoxina) con canales de K+ (herg, Shaker), que se unen cerca del 

poro (torreta) alterando su dinámica estructural y ocasionan una reducción, pero no 

oclusión total del flujo de K+, por lo cual no actúan como un “tapón molecular” [154], 

[155]. Finalmente, otro aspecto interesante de las pirroloisoquinolinas es la recuperación 

parcial de la corriente inicial, incluso después de lavar profusamente, tanto en el sistema 

heterólogo (ovocito) (fig. 4.6) como nativo (NGC) (fig. 4.8). Posiblemente, en la unión 

compuesto-canal se establezcan una serie de interacciones electrostáticas y/o impedimentos 

estéricos con las asas (torreta) que dificultarían la salida del derivado, por lo que  no se 

observa una disociación completa [156]. 

Por otra parte, el grupo de investigación del Dr. Martínez reportó la actividad 

citotóxica de las pirroloisoquinolinas (2-4) hacia algunas líneas celulares de cáncer: 

leucemia (K-562), sistema nervioso central (U-251), próstata (PC-3), colon (HCT-15), 

mama (MCF-7) y pulmón (SKLU-1) [82], donde se expresa el canal TASK-3 [130]. Este 

último hecho llamó nuestra atención para evaluar estos compuestos orgánicos sobre la 

corriente de canales TASK-3 por su relación con el cáncer de mama, pulmón [30], colon 
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[31], piel [32], [33], tracto gastrointestinal [34] y ovario [35], donde se desempeña como un 

poderoso oncogén [30], [36]. La sobreexpresión tanto de TASK-3 y TREK-1 aumenta la 

proliferación en las líneas celulares C8 (fibroblastos embrionarios) y CHO (ovario de 

hamster chino), respectivamente. Si se suprime la actividad de estos canales mediante la 

coexpresión con una mutante (negativa-dominante de la región del poro) no funcional o con 

inhibidores selectivos se anula su actividad oncogénica como la proliferación en bajo suero 

y resistencia a la apoptosis [36], [139]. Notablemente, el compuesto 3 inhibe la actividad de 

rTASK-3 y mTREK-1 (tabla 4.3) y presenta actividad citotóxica contra varías líneas 

celulares de cáncer como PC-3 de próstata, donde el canal TREK-1 está sobreexpresado 

[82], [139]. Así, la síntesis de nuevas pirroloisoquinolinas con mayor selectividad y 

afinidad podrían utilizarse como agentes terapéuticos para suprimir la actividad oncogénica 

de los canales de 4TM/2P. 

 

5.2. Inhibición de la IKso en NGC 

 

Posteriormente se confirmó la actividad de los compuestos (1-3) sobre la corriente 

basal (IKso) de las neuronas granulares del cerebelo (fig. 4.8). Los porcentajes de 

inhibición de los compuestos 1 y 3 (500 µM) se parecen a los observados en el sistema 

heterólogo (tabla 4.3) y a los descritos en la literatura. Se ha reportado que los canales 

TASK-3 y TASK-1 contribuyen con el 50-70% y 10% de la corriente IKso en las NGC (7 a 

8 DIV), respectivamente [25], [26], [28]. El heterodímero TASK-1/TASK-3 contribuye a 

esta corriente basal (≈44%) en cultivos de 3 DIV [27], por lo que es probable su presencia 

de 7-8 DIV. Así, la inhibición de la corriente IKso en NGC por los compuestos 1 y 3 podría 

ser preferencialmente sobre los canales TASK. 

 De acuerdo a los resultados en ovocitos (tabla 4.1), se esperaba una inhibición 

menor por el compuesto 2, sin embargo presentó la mayor actividad sobre la corriente IKso, 

lo que sugiere una posible modulación hacia otros canales de fuga. La presencia de otros 

canales de 4TM/2P, a nivel transcrito, se reportó en las NGC: TWIK-1, THIK-2, TREK-2 y 

KCNK-7 a un nivel de expresión alto; TRAAK, TWIK-2, TREK-1 y KCNK5, a un nivel de 

expresión bajo [142], [157]. Sólo los canales TREK-2 y KCNK5 se han caracterizado 
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funcionalmente y contribuyen con alrededor del 10 y 40% de la corriente IKso, 

respectivamente [26], [158]. 

 

5.3. Protección contra la apoptosis dependiente de K+ en NGC 

 

Por último, con la finalidad de verificar la participación de los canales TASK en la 

muerte celular programada de las NGC de rata, los compuestos activos (1-3) se evaluaron 

bajo condiciones de apoptosis. El compuesto 1 presento el mayor efecto inhibitorio 

(60.0±2.6 %) sobre la corriente del canal rTASK-3 (tabla 4.3) y la mayor protección (~26 

%) contra la muerte neuronal por bajo K+ (fig 4.11). Estos resultados coinciden con los 

reportados por Lauritzen y colaboradores [28], donde se disminuye mayoritariamente el 

porcentaje de muerte celular en NGC de rata, al inhibir la actividad del canal TASK-3 con 

acidificación extracelular del medio (~5 %), rojo de rutenio (~10 %) y muscarina (~40 %). 

Ellos observaron mayor protección contra la muerte neuronal por bajo K+, sin embargo 

ninguno de los inhibidores que utilizaron son selectivos para los canales TASK. 

De acuerdo a nuestros resultados electrofisiológicos, tanto en ovocitos (tabla 4.3) 

como en las NGC (fig. 4.8h), también se esperaba que el compuesto 3 disminuyera el 

porcentaje de células muertas, sin embargo la protección fue menor; posiblemente este 

efecto se deba a su ligera toxicidad hacia las NGC, puesto que a 500 µM provoca el 

20.3±4.9 % de muerte neuronal (fig. 4.10b). El hecho que la pirroloisoquinolina 2 sea muy 

tóxica a concentraciones superiores de 100 µM, sugiere que pudiera inhibir también a los 

canales de Ca2+ activados por voltaje. Se sabe que altas [K+]e son necesarias para la 

supervivencia de las NGC in vitro. Bajo condiciones despolarizantes los canales de Ca2+ se 

activan y permiten la entrada moderada de Ca2+, que a su vez actúa como segundo 

mensajero y prolonga la sobrevivencia neuronal [117], [159] (Mecanismo ver fig. 5.2). 

Como se observa en nuestros resultados la pirroloisoquinolina 2 (500 µM) es el compuesto 

menos selectivo, presenta la mayor inhibición para el canal hslo (~41%) y para la corriente 

IKso (~62%) (tabla 4.3 y fig. 4.8e). De esta forma el compuesto 2 posiblemente modula 

otros tipos de canales iónicos, aunque futuros experimentos son necesarios para corroborar 

esta hipótesis. 
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Una alteración en la homeostasis K+/Ca2+ cambia los niveles celulares de bcl-2 

(factor anti-apoptótico) y con ello regula la sobrevivencia de las NGC [159]. Bajo 

condiciones depolarizantes (25 mM de K+) las NGC de ratón presentan un perfil de 

expresión genético inmaduro [160], baja expresión de los receptores N-metil-D-aspartato 

(NMDA), fuerte inducción de los canales TASK y como consecuencia la entrada de Ca2+ a 

través de los canales Cav tipo L [161] y de los receptores de inositol trifosfato (IP3-Rs) 

[161], [162]. Posteriormente, se reduce la salida de K+ de la membrana plasmática a través 

de los canales TASK y el Ca2+ se libera del retículo endoplásmico a través de los IP3-Rs. El 

incremento en la [Ca2+]i aumenta los niveles de BCL2, mediante la cinasa dependiente de 

Ca2+/calmodulina (CAMK) que inhibe su autofagocitosis, así la acumulación de BCL2 

evita la muerte neuronal. Bajo condiciones no depolarizantes (5 mM de K+) las NGC de 

ratón presentan un perfil de expresión genético maduro [160], con baja inducción de los 

canales TASK [28] y de los IP3-Rs; y una sobre-regulación de NMDA [161], [162]. Las 

NGC de ratón no mueren por apoptosis cuando se cultivan organotipicamente bajo 

condiciones de bajo K+, en esta situación existe una salida de K+ fisiológica a través de los 

canales TASK y entrada de Ca2+ que provoca el mecanismo de liberación Ca2+ inducido por 

Ca2+ (CICR) activando al receptor de rianodina (Ry-Rs) responsable de un incremento de 

[Ca2+]i con la acumulación de BCL2 (fig. 5.2). Sin embargo, es probable que en las NGC 

de rata bajo condiciones no depolarizantes (5 mM K+) ocurra el caso contrario, alta 

inducción de canales de K+, incluyendo a los TASK, provoca una salida excesiva de K+, 

perdida de K+ citosólico y la consecuente disminución en la [K+]i [28], [103], [108], [109], 

[110], [111]. Al inicio, la salida excesiva de K+ ocasiona encogimiento celular (AVD); pero 

consecuentemente, la disminución en la [K+]i (50 mM) activa endonucleasas y caspasas 

(caspasa-3), desencadenando completamente el mecanismo de muerte apoptótica: 

condensación de la cromatina, fragmentación nuclear, vacuolización del citoplasma, 

pérdida en la estructura de la membrana plasmática, formación de cuerpos apoptóticos y 

fagocitosis [84], [87], [88], [89], [90], [91], [93], [98], [99], [103], [107], [108], [109], 

[110], [111]. Así, el inhibir el flujo de K+ extracelular a través de los canales de K+, 

incluyendo a los TASK, previene la muerte neuronal por bajo K+ en las NGC de rata [28], 

[163], [164]. 
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Figura 5.2 Mecanismos de sobrevivencia neuronal dependiente de K+. Representación 

esquemática sugerida para la cascada de señalización que da origen a la acumulación postraduccional de 
BCL2, en las NGC de ratón. Tanto en condiciones depolarizantes (izquierda) como no depolarizantes 
(derecha) existe un incremento en la [Ca2+]i, el cual regula a mTOR (activador de macroautofagía) y 
CAMK/ERK (cinasa dependiente de Ca2+-calmodulina/cinasa que regula la señal extracelular). Estos últimos 
inhiben la autofagía de BCL2, el cual se acumula intracelularmente y regula la sobrevivencia de las NGC. Los 
antagonistas/agonistas utilizados son indicados en la figura. Figura tomada de Lossi et al., 2009 [159]. 
 

Es importante mencionar que los compuestos 1 y 3 no presentaron efectos 

significativos bajo condiciones de muerte inducida por estaurosporina (Sts). Estos 

resultados sugieren que estos compuestos orgánicos inhiben el flujo extracelular de K+, ya 

que presentan una neuro-protección específica hacia la apoptosis dependiente de K+ [28], 

[164]. El mecanismo de muerte neuronal inducido por Sts sugiere una dependencia por el 

ión Cl-. En cultivos de NGC y corticales de rata se demostró que la aplicación de 

bloqueadores de canales Cl- es más efectiva contra la apoptosis inducida por Sts que con los 

bloqueadores de canales de K+ [164], [165], [166]. 

 

Los canales TASK se encuentran involucrados en varias condiciones 

patofisiológicas donde presentan una conducta protectora o dañina, que depende de varios 

factores como: 1) patrón diferencial de expresión de cada subunidad, 2) tipo celular, 3) 

propiedades biofísicas, 4) regulación fisicoquímica y 5) ambiente celular [167]. Por 

ejemplo, en condiciones de apoptosis los canales TASK hiperpolarizan la membrana y 
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pueden actuar benéficamente en un estado temprano de un estímulo patofisiológico 

(isquemia aguda) [40]; o perjudicialmente en la evolución a largo plazo, una vez que cierto 

umbral de daño severo es alcanzado (isquemia inflamatoria crónica) [167], [168]. En esta 

última situación la inhibición de los canales TASK previene la muerte celular programada. 

Así, el desarrollo de moduladores selectivos para los canales TASK tiene primordial 

importancia para el estudio funcional, estructural y patológico de estos canales de 4TM/2P. 

El inhibidor A293 permitió conocer la contribución de los canales TASK en la corriente 

basal y en el potencial de acción en cardiomiocitos ventriculares [60], así como también el 

mecanismo de señalización muscarínico en neuronas talamocorticales en rata [169]. El 

bloqueador A1899 se utilizó para validar un modelo de homología de poro abierto del canal 

TASK-1 [61]. Pang y colaboradores [170] mostraron que roedores knockout de TASK-3 

presentan alteraciones en los estados de sueño-vigilia, un efecto similar se observó cuando 

el compuesto C23 se administró en roedores wild-type [64]. Tanto A1899 como C23 son 

estimulantes respiratorios y podrían utilizarse como fármacos para tratar desordenes 

respiratorios [171]. Las pirroloisoquinolinas, nuevos inhibidores de los canales TASK, 

permitieron confirmar su participación en la muerte celular programada dependiente de K+ 

en las neuronas granulares del cerebelo [163] (Apéndice VI). 
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6. CONCLUSIONES 
 

 

 Se encontraron tres compuestos orgánicos derivados de dihidropirroloisoquinolina 

que presentaron actividad inhibidora sobre la corriente de los canales TASK (hTASK-1, 

rTASK-3 y el heterodímero: hTASK-1/rTASK-3), tanto en un sistema de expresión 

heteróloga (ovocitos de Xenopus laevis: 100 µM, >40%) como en células nativas 

disociadas (corriente IKso en NGC: 500 µM, >39%). Estos derivados presentaron 

selectividad (100 µM) hacia los canales TASK sobre otro tipo de canales de K+, donde los 

grupos funcionales carbonitrilo (–CN), tiofenilo (–C4H3S) y meta-aminofenilo (–m-

C6H4NH2) podrían ser importantes para brindar su efecto inhibitorio. 

Finalmente, sólo el compuesto 1 (–CN, ∼26%, 500 µM) protegió considerablemente 

contra la muerte celular programada dependiente de K+ en las NGC. En vista de estos 

estudios preliminares de estructura-actividad, el laboratorio del Dr. Roberto Martínez 

continua sintetizando nuevas pirroloisoquinolinas con la finalidad de aumentar la 

selectividad y afinidad hacia los canales de 4TM/2P-K+, con mayor interés para los TASK 

debido a su importancia no sólo en cáncer y apoptosis sino también en otras condiciones 

patológicas. Así, la síntesis de nuevos moduladores hacia esta tipo de proteínas es una 

estrategia farmacológica para el estudio del tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas o proliferativas. 
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PERSPECTIVAS 
 

 

1.- Sintetizar pirroloisoquinolinas con mayor selectividad y afinidad con base en estos 

estudios de estructura-actividad. 

 

2.- Evaluar el efecto de estos compuestos orgánicos en: 

• Los canales de K+ TASK-1 y TASK-3. 

• El canal heterodimérico TASK-1/TASK-3. 

• Canales de K+ de 4TM/2P: TREK-1, TASK-2, TWIK-1, TRESK y THIK-1. 

• En otras familias de canales de K+: Kvx, Kirx, KCNQx, erg, SLO. 

 

3.- Corroborar la interacción con aproximaciones computacionales como modelado por 

homología, docking, dinámica molecular y mutaciones sitio dirigidas. 

 

4.- Evaluar el efecto de los compuestos activos sobre otras corrientes basales relacionadas 

con alguna funcionalidad de los canales TASK (secreción de aldosterona, 

quimiorecepción, arritmias cardiacas y anestesia general). 
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APÉNDICE 
 

I. Efecto del etanol 

 

I.1. Ensayos electrofisiológicos (% de inhibición) 

 

 Etanol  
Canal iónico 0.3% 1.8% n 

hTASK-1 4.9±0.7 24.6±3.5 60 
rTASK-3 1.0±0.1 5.3±0.7 70 

hTASK-1/rTASK-3 2.6±0.3 13.1±1.7 30 
mTREK-1 (12.3±4.2) (36.5±8.6) 30 
Shaker IR 2.3±0.1 11.4±0.4 30 

herg1 1.4±0.5 7.0±2.3 30 
hSLO1 (12.9±1.1) (64.4±5.6) 30 
hKir2.1 1.0±0.5 3.6±0.1 30 

Ovocitos endógenos (2.0±0.1) (4.8±3.4) 35 
IKso - 8.5±3.0 10 

Tabla A.1. Efecto del etanol sobre las corrientes de los registros electrofisiológicos. Porcentaje 
de inhibición de las corrientes de los canales de K+ (por 0.3 y 1.8% de etanol) expresados tanto en ovocitos de 
Xenopus como en NGC. Las corrientes de los canales de K+ se registraron con diferentes protocolos de pulsos 
de voltaje (ver Métodos). Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (n = número de ensayos). 
Nota: los valores entre paréntesis indican porcentaje de activación. 
 

I.2. Ensayos de viabilidad celular 

 
 Calceína 

(%) 

IP 

(%) 

K25 88.8±1.7 8.7±1.7 

EtOH 87.8±4.1 14.4±4.5 

K5 46.5±2.2 52.7±2.6 

EtOH 45.7±4.9 51.0±2.6 

Sts 37.4±3.8 58.5±1.73 

EtOH 32.9±4.4 56.8±4.8 

Tabla A.2. Efecto de 1.8% de etanol en los ensayos de viabilidad celular en NGC. Porcentaje de 
células positivas a calceína ó a yoduro de propidio (IP), en medio K25, K5 y con Sts. Los datos se expresan 
como el promedio ± error estándar (n=4-5). 
 

 



 

 73 

II. Caracterización del canal heterodimérico (hTASK-1/rTASK-3) 

 
Canal iónico RR 

[10mM, (7)] 
Etanol 
[1.8%] 

pH =6.0 
(5) 

pH =7.0 
(5) 

hTASK-1 4.2±1.0 24.6±3.5 (60) 95.7±1.1 
 

38.6±2.5 
 

hTASK-1/rTASK-3 2.8±1.2 13.1±1.7 (30) 75.7±2.4 
 

11.6±1.6 
 

rTASK-3 59.6±2.1 5.3±0.7 (70) 47.1±3.1 
 

2.4±0.8 
 

Tabla A.3. Caracterización del canal heterodimérico (hTASK-1/rTASK-3). Porcentaje de 
inhibición de las corrientes de los canales TASK (expresados en ovocitos Xenopus) por rojo de rutenio (RR), 
etanol y pH. Las células se estimularon con un pulso de potencial: +80 mV, potencial de mantenimiento: -80 
mV, en un tiempo de 400 ms. Medio ND-96. Los porcentajes de inhibición para los valores de pH = 6 y 7, son 
con respecto a pH = 8, donde la probabilidad de apertura de los canales TASK es mayor. Los datos se 
expresan como el promedio ± error estándar. El dato entre paréntesis representan el número de ensayos 
evaluados. 
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III. Subclonación de mTREK-1 

 
Figura A.1. Secuenciación de la clona mTREK-pGEM (río abajo). Comparación de la secuencia 

obtenida con la reportada (GenBankTM U73488.1). Se empleó el oligonucleótido T7. El codón de inicio se 
presenta en negritas y la región utilizada para el diseño del oligonucleótido 5´se muestra subrayada. 
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Figura A.2. Secuenciación de la clona mTREK-pGEM (río arriba). Comparación de la secuencia 

obtenida con la reportada mTREK-pRK5 (GenBankTM U73488.1). Se empleó el oligonucleótido SP6. El 
codón de término se presenta en negritas y la región utilizada para el diseño del oligonucleótido 3´se muestra 
subrayada. 
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IV. Efecto de las pirroloisoquinolinas activas sobre la corriente de canales de K+ 

 

 
Figura A.3. Trazos representativos del canal heterodimérico (hTASK-1/rTASK-3). Registros en 

ausencia (a, control) o en presencia de 500 µM de los compuestos 1 (b), 2 (c) y 3 (d). Medio ND-96, pH = 
7.4. Las corrientes se registraron con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura. Las flechas indican los 
registros de las corrientes a 0 mV. 
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Figura A.4. Trazos representativos del canal mTREK-1. Registros en ausencia (a, control) o en 

presencia de 500 µM de los compuestos 1 (b), 2 (c) y 3 (d). Medio ND-96, pH = 7.4. Las corrientes se 
registraron con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura. Las flechas indican los registros de las corrientes 
a 0 mV. 
 

 
Figura A.5. Trazos representativos del canal Shaker IR. Registros en ausencia (a, control) o en 

presencia de 500 µM de los compuestos 1 (b), 2 (c) y 3 (d). Medio ND-96, pH = 7.4. Las corrientes se 
registraron con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura. Las flechas indican los registros de las corrientes 
a 0 mV. 
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Figura A.6. Trazos  representativos  del canal herg1. Registros en ausencia (a, control) o en 

presencia de 500 µM de los compuestos 1 (b), 2 (c) y 3 (d). Medio ND-96 modificado con 5 mM de K+, pH = 
7.4. Las corrientes se registraron con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura. 
 

 
Figura A.7. Trazos  representativos  del canal hSLO1. Registros en ausencia (a, control) o en 

presencia de 500 µM de los compuestos 1 (b), 2 (c) y 3 (d). Medio ND-96, pH = 7.4. Las corrientes se 
registraron con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura. 
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Figura A.8. Trazos representativos del canal hKir2.1. Registros en ausencia (a, control) o en 

presencia de 500 µM de los compuestos 1 (b), 2 (c) y 3 (d). Medio ND-96 modificado con 90 mM de K+, pH 
= 7.4. Las corrientes se registraron con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura. 
 

V. Presencia de la corriente de Na+ en las neuronas granulares del cerebelo (NGC) 
 

 
Figura A.9. Presencia de la corriente de Na+ en las NGC. Registros de la corriente IKso de las 

NGC donde se observa la presencia de la corriente entrante de Na+ (a), que se aprecia mejor al modificar la 
escala de tiempo (b). La corriente entrante de Na+ máxima (>400 pA) se observa a -40 mV (registro en color 
negro) y se inactiva rápidamente (~2 ms). Las corrientes se registraron con el protocolo de pulsos ilustrado en 
la figura. Las flechas indican los registros de las corrientes a 0 mV. 
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I_~~ lb< muI, ... .. Ial"" I- V ",L.OOro.hipo rOl' lA5K <h.on. 
"" ... in """"01' In ,1>< p~ el lOO ~ of"," .o::';"'or"nic 
eompoor>d~ ,1>0_ .lmI ... ou.w.ml rKtifyin¡: curr." . 1Id ,1>< 
'''''' .... 1 Jl'Il<!l,i'" .'r ..... wI.h ,h. c"'cuL.t<d K' ~ilibrium Jl'I' 
Ionti"' (f. ) ~80 mV. in Iow (2 mM) .. xtr....,IIuL. r[K· UFip. 2 .. nde~ 
TI>< almJl'l ...... l · ] <lid no . ...... >ipifi<>.n. _>cr-d<;><-n+:lrn' 
inhillit ... (11: inhibilion _ 1(1 ... -. .. - ~ ... ...YI .. _t·IOO) 011 
TASI(_nn,lo, f""" _ 10010 .... mV (Ap. 1II"'¡ d ~ '11111_ ..... 
WHexp«lod. sM>+:e.1><w ""'moto do...,. ",",",v_s<- .... oo •• 1Id 
'110 _ "'mplU"""" .... ""'~. 

Al- l ""' ... dose- fHIIOIIse CU.--s jar tt.. DPh 1_] finoc! w ith 
H. oq,,"Iions {!l: Imib_.' .... mV. 1Ip. :l;o.nd 01 . w • ...,. 
I">.;bIo ........ Df'Is., hl&hotmrrrnn.1im d ...... __ Id. 

ubilily .. _'" modium. ""m,di .... lO thll. la TASa::.! ,1>< 
.....onum inhibilim ".campound 2 _. 73., 'iDO 11M.. wid> '" 
K~.' 96.7 " 6.9~M.' HiI _, (~J dll'i2 '" DO:!: m .. n. 

wh~~ ""O:>mplUnd ) , .... ""1ueow,,,, 10, 1(,0 _ 111~ "'''7 j'M • 
n _ O.!ll '" OOl (F' .. lb). Fo. TASK_J "'" rnHimum imibitiOll b, 
eompoor>d I w. 6~':: .. _ , !I9J '" nO~M. n _ 11~ '" 111M ~nd 
for eompoor>d ) _. 5u. le.. _ 26&1 '" ~7A ~ M. n _ 0/17 " 0,0.1 
( 111- Jd ~ P. n.h lb.ond ld .I>ow ,h. J/I • ... 00 (wh.", J. i< '110 CUfo 
",n'''' ,1>< fi", ' .... 1i' iv. pUM, 1 b .h. cu""n' ''' I > O) ... ti ..... of 
eompoor>d' l · ) 011 TASKe ..... "" ... Wh<n ti>< DI'l. w.'" "I'pli<d ,1>< 
e .......... do<r._ .Im .... In ........ n«JUoIy. ~nd ti>< rir<:, w. 
m . .... _ Clu ....... w_ ."'~ i .......... ....,. w ..... tt..e .... 
_ w_ "",iloely. ""_ tI!.- .. iti .... JI1>li<ud .. wen 1M!! 
. ........ oc!: 1/" _ 055-{J.15 (F'tp. l.a.nd e ~ Thi< _.Iion ..... y 
"'SI"'" .... , 01",,10 almpoulld. do...,. dÍ1ooc .... eomplotdy.ndj 
o. lhoJ .r. ><nImu"'oc! In tt.. _ .. "" 01 ~ NIhoup. 
fun"'" oxp<'I'_" •• _ 10 .... "'""" h1P'~ 
~ opit< d •• ,1>< C<InIplUnd. ( , -5) h..-~. DI'l iUlftnft. ... .,. 

,Ir ... d thom ( l . ) .- >i,ri",,"n' inbibilion ....... TASt: 
e""' .... (Eoblo 1 ~_di .... 1O "'" ,eouIto. _andod..,f .... ' ,1>< 
",b,.iruomo l' .,.¡ .'.re p/oyIn¡ .n im pon ... , ..... in ..... .mvit)'. 
Tblft.aai"" 1.-.... 1 , ... ~ ......, .. ...d: "'" urbonilryl (1') In 
<ompoond l . "'" ,M . .. I><", (Jt') In mmJl'l ..... l..nd '110 ..... mI . 
n<>boruyt (1') in "'mplUnd ] , Compou"'" wilh ~e"-OOocyLI" 'n R' 
o, . pI><", in Jt' dlcl no •• 1>ow irnporu .. .aaivity, _', ,1>< 
,ub,. iIut«l-ph<nyl" . ' ,I>ow. mo.-. "hibilion "" TMJ( <lun""'~ 
.imil..- '" 'h. p"""""y 'fIXII"Iod "" Úlbum ... l (2012) """ ... 
lO ..... "'b"iIut«l-p"'nyl linked 10 pyridol ·U·d)PI'rimid~ e"," 
i~~~ ,1>< .octMoy. " _ th.rl ti>< p....-ncr of ~""" ... ic 
moioty <ould bo ÍfI'4IOI'\oIn. 10 Imprin. imibittJry.octMty <IY<'f tt.. 
TASI( _.n,lo, U 11 10 " JO -.- t.,- 1\293 ( ..... ,b .. >l.. 2(07). 
AIII!19 (SU .. , .. >l.. Mil ~ MUOS (M~""" ... _ 2012~ .nd O ) 
( O>bum ...... 2012). 

JJ. s.~"" diI/ ...... 'YP<' Il/r-.... 

Atti ... compounds 1_1 (100 1l'1li 500 j'M ) __ ..... bt!al oro 
0",",1(' <h.onnol .. ....... d , ...... with di ...... """,...,..nd bio. 
phyoial <Iu<Kl«i<n<o: .... "' ..... 'od<h.on .... o: 6IM,I1 P.~. 
.nd "''1' (""' .. " ..... ..;'h ...... TM5-P lin ..... with 41 , ......... >; 
7TM/ IP. 0,10 ( ...... eond.><un"., ~"" ukioom modul_k ."" ..... 
YO .......... t<d <h.on .... o: ZTMJ1P, hlltl(2,1 (><ron¡ i"",..-d "",tifoo-rr, 
( .fTM/"lI'l. TASK. I{TASl(.l ~mdii""" . nd mTREX· 1 ( .. lo~k 
e ..... ""Io~ lb< 1"," o,," "In ........... ,in<r ~ i, """XP""~ w~h 
TASK dufl""" (B"'.I«"'hlp '" ... , M1J: 8",."", .1Id 
as"""p ...... j\ 20»: E~I.nd c.it-j.lk. lltlO~ MomlW'f _ .... 

--.. "'''I<d '" CinC .. (I .... """ ..... L 21tlJb: "",.¡ .. ~l. M Il: 
V,,",<><loJru ..... _ 20»~ 
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•. __ -. .. "'1 __ " (.10 .. ) 10-.. 

TASK-1 
,,) lb ) (c) 

Control Compound 2 Compound 3 

TASK-3 

Id) ,.) ") 
Control Compound 1 Compound 3 

l 
.... ,. '"_2J-<I_ d ......... ""'" ...... < ................... "' ....... T __ ' or" T_ ' , _ .. , ... _ (_ .... . ) .... (. , .. ,. , ... _""00,..."" ....... _< ........... , (.,.(.) .... . (~ I). O"""_ .. ;,;'"" .... ... _ ... ..... "'d ' ''~_'. '''_. 

TASK-1 
,,) lb) ,. 

~ ~ " o 
';::: .. I l • 
!!:: .. . , • • <u .. , o 

OJ '3 f o • $~0,h€l~~ • .. 
ª .. ~ 

.o . • .. , • ,. ., .. .. , ••• .,. .. ., .. .. 
VOlta ge Im V) VOw,¡gf (mV) 

o c_ ,,,, 
O c."".,....." 

TASK-3 O e."".,....., , 

,<) Id) 
L::,. e."".,....., , 

' . . -"¡ . i L.. r/ l .. 
-¡¡ .. / 

I 
.. 

O:: (,) ... ? ,O • aB O ee!'l.B!'l. 
eA OJ J;/'~ .. 

_. ;< • .• . al .. • , • ,.. ... ... .. , 
• .• 1 .,. .. ., .. .. 

Voltag, (m V) Voltage ImV) 

...... "'., .......... . ..... _ ................. ,. _..a. .......... "'- ....... I--V .... _ ........ T __ ' (. ) _ """'.'«)" _ tt (_ ........... , .... , ... _""OO ... "" ... "'P'~_" (a_, . (_~ ... "' .. '_, .... __ ~ .... _( ... ) ...... ,_..,; .. _ .('oo,..., 
CIono" ..... _ ...... .. _ ..- .. _,. "1-' v~_ . ..... _ . ,., (. _" 
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• _____ .. oI. l ··"_~· __ ·_."'I"' .. I :IO_ .. 

-, 
~~ ..... , ...".._ ",.d ........ )Om>b_ ... ~ ........... .... 

"" ....... " _. 
~-, -, 

0>0, .. .,."" , (poi ) 

•• ~ •• ~ •• ~ 

"''''''_1 71" ~ 2A 07 .. H--' "--' ~ :tl "'-l ~ U = .U 7U ~ U .=. ..... ~ 1-" ~ .U ",, ~ U = .~ U2 ~ '-' "'-7 ~ 11 -- "'-1 ~ ~ ~ .U ~ .U = .~ -"-1 ~ :u ",,-l ~ U 

~. '-'HU U . U 1--' ~ 1J) ,.. ~ ... l:tl ~1J) = ~ U 
_ -lO 11U_7 ("-' ~ '--') ('-7 ~ U) O . U (dJ17 U_7) U . U 
~ nU_7 l"-' ~ lA (7_7 ~ '-") 1'--' ~ 1-' 7.:2~ U lU ~ U 

•• , ... ~ , .. ~ .U , ... ~ U ,,--' ~ 1J) 11:2 U_-" -"'" ~ :t7 

m. (U U __ :2) ("' ~ :U) 1-' ~ '-' UU .. :t7 ~ U :U ~ '-' 

~~"""",,_, l.' ''' ' '' ''''' ... _,......,. •. '''"..., .... "",",odwi" . """"""-¡'" _" v~ ........... , ~ "' (. _', v~ ...... --;-.. .. -.. ........ ~ .. _--
1- ) 

Id) 

If) 

(b) (e) 
Control 

Compound 1 

.. - 1.0 
.j; ~ 
.. - o., 
•'0' •• 

Compound 3 

Compound 1 Wash 

1-) 

Ig) 

CompoYnd 2 

~ "E ... 
; . 
.!!!:: u ., 
a:: o u 

u 

.... 
Volta--ge (m V) 

" 

•• 
••• 

...... d' •• ·t-.. ~" --',.. .. • .... 1 .. • o., 
Voltage (rnVI 

.... .. c.r.o.t.r ... _...rm"u.'_'._"''''''''P'~_ ... _ .......... -.. ... ,u., ............ _.,.(_""--., ..... ,,,, (.) . od ... ''_(, ) oI 
,..,.... .. , (_ ,...)_ ............ w ... ""ood .............. ..- (i ...... , ........ , - v .... _ .. ;0 . """" (un""-- ....... , ...-. (a"-'¡ .. d ..... _ 
( __ .. ,oI"'P'~_, ("", .... )" (d)l (., l (~ .od "',... .............. ( ... . , v~"" ..... _ . lI' (o _', 
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,rudio< ¡"dic.>~.h.>.TMK_' «>ntrib.-.o,pproxim.-Iy lM,nd 
T~· 3 ~ip-. botw..., 4O..,d 60:1: ollK<o cu,,,,n' (O. 1h 
.. . l. 2004 : H.., .. . l. 2002l w"'n bo.h "~ ~XP'~'" h~ 
d~n,ity (7 10 8 · DIV olCGN e"'_nl ~ hderodi"",tie eh.Mln~1 
h..I • • Iso b<rn du, ..... ..-iz<d . nd it eootrillu .... 10 4 41: ol IK><> 
e",,,,n' on OCN e"'ru~ b, 1· 3 DIV ( I(.¡", .. . l , 2OO3l bu. i. i> 
. Iso p<lMit>1r its pr~""""" .. 110 8 DIV. So. inhibitioo by e<lm
pooOO, I ..,d 3 ro ... d br p,rio"'n.i .. lyo .... "TMK dun"," 00 .h~ 
IK><> cu,,,,nt 

On.", o,''', h.Mld. =:oo:Ii",.o tt~ , ... ull> in oocyt<'> (~Ir 1). 
i'_' ~xpect<d 1= inhit>itioo byro"'P""nd2 in CGN: _'. it 
w~, .h~ mas' ~ 00 lK<o cu,,,,nt ,uW'.i", . p<lMit>1r inhibO
ti"" o .... " "'''', I~.t eh.Ml",,'" Th< p""""'" .. ""n", tipl> ol 
. ooth~, .(JM{2P K·..,h.Ml",," h..I, br<n ,~port<d in CGN: l'NIK· l 
THIK· ¡ T1tEK-2 . nd K(NI(· l ... hip: TIlAAK. TWJI(·l. T1tEK-1 . nd 
KCNK·S ... _ ~I ol ... pr....,.;"" ,:~,irl .. . L 2002: M.n hir 
.. . l. 2003l S .. om¡. TIUJ(·2..,d ~·S ~ beoon functioruilly 
e h.J ,,,,,,,,ti,,,d . nd e""tri but<d 10 . b<o:t 101. 00 401: on K><> CUIT~nt. 
, ... pect~Iy (C_n .. ". 2004 : H.ln .. ... 2002l 

'" p,~vio",1y mrntiooftl .~ TASK dun",," >ftrn .... 10 br 
illVtllwd in K .... ~""oo~nt ",,11 d~.th ol CGN (Llutitzrn .. . L 
2D!B l Si""" DP" w<n lK<o culTe" inhibiton.. it _, "..nd ... 
101)' 10 "" ..... '" .h";, efIect "" '''';0, n",,,,,,,, in . poprotic cir· 
e..",une",,- Th~ mod;" ....,'" ~xpIolM . ) 1G's. .. e",,_ ol 
e<ll vi.l~ilitl' ~) KS . nd e) Su. .. imum"" ol ' popro,i> by K'· 
d~"""d~n. o, 1lOO.j( ·.d~""OO~nt mrduni>m. """",'~Iy 

(.) 
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