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RESUMEN

Los canales ionicos 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), estan involucrados en la
muerte celular programada o apoptosis. El canal TASK-3 se encuentra sobreexpresado en
algunas células cancerigenas en otros tejidos. La corriente TASK es regulada por
hormonas, neurotransmisores, anestésicos y cationes divalentes, quienes no son
moduladores selectivos. Recientemente, durante la realizacion de este proyecto, se
encontraron algunos compuestos organicos que inhiben la corriente TASK selectivamente.
Con el propésito de encontrar otro tipo de moduladores, cinco derivados dihidropirrolo[2,1-
aJisoquinolina (DPI), cuatro de ellos con actividad anticancerigena putativa, se evaluaron
sobre las corrientes de los canales hTASK-1, rTASK-3 y el heterodimero (hTASK-
1/rTASK-3). Las pirroloisoquinolinas 1, 2 y 3 mostraron actividad inhibitoria con una
1C50<320 pM sobre la corriente de los canales hTASK-1 y rTASK-3; y actividad
intermedia en el canal heterodimérico (hnTASK-1/rTASK-3). A una concentracion de 500
UM los compuestos activos (1-3) practicamente no presentaron efecto significativo sobre la
corriente de otros canales de K*: Shaker IR, hergl y hKir2.1; sin embargo, se observé una
inhibiciéon moderada sobre la corriente de mMTREK-1 y hSLO1. Todos los canales se
expresaron heterélogamente en ovocitos de Xenopus laevis. En NGC de rata los
compuestos (1-3) a 500 pM, disminuyeron entre 39-66% la corriente basal (IKso), donde se
ha reportado que los canales TASK contribuyen con méas del 50%. Finalmente, en estas
mismas neuronas, de los tres compuestos activos solo el derivado 1 mostrd proteccion
significativa (~26%) contra la muerte celular programada inducida por concentracion baja
de K* (5 mM). Estos resultados sugieren que estas pirroloisoquinolinas son potenciales
candidatos para el disefio 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 I1Csp <320 p M on hTASK-1 and rTASK-3, intermediate activity on hTASK-
1/rTASK-3 heterodimer, moderate effect over hSLO1 and mTREK-1 (500 uM), and
practically no inhibition on Shaker IR, hergl and hKir2.1 potassium channels, when they
were expressed heterologously in Xenopus laevis oocytes. In rat CGN, 500 uM 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. INTRODUCCION

1. 1. Canales idnicos de K* (4TM/2P)

Los canales iénicos son proteinas 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 idnica existen varias familias de canales, por ejemplo a CI, Ca?*, H*, Na" y K*.
Los canales selectivos a K* han sido los mas estudiados, presentan gran diversidad en
cuanto a mecanismo de compuerta, propiedades conductoras y farmacoldgicas. Estos se
clasifican de acuerdo a la topologia que presenta la subunidad o formadora del poro, que
toma en cuenta tanto el nimero de regiones transmembranales (TM), asi como los dominios

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

Figura 1.1. Clasificacion y relacion filogenética de los canales de K* en vertebrados. Genes
conocidos de canales de K* se clasifican con base en su topologia transmembranal y secuencia primaria. Se
presenta s6lo un miembro por cada subfamilia. Las ramificaciones representan la relacion evolutiva. Figura
tomada y modificada del Hille, 2001 [3].
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Hace poco mas de quince afios, se identificaron canales de K* cuya subunidad
o presenta cuatro segmentos transmembranales y dos dominios formadores del poro
(4TM/2P) [4] (fig. 1.2). Se demostro que estos canales se ensamblan como dimeros [5], en
contraste con los otros canales de K* cuya cadena polipeptidica contiene un sélo dominio

formador del poro y forman tetrameros.

P1 P2

Extracelular

QP B0 OO0 10 IO0000OOOO

o

™
M

™3

™4

OO B0 000 100 1000686

| Intracelular
—— O/

Figura 1.2. Organizacion topologica de un canal de K* 4TMJ/2P. Los segmentos
transmembranales se representan por los cilindros azules (TM1-4) y los dominios formadores del poro se
representan como P1y P2. Las extremidades terminales se encuentran indicadas como N y C. La topologia no
se dibujo a escala y se presenta s6lo una subunidad del dimero funcional. Figura tomada y modificada de
Swartz, 2004 [6].

Hasta la fecha en mamiferos existen quince miembros de esta subfamilia y se le
conoce como KCNK [7]. El primer miembro caracterizado se nombré TWIK-1 (KCNK1)
por sus siglas en inglés (Tandem of P domains in a Weak Inwark rectifying K* channel)
[8]. Este y los demas miembros se han clasificado en seis grupos, con base en su secuencia
primaria, propiedades electrofisioldgicas y regulatorias [7] (fig. 1.3). Estos canales de K*
muestran una compleja regulacion por estimulos fisicos y quimicos, que incluye tension
membranal, temperatura, sensibilidad al oxigeno, cambios en la presion osmotica y pH
intra o extracelular. Algunos de ellos se modulan intracelularmente por segundos

mensajeros y/o neurotransmisores, acidos grasos libres y anestésicos [7].
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Figura 1.3. Arbol 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 siteméaticos (HUGO). KCNKS,
KCNK11 y KCNK14 no existen. Figura tomada y modificada de Enyedi y Czirjak, 2010 [7].

Los canales de K" 4TM/2P estan 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
heter6logos, donde presentan corrientes rectificadoras débiles selectivas a K™ de activacion
rapida, 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 concentracion de protones en el medio extracelular (pHe), especialmente cerca
del intervalo fisiologico: TASK-1 (KCNK3) [9], TASK-3 (KCNK9) [11] y TASK-5
(KCNK15) [12] (TWIK-related Acid-Sensitive K* channel). Entre los canales TASK
presentan mas 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 heter6logamente, a pesar de que su
ARNmM es abundante en varios tejidos [7], [12], [13]. Sin embargo, TASK-1 y TASK-3
forman heterodimeros funcionales al coinyectarse en ovocitos de Xenopus laevis [14]. Por
lo cual, en este proyecto se trabajo 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 heterdloga [9], [11], [15], [16]. Estos canales se
expresan en varios 6rganos: placenta, piel, Gtero, pancreas, corazén, rifidn, higado, pulmon,
colon, estdmago, bazo, intestino delgado, testiculo, prostata, muasculo 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 mas 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 estd sobreexpresado en tejidos cancerosos de mama,
pulmén [30], colon [31], piel [32], [33], tracto gastrointestinal [34] y ovario [35];
desempefiando un papel importante como un poderoso oncogén [30], [36]. Ademas, estas
proteinas estan involucradas en hipertensién [37], arritmias cardiacas [38], inflamacion
[39], isquemia [40] y epilepsia [41], entre otras.

Los canales TASK son insensibles a los tipicos blogueadores de canales de K* como
Cs", tetraetilamonio (TEA®) y 4-aminopiridina (4-AP) [9], [11], [21], [37]. Sin embargo,
estas proteinas son activadas por los anestésicos halotano e isoflurano [42], [43], [44]. Se
inhiben indirectamente por receptores de proteinas G del subtipo ag/11 [11], [45] a través
de varias moléculas como neurotransmisores [15], [46], [47], [48], alcaloides [29] ¥y
hormonas [37], [44], [46]. Ademas son inhibidos directamente por cationes divalentes [11],
[49], [50], [51], anestésicos (lidocaina, bupivacaina, mepivacaina, tetracaina, 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 Zn®** [25] son bloqueadores del canal TASK-3 que
practicamente no presentan efecto sobre TASK-1 o el heterodimero TASK-1/TASK-3, por
lo que se utilizan comiUnmente para discernir la corriente entre estas proteinas. Ningun
compuesto mencionado hasta el momento es selectivo para los canales TASK, ya que
también modulan otros canales ionicos. Sin embargo, recientemente se reportaron
inhibidores selectivos para el canal TASK-1: A293 [60], A1899 [61] y ML365 [62]; vy 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 funcion, estructura, purificacion y localizacion
de los canales idnicos se ha elucidado a partir de la interaccion con compuestos selectivos.
Entre las fuentes diversas se pueden citar: veneno de animales ponzofiosos (toxinas),
compuestos sintéticos (organicos e inorganicos) o productos naturales extraidos de plantas
(alcaloides). Estos ultimos, que presentan un esqueleto de pirroloisoquinolina, son
abundantes en la naturaleza y exhiben actividad bioldgica interesante como relajantes
musculares, antiarritmicos, antihipertensivos [65], antivirales [66], antisicGticos [67], [68],
[69], antidepresivos [70], [71], anticancerigenos [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 estomago [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 quimica del sistema dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina (b). Estructura quimica del alcaloide
Crispina A (c). Estructura quimica del alcaloide Crispina B (d).

El alcaloide crispina B tiene gran relevancia ya que presenta actividad citotoxica
contra las lineas celulares cancerigenas de epitelio (HeLa, KB) y de ovario (SKOV3) [73].
Esto motivo a varios grupos de investigacion a sintetizar compuestos organicos nuevos que,
inspirados en sus precursores naturales, aumenten su respuesta farmacoldgica y selectividad
con la finalidad de reducir efectos secundarios, como nauseas, fatiga, fiebre, insomnio,
dafio hepatico y renal, entre otros [75], [76], [77], [78]. Asi, la sintesis de derivados
pirrolosioquinolina, ha desempefiado un papel importante en el desarrollo de nuevos
farmacos como posibles agentes anticancerigenos [79], [80], [81], [82], [83]. Hasta la fecha,
la actividad de este tipo de compuestos no se ha evaluado sobre la corriente de canales

iGnicos.
1.4 Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada de gran importancia en varios
procesos bioldgicos que incluyen el desarrollo embrionario, el envejecimiento, la

metamorfosis y, en general, el mantenimiento homeostatico de poblaciones celulares en los
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tejidos de organismos [84]. También involucra la perdida de células patol6gicas despues de
un estimulo quimico, fisico, ambiental o genético [85], [86]. La apoptosis se definid
originalmente por sus caracteristicas morfologicas y bioquimicas que incluyen
encogimiento celular, condensacién de la cromatina, vacuolizacion del citoplasma, pérdida
en la estructura de la membrana plasmatica, fragmentacion nuclear, formacion de cuerpos
apoptoticos y fagocitosis, entre otros [87], [88], [89], [90], [91] (fig. 1.5).
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Figura 1.5. Cambios morfolégicos y bioquimicos durante la apoptosis. @ Existen una gran
variedad de estimulos y condiciones tanto fisiol6gicas como patoldgicas que producen apoptosis. La apoptosis
se inicia por sefiales procedentes de dos mecanismos fundamentales: el mecanismo intrinseco o via
mitocondrial y @ el mecanismo extrinseco o via asociada a un receptor de muerte. Estas vias se inducen por
distintos estimulos y participan distintos grupos de proteinas, aunque existe cierta comunicacién entre ellas y
convergen en la activacion de caspasas. @ Durante el proceso apoptético ocurren cambios morfoldgicos y
moleculares como: encogimiento celular, activacién de caspasas, condensacion de la cromatina,
fragmentacion del ADN por accién de endonucleasas, pérdida en la estructura de la membrana citoplasmatica,
vacuolizacion del citoplasma, @ formacion de cuerpos apotdticos y fagocitosis. Figura tomada y modificada
de Kumar, 2008 [92].

1.4.1. Muerte apoptotica dependiente de K*

La regulacion de la apoptosis, tanto a nivel molecular como subcelular, se ha
estudiado extensamente e involucra de manera general la liberacién del citocromo c de la
mitocondria, formacién del apoptosoma, participacién de varias caspasas y modulacion de
genes de la familia bcl-2 [93], [94], [95], [96], [97]. Sin embargo, recientemente se ha
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estudiado también la regulacién ionica en la apoptosis por varios grupos de investigacion
que han establecido un nuevo concepto, donde ésta también se controla por la homeostasis
ionica celular, particularmente la del ion 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 algln estimulo apoptético que activa varios canales idnicos de K™ y/o receptores
ionotropicos de glutamato, posiblemente mediante una sefial en el sistema de transduccion,
como cambios en los estados de fosforilacion. Asi, un aumento en la conductancia de K*
hiperpolariza el potencial de membrana y posteriormente reduce el volumen celular. Este
altimo, es un evento temprano en la apotésis que se conoce como Decremento Apoptético
del Volumen (AVD), debido a la salida no solo de K*, sino también de CI" y agua de la
célula. Posteriormente, en la mitocondrial ocurre la situacion inversa, entrada de K* y agua
a través de la membrana mitocondrial, que provoca depolarizacion e hinchamiento. Estos
procesos apoptéticos son regulados por las proteinas Bcl-2 y Bid. El dafio mitocondrial
genera especies reactivas de oxigeno (ROS) y deficiencia en la produccidn energética, que
consecuentemente bloquea a la ATPasa-Na'/K", esto ocasiona un deterioro celular por la
salida excesiva de K*, disminucion en el volumen celular y depolarizacion de la membrana
plasmética. Asi, bajo una condicién energética desfavorable (nivel minimo en la relacion
ADP/ATP), la mitocondria libera citocromo ¢ y Apaf-1 que forman el apoptosoma y
posterior liberacion de la procaspasa-9. También, con una disminucion considerable en la
concentracion intracelular de K* (50 mM) se activan endonucleasas y caspasas (caspasa-3).
Finalmente, el dafio al ADN y el colapso nuclear lleva a la muerte apoptotica [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 masculo liso [112], HERG en células tumorales [113]; activados por calcio:
SLO1 (maxi-K) en musculo liso y en células vasculares de rata y humano [100], el canal
IKCal en linfocitos T [114]; rectificadores entrantes: Kirl.1 (ROMK1) en neuronas del
hipocampo [115], sensibles a ATP (Katp) en miocitos cardiaco y células COS-1 [116]; vy
los canales de 4TM/2P: la familia TASK en cultivos de neuronas granulares del cerebelo
(NGC) de rata [28].
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Figura 1.6. Eventos cronoldgicos asociados con la regulacion del K* en la apoptosis. Una salida
excesiva de K* y consecuente reduccion en la concentracion de K™ intracelular ([K'];) son eventos tempranos
en la apoptosis de agunos tipos de células. Inicialmente, la alteracion en la homeostasis de K* es mediada por
la sobreactivacion de canales de K* y/o receptores ionotrépicos de glutamato, y posteriormente acompariada
por la disfuncion de la ATPasa-Na’/K". Fisioldgica [K']; actua como un represor de efectores apoptéticos. Sin
embargo, la perdida excesiva de K" celular sirve como sefial de ejecucion del programa suicida por la
activacion de eventos claves en la cascada apoptotica (activaciéon de caspasas, liberacion de citocromo ¢ y
activacion 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 sinapticas 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 dias de
nacimiento) mueren por apoptosis cuando se cultivan en un medio con concentracion
fisiologica de K”, después del 5° dia 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) asi como en presencia de bloqueadores de canales de K*, que depolarizan la

20



membrana celular y promueven la supervivencia neuronal in vitro [105], [117], [120],
[121], [123], [124], [125], [126], [127].

En la primera fotografia de la figura 1.7a se presentan NGC cultivadas durante 6
dias en un medio K25 (25 mM K*). Las neuronas Se encuentran vivas con sus
caracteristicas morfologicas intactas (cuerpos celulares redondos y una compleja red de
neuritas). Las siguientes tres fotografias corresponden a cultivos a los que se les incuba en
medio K5 (5 mM K™) por 8, 24y 72 h, donde se pierde la morfologia 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 condensacion nuclear, las neuritas estan
fragmentadas y su densidad disminuye, la presencia de vacuolas y fragmentacion celular es
mas notable. A las 48 h la fragmentacion 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 apoptética, por bajo K*, se utiliza cominmente a nivel

mundial para el estudio de este mecanismo.
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Figura 1.7. Muerte celular programada dependiente de K™ en NGC de rata. A) Micrografias de
contraste de fase muestran neuronas granulares del cerebelo mantenidas por 6 dias 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 pm.
B) Curso temporal de la muerte celular por bajo K* (5 mM). EIl nimero de neuronas viables se determiné con
la tincion de diacetato de fluoresceina. Las células control fueron cambiadas a un medio con 25 mM K por
24 h. Los datos se expresan como promedio + desviacidn estdndar 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 identificé la existencia de una nueva familia de canales de K* con dos
dominios de poro (2P) en la levadura Saccharomyces cerevisiae [4]. Al afio 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 polipeptidica. Ese mismo afio en mamiferos se clon6 uno de
estos canales al que se le llam6 TWIK-1 (Tandem 2P domain, Weak Inward rectifier K*
Channel), ampliamente distribuido en diferentes tejidos y abundante en corazon y cerebro
[8]. Se demostrd que estas proteinas se ensamblan como dimeros [5], en contraste con los
otros canales de K™ cuya cadena polipeptidica contiene un solo dominio formador del poro
y forman tetrdmeros. Duprat y colaboradores clonaron un canal similar a TWIK-1 pero
dependiente del pHe al que se le llamé TASK-1 (TWIK related Acid Sensitive K* Channel)
[9]. Posteriormente de cerebelo de rata se clon6 a TASK-3 [11], que presentd 54% de
identidad con TASK-1. Los TASK son canales basales selectivos a iones K, rectificadores
salientes, que practicamente 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 pH. acido y no se afecta por los tipicos bloqueadores de canales de K* como 4-
AP y TEA" [28], [29], [129]. La amplitud de esta corriente aumenta gradualmente en
funcidn de los dias 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 proteinas presentan un bajo
nivel de actividad los primeros dias en cultivo, pero comienza a aumentar a partir del 5°
DIV, sobretodo para el canal TASK-3 [26]. Asi, de 7 a 8 DIV contribuyen con mas del 50%
en la corriente basal 1Kso de las NGC [24], [25], [26], [28], [29] (fig. 2.1).
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Figura 2.1. Contribucién en la corriente 1Kso y expresion de los canales TASK en las NGC. (a)
La corriente IKso se registré con la técnica de patch clamp en la configuracion de célula completa. El pico de
corriente se determin6 a 0 mV. (b) Aproximadamente 40 parches por dia 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
determiné por la técnica de patch clamp en la configuracién de célula unida. (a) y (b) Células de 1 a 10 dias
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 + desviacion estandar (n=35-42). Figura
tomada y modificada de Han et al., 2002 [26]. (c) Andlisis de la expresién de los canales TASK por PCR en
tiempo real. In vitro: NGC se aislaron del cerebelo de ratas de 7 dias de nacimiento y se cultivaron con 25
mM de K*. Los ARN mensajeros (ARNm) se extrajeron de 1, 3, 5y 8 DIV. In vivo: los ARNm se extrajeron
del cerebelo de ratas a diferentes dias postnatal del desarrollo. El nivel de expresion de las subunidades TASK
se normaliz6 al nivel de ciclofilina D, que permanece constante durante el desarrollo, tanto in vivo como in
vitro. Las lineas punteadas indican el nivel estandar de ciclofilina D. Figura tomada y modificada de
Lauritzen et al., 2003 [28].

Lauritzen y colaboradores [28] reportaron en estas neuronas la participacion de los
canales TASK en la muerte apoptética dependiente de K*. Con el modelo de muerte celular
por bajo K* observaron proteccion contra la apoptosis al tratar cultivos de NGC a valores
de pH é&cidos o adicién de rojo de rutenio (RR). Ademads, demostraron que la
sobreexpresion de los TASK en neuronas del hipocampo, que no presentan una corriente
basal 1Kso, induce apoptosis; lo que sugiere que el flujo de K™ al exterior se da a través de

estas proteinas. Interesantemente, TASK-3 se encuentra sobreexpresado de manera
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importante en células cancerigenas de cancer de mama, pulmén [30], colon [31], piel [32],
[33], tracto gastrointestinal [34] y ovario [35], comportandose como un poderoso oncogen
[30], [36]. Al suprimir la actividad de TASK-3 mediante su coexpresién con una mutante
puntual G95E (regidn del poro), se anulan sus funciones oncogénicas, como el crecimiento
y promocion 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 i6nicos. 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], asi como una serie de inhibidores selectivos basados en la estructura quimica
de una pirido[4,3-d]pirimidina [64].

Bajo esta perspectiva en el Instituto de Quimica de la UNAM el grupo de
investigacion del Dr. Roberto Martinez reportd la sintesis de derivados de
dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas y su actividad citotoxica contra algunas lineas celulares
de céncer: leucemia (K-562), sistema nervioso central (U-251), prostata (PC-3), colon
(HCT-15), mama (MCF-7) y pulmén (SKLU-1) [82]; donde se encuentra expresado el
canal TASK-3 [130]. Asi, 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 organicos que modifiquen selectivamente su actividad. El
desarrollo de farmacos que selectivamente afecten la actividad de estos canales seran de
gran valor para entender su funcion y podrian ser potencialmente Utiles como agentes

terapéuticos para detener la progresion del cancer y la muerte celular en ciertos tejidos.
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2.1. HIPOTESIS

Si los derivados organicos dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas presentan actividad
citotoxica contra varias lineas celulares de cancer, donde se expresa el canal TASK-3,
entonces, algunos de estos derivados seran moduladores selectivos para los canales TASK.

Se espera que los moduladores con actividad inhibitoria presenten también una

disminucion sobre la corriente 1Kso de la neuronas granulares del cerebelo, asi como

proteccion 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-1y TASK-3 expresados en ovocitos de Xenopus laevis.
* Determinar la selectividad de los compuestos activos hacia los canales TASK.

e Evaluar la actividad de los inhibidores sobre la corriente 1Kso de neuronas
granulares del cerebelo (NGC).

e Evaluar el efecto de los inhibidores en NGC bajo condiciones apoptdticas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Dihidropirrolo[2,1-a]isoquinilinas

Se evaluaron cinco compuestos organicos derivados del sistema dihidropirrolo[2,1-
alisoquinolina: 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-
alisoquinolina-1-carboxilato; 4, 8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2,1-
alisoquinolina-1-carboxilato y 5, 8,9-dimetoxi-3-metil-2-fenil-5,6-dihidropirrolo[2,1-
aJisoquinolina-1-carboxilato (Ver estructuras tabla 4.1). La identidad y pureza de los
compuestos organicos se determind por técnicas de cromatografia en capa fina,
cristalografia de rayos-X, espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia de masas y
resonancia magnética nuclear [82]. Se prepararon soluciones de los compuestos a una
concentracion de 28 mM en etanol. Las diferentes cantidades de etanol (0.3-1.8% v/v),
tanto en los ensayos electrofisiol6gicos como en la apoptosis, se tomaron cuidadosamente
en consideracion como control. El efecto del etanol sobre la corriente de los registros
electrofisioldgicos se compenso sustrayendo o adicionando el porcentaje de activacion o de
inhibicion, respectivamente (Apéndice ).

3.2. Preparacion de ovocitos y expresion heterologa

Los ARN mensajeros (ARNm) de los canales de K" hTASK-1, rTASK-3,
MTREK-1, hSLO1, Shaker IR (Shaker E sin la inactivacion tipo A), hergl y hKir2.1 se
sintetizaron in vitro, a partir de los pldsmidos linearizados, con la enzima T7 ARN
polimerasa del kit mMessage mMachine (Ambion, Cat. No. 1344). Los ovocitos se
obtuvieron mediante ovariectomia de ranas africanas de la especie Xenopus laevis [131].
Estas se anestesiaron sumergiéndolas en agua con hielo por 20 min, se les coloc6 en una
cama de hielo y se les cubrio con el mismo a excepcién del abdomen. Posteriormente, se
realizd una incisién (~1.5 cm) en la parte baja del abdomen y uno o dos I6bulos ovéricos se

extrajeron quirdrgicamente. Las ranas se suturaron y se aislaron para su recuperacion. Los
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ovarios se disgregaron mecanicamente con pinzas de diseccién (Fine Science Tools,
Dumont No. 55) hasta formar pequefios cimulos de 3 a 5 ovocitos y se incubaron por 30
min en el medio OR2, libre de Ca?* ([mM]: 82.5 NaCl, 2 KCI, 1 MgCly, 5 HEPES: pH 7.4
naoH) €N 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 KCI, 1 MgCl,, 1.8 CaCl,, 5 HEPES: pH 7.4 naon) Y S€ mantuvieron en una
incubadora (Revolutionary Science, RSIF-201) en el medio suplementado con 50 pg/mL de
gentamicina (Genkova), a 18 °C. Este ultimo se cambio diariamente. Un dia después de la
desfoliculacién, varios ovocitos de las etapas V-VI se seleccionaron para la inyeccion de
~50 nL de los diferentes ARNm (2-20 ng). Para la coexpresion de hTASK-1/rTASK-3, se
prepar6 una solucion de ARNm en una relacion de 5:1. La presencia del heterodimero se
verificd farmacol6gicamente por el porcentaje de inhibicion con rojo de rutenio (RR),
etanol y sensibilidad al pH. [14] (Apéndice I1). Se utilizaron capilares de vidrio (VWR
International, Cat. No. 53508-400) previamente estirados (Sutter Instrument Co., Mod. P-
2000) y llenados con una solucién de aceite mineral (Sigma, CAS 8042-47-5), que se
utilizé para sellar el capilar del aire y visualizar la pequefia cantidad de ARNm (1.5 pL); 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 (hnTASK-1), la Dra. Janet Murbartian (nNTREK-1) y la Dra. Ligia Toro
(Shaker IR, hergl, hSLO1 y hKir2.1). La clona de rTASK-3 se clond durante mis estudios
de maestria [132]. El canal mTREK-1 se subclond a partir de la clona mMTREK-pRKS5 [133]
en el vector de expresion pGEM-T (Promega, Cat. No. A3600), de acuerdo al protocolo
establecido por el fabricante. La construccion se secuencid para confirmar el marco abierto
de lectura (ORF) correcto, verificar la identidad de la secuencia y la orientacion (promotor
T7, rio arriba al amino terminal) (Apéndice I11).

Todos los animales utilizados en el presente estudio se manejaron de acuerdo con
los estandares aceptados en el cuidado y procedimientos aprobados por el Comité local de
Investigacion y Etica de la Facultad de Quimica de la UNAM. Se hizo lo posible por

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

Todos los ensayos electrofisioldgicos en ovocitos se realizaron con la técnica de
fijacion 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 adquisicion 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 automatico. Los capilares se
llenaron con una solucién conductora de KCI (3 M) y se les insert6 un alambre de
Ag®AgCl. Unicamente se emplearon aquellos capilares cuya resistencia fuera de 0.3 a 0.5
MQ para el electrodo de la corriente y 0.8 a 1.2 MQ 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 version 10.1,
Microsoft Excel version XP y Origin 6.0. Las células se observaron a través de un
microscopio estereoscopico (Nikon, SMZ2T) con una magnificacion de 40X y los capilares
se manejaron con micromanipuladores (WPI, M3301). Para el registro de las corrientes se
empled 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 hergl; 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,
hergl, (240 ms); con incrementos o decrementos de potencial de membrana de 20 mV. Se
impuso un prepulso a -100 mV para el canal hergl. Los ovocitos se registraron en una
camara (280 pL) con ND-96 0 ND-96moificado (5 MM K™ para hergl y 90 mM K" para
hKir2.1, se remplazd 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 condicion 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 dias de
nacimiento y las células se disociaron con tripsina y ADNasa (Sigma-Aldrich), se
sembraron en cajas de plastico a una densidad de 2x10* células/cm® o cajas con
cubreobjetos a una densidad de 8x10 células/cm?, previamente cubiertas con poly-L-lisina
(5 pg/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 KCI, 50 U/mL de
penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina (GIBCO). Este medio se refiere como K25 y
corresponde a una condicion control. Los cultivos se incubaron a 37 °C en una atmosfera
saturada con vapor de agua, con 5% de CO,. Para evitar la presencia de células no
neuronales se adiciond citosina arabinésida (10 uM, Sigma-Aldrich) 24 h después de

sembrar las NGC.

3.5. Registros de la corriente 1Kso en las NGC

La corriente basal (1IKso) de las NGC se registro mediante la técnica de patch clamp
en la configuracion 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 adquisicion 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
MQ. Los capilares se llenaron con una solucién interna (mM): 139 KCI, 5 MgCl,, 0.1
EGTA, 3 ATP, 0.3 GTP, 5 HEPES, pH 7.2 kon Y una solucién externa (mM): 130 NaCl, 2
KCI, 2 MgCl,, 0.5 CaCl,, 5 glucosa, 10 TEACI, 3 4-AP, 10 HEPES, pH 7.4 naon. Las
celulas se registraron con un potencial de mantenimiento de -80 mV y se les aplicd 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 °C. El control positivo RR (10 uM) y los compuestos organicos mas activos (500 uM)
se aplicaron directamente a la camara de registro.

Este estudio se realizo en el laboratorio de Neuropatologia Molecular del Dr. Juan
Carlos Gomora Martinez en el Instituto de Fisiologia de la UNAM, con la ayuda y asesoria
del QFB. Osbaldo Lépez.

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
adicion de estaurosporina (Sts, 1 uM) o transfiriéndolas a un medio que contiene 5 mM de
KCI (K5) [117], [122], [137]. Posteriormente, en cada condicion experimental (K25, K5,
Sts) se adicionaron los compuestos organicos activos (10, 50, 100, 250 y 500 uM) asi como
RR (5 y 10 uM). La viabilidad celular se cuantificé por la doble tincion de calceina (0.5
UM, Molecular Probes C-1430) y de yoduro de propidio (IP, 2 uM, Sigma, P-4170) durante
10 min a 37 °C, 24 h después del tratamiento con o sin induccién de apoptosis. Las
neuronas viables se marcaron de color verde con la calceina 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 deteccién de fluoresceina y
rodamina con un objetivo de fluorescencia 20X (Nikon), a una longitud de onda de
excitacion y de emision de 485 y 520 nm, respectivamente. Ademas, se utilizd microscopia
de contraste de fase para determinar el nimero total de células. Para la cuantificacion de las
celulas viables se escogieron tres campos aleatoriamente por experimento y se utilizo el
programa ImagenJ para contar el nimero de células presentes en campo claro, calceina y
IP. Se graficd el porcentaje de células positivas a calceina o IP con respecto al total para
cada condicién experimental.

Tanto los cultivos como los ensayos de viabilidad de las NGC se realizaron en el
laboratorio de Neurodesarrollo y Fisiologia del Dr. Julio Moran Andrade en el Instituto de
Fisiologia de la UNAM, con la ayuda y asesoria de la M. en C. Guadalupe Dominguez y la

Dra. Berenice Hernandez.
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3.7. Andlisis estadistico

Los datos se expresan como el promedio + error estandar. La significancia
estadistica de los resultados se establecié a p < 0.05 y se determind por un analisis de
varianza (ANOVA). En las gréficas donde las barras de error no se observan, se debe a que
son mas pequefias que el tamafio de los simbolos. Las curvas dosis-respuesta se ajustaron a
una ecuacion de Hill con la forma: y = 1/[1 + (c/ky2)"] (Origin 6.0; OriginLab Corp.), ¢ es
la concentracion, ki, es la concentracion donde ocurre la mitad de la méxima inhibicion y n

es el coeficiente de Hill.
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4. RESULTADOS

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

Una serie de experimentos control con el vehiculo (etanol) se realizaron antes de la
evaluacion de las dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas (DPIs) 1-5 en todos los ensayos
electrofisioldgicos, asi como en los de viabilidad celular en las NGC (Apéndice I). Las
corrientes enddgenas de ovocitos control fueron pequefias (<0.7 pA) (fig. 4.1a),
comparadas con las de los ovocitos inyectados con ARNm de los canales de K" estudiados
(>4 pA) (fig. 4.1b, 4.1c y Apéndice 1V), por lo que no se realiz6 compensacién 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 concentracion extracelular
de 2 mM de K* ([K']e). Estas corrientes estables presentaron una activacion rapida tal y
como se encuentra descrito en la literatura [9], [23].

Figura 4.1. Expresion del ARNm de los canales TASK. Registro representativos de las corrientes
generadas por ovocitos control inyectados con H,O (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 pM), cuatro de ellos con actividad
anticancerigena (compuestos 2 al 5, tabla 4.1) [82], se evaluaron sobre las corrientes de los
canales rTASK-1 y hTASK-3. Se observo disminucion 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

cambid, lo que sugiere que éstos podrian 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 inhibicion.

S
MeO ! N\ Me
MeO
hTASK-1 rTASK-3
Compuesto R! R? Inhibicién (%)

1 CN CoHs 27.8+2.4 ) 45510 )
2 CO,Et CaHsS 51.5¢2.1 ©6) 13.4+1.4 )
4 CO,Et H 13.743.6 ©) 9.4+3.2 ©)
5 CO,Et CeHs 20.0+5.8 ©) 6.5:2.9 ©)

Tabla 4.1. Estructura quimica de los compuestos orgénicos derivados del sistema
dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina y el porcentaje de inhibicién sobre la corriente de hTASK-1 y

rTASK-3. R' y R? son sustituyentes del sistema DPI. Se muestra el porcentaje de inhibicién, a un potencial
de +80 mV, de las corrientes de hTASK-1 y rTASK-3 en presencia de 100 pM de los compuestos. La
corriente de los canales se registré con el protocolo de pulsos ilustrado en la fig. 4.1. Los datos se expresan
como el promedio + error estandar. (Los nmeros entre paréntesis indican el nimero de ovocitos estudiados).

Las actividades mayores la presentaron el compuesto 1 sobre rTASK-3, el 2 en
hTASK-1 vy el 3 en ambos canales. Al evaluar los derivados mas activos (1-3) sobre las
corrientes de los ovocitos control, bajo las mismas condiciones experimentales, se observo
una reduccién minima. Los porcentajes de inhibicién de los derivados (100 uM) 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 considerd no significativo (fig. 4.3).
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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 pM de los compuestos organicos

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. Inhibicibn minima 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 uM de los compuestos orgénicos activos: 1 (b), 2 (c) y 3 (d).
Los ovocitos se estimularon con el protocolo de pulsos ilustrado en la figura.
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Con la finalidad de promediar y comparar los registros se utilizaron corrientes
relativas control (lrei-controt = 1/lsomv) Y corrientes relativas en presencia de las DIPS (lrel.op1 =
Iopi/ lrel-controt). La relacion I1-V de los canales TASK a baja [K']e, en ausencia o presencia de
100 uM de los compuestos activos, presentd la respuesta tipica de las corrientes salientes
con rectificacion. El potencial de inversion aproximadamente a -80 mV concordé con el
potencial de equilibrio del i6n K™ a bajas [K']e (fig. 4.4a y 4.4c). El porcentaje de
inhibicion, [(lrer-controi- Ire-op1)/Irer-controt] *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 ademas
los compuestos no presentan carga [82]. Posiblemente estos inhibidores interaccionen con
el vestibulo externo del canal, obstaculizando el flujo de K.
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1.0 ]
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Figura 4.4. La inhibicion de las pirroloisoquinolinas sobre la corriente TASK es independiente
del voltaje. Relacién 1-V para hTASK-1 (a) y rTASK-3 (c) en ausencia como control (cuadros) o en
presencia de 100 pM de los compuestos organicos: 1 (circulos), 2 (diamantes) 6 3 (triangulos grises).
Porcentaje de inhibicidn de los compuestos activos (100 uM), 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 estdndar (n=6-7).
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Posteriormente, se trazo la curva dosis-repuesta (0.3-500 uM) de los compuestos 1,
2 y 3, sobre las corrientes de los canales TASK (fig. 4.5). Las graficas se ajustaron a una
ecuacion de Hill, como se describe en la seccion Métodos. No fue posible evaluar los
compuestos a una concentracion mayor debido a su baja solubilidad en etanol. Los datos
del porcentaje de inhibicién mé&xima (% Inhmsx), concentracion inhibitoria al 50% (ICsp) Yy
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
reduccion en la corriente a diferentes concentraciones de los compuestos 1 (circulos), 2 (rombos) y 3
(tridngulos grises) (0.3, 1, 5, 50, 100, 500 pM), a un potencial de +80 mV. La inhibicién se ajusté a una
ecuacion de Hill (ver Métodos). Medio ND-96 a pH = 7.4. Los datos se expresan como el promedio + error
estandar (n=6-11).

hTASK-1 rTASK-3
Compuesto % Inhpmax ICs n % Inhpmax ICs n
(500 p™) (M) (500 p™) (HM)
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 83.548.7 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 inhibicion
méaxima (% Inhpsy), concentracion inhibitoria al 50% (ICsp) y el coeficiente de Hill (n) de los compuestos 1, 2
y 3, respecto a su inhibicion sobre la corriente de los canales hTASK-1 y rTASK-3. Los datos se expresan
como el promedio + error estandar (n=6-11). Valor no determinado (ND).

En la figura 4.6 se presenta el curso temporal de la relacion I/, (1o, 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/l, decrecieron rapidamente cuando se aplicaron a las

celulas 100 uM de las DPIs. Este efecto permanecié durante la presencia de los compuestos
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y se recuperd una fraccion de 1/1, rapidamente después de perfundir con medio ND-96. El
porcentaje de recuperacion de la corriente inicial de hTASK-1 fue del 64+3.6% para 2 y
58+2.3% para 3 (fig. 4.6a). En relacion a rTASK-3 los porcentajes fueron: 73+£5.9% para 1
y 71+£4.6% para 3 (fig 4.6b). Como control, se adicioné 30 uM de rojo de rutenio (RR)
sobre la corriente del canal rTASK-3, el cual presentd una inhibicion del 68.3+2.3 % vy el
porcentaje de recuperacion de la corriente inicial fue del 92.0+£1.6 % (fig 4.6¢). Esto podria
sugerir que los compuestos organicos no se disocian completamente y/o se acumulan en la
membrana de los ovocitos, aunque son necesarios experimentos adicionales para corroborar

estas hipotesis.
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Figura 4.6. Los compuestos activos presentan una disociacion incompleta del canal y/o
acumulacién en la membrana de los ovocitos. Curso temporal de inhibicion de la corriente de los canales
hTASK-1 (a) y rTASK-3 (b) en presencia de 100 pM de los compuestos 1 (circulos), 2 (rombos), 3
(tridngulos grises) y 30 uM de rojo de rutenio (RR) (cuadros) sobre la corriente de rTASK-3 (c). Las barras
indican la aplicacion extracelular de los compuestos. Cada punto de la gréafica 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 evalud sobre la corriente de canales de
K* con distinta topologia y caracteristicas biofisicas: activados por voltaje (6TM/1P),
Shaker IR (sin la inactivacion tipo A) y hergl (torreta grande entre 5TM-P con 43 aa);
(7TM/1P), hSLO1 (alta conductancia/modulado por Ca®"); e insensibles al voltaje:
(2TM/1P), hKir2.1 (rectificador entrante fuerte); (4TM/2P), heterodimero hTASK-
1/rTASK-3 y mTREK-1 (como canales de fuga). El Gltimo es interesante ya que también se
sobreexpresa en lineas celulares cancerigenas de ovario (SKOV-3 y OVCAR-3) [138] y
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préstata (PC3 y LNCaP) [139], y se coexpresa con los canales TASK en varios tejidos [7],
[140], [141]. Todas estas proteinas se expresaron en ovocitos de X. laevis y se aplicaron
protocolos adecuados de voltaje para evocar las corrientes idnicas empleando la técnica de
TEVC (ver Métodos).

El resumen de este estudio se presenta en la tabla 4.3, como el porcentaje de
disminucion de las corrientes en presencia de las DPIs. Los compuestos activos 1-3
inhibieron de manera importante a los canales TASK (100 uM) y hSLO1 (500 uM); y
ligeramente a los canales Shaker IR, hergl y hKir2.1 (500 uM). ElI compuesto 3 inhibid
significativamente al canal mTREK-1 (500 uM) (Registros: Apéndice 1V). Asi, las
pirroloisoquinolinas 1, 2 y 3 inhiben preferencialmente a los canales TASK a una
concentracion de 100 pM.

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3

Concentracion (UM)

Canales i6nicos 100 500 100 500 100 500
hTASK-1 27824  47.6+35 515+21  70.1+19  52.0+0.9 72.8+1.6
rTASK-3 45.5+1.0 60.0+2.6  13.4+14  23.3+2.0 43.2+1.1 54.7+3.1

hTASK-1/rTASK-3 24.1+2.9 43.4+58  452+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
hergl 2.9+0.7  10.3+2.4  (7.7#5.4) 135+19  7.2+14  13.8+18
hSLO1 10.4+1.4 242433  16.6+x1.9 415+3.0 13.2+0.2 25.4+2.7
hKir2.1 (1.6£0.2) NS 1.3+1.1 1.740.6 2.7+0.9 2.5+1.1

Tabla 4.3. Las pirroloisoquinolinas activas inhiben preferencialmente a los canales TASK a
una concentracion de 100 pM. Porcentaje de inhibicion de las corrientes de los canales de K™ expresados en
ovocitos Xenopus en presencia de 100 y 500 puM 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 estdndar (n=>5). Valor no significativo (NS). Los valores entre
paréntesis indican porcentaje de activacion, no de inhibicion.

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-1y
TASK-3 cuando se encuentran expresados a una densidad alta en NGC, contribuyen con
mas del 50% a la corriente 1Kso en cultivos de 7 a 8 dias in vitro [25], [26], [28], [29]. Por
este hecho, consideramos importante determinar el efecto de los derivados activos sobre
esta corriente nativa.

Para registrar mayoritariamente la corriente basal 1Kso de las neuronas granulares
del cerebelo se emplearon los tipicos 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 Ca?* [144]. La corriente de Na se observé en la mayoria de los registros
como se encuentra reportado en la literatura [144] (Apéndice V). Sin embargo, en los
registros (representativos) presentados en esta seccion de resultados no se aprecia esta
corriente entrante de Na*. La presencia de esta Gltima no afecta el analisis 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 configuracién de célula completa se emple6 para
registrar las corrientes 1Kso en presencia de 2 mM de K* extracelular. Estas se activan
rapidamente (fig. 4.7a), sin embargo en algunos registros se observé un componente
transitorio, el cual se identificé por su cinética rapida de activacion e inactivacién, que no
se remueve completamente por la 4-AP [144] (fig. 4.89). Este componente en la corriente
IKso se origina por la presencia de canales de K* de la familia K,4.x y se encuentra descrito
en la literatura [142].

Con el objeto de verificar la presencia del canal TASK-3 en la corriente 1Kso,
previo a la evaluacién de los compuestos activos, se utiliz6 como control 10 uM 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 concentracion el RR
inhibiria aproximadamente el 60% de la corriente del canal TASK-3 [49]. De facto la
corriente disminuyd 48+4.9%, y se recuperd hasta un 88.0+4.8% al lavar con el medio

(figura 4.7). Esto sugiere que la participacion del canal TASK-3 en la corriente nativa
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podria ser mayor al 50%, sin embargo el RR es un compuesto muy inespecifico 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 1Kso 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 uM 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 uM) inhibieron parcialmente la corriente 1Kso de las
NGC, sin cambiar sustancialmente su forma, incluso se remarc6 el componente transitorio
antes mencionado (fig. 4.8h). El porcentaje de inhibicion 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
recupero parcialmente. El porcentaje de recuperacion a +80 mV para el compuesto 1 fue de
77.8+4.1% (fig. 4.8¢c); para el 2, 61.84+3.7% (fig. 4.8f) y 68.35+4.2% para 3 (fig. 4.8i).
Este mismo porcentaje de recuperacion se observo en la corriente TASK expresada en
ovocitos (fig. 4.6). Nuevamente esto sugiere que los compuestos organicos no se disocian
completamente y/o se acumulan en la membrana de las NGC, pero son necesarios
experimentos adicionales para corroborar esta observacion.

En la figura 4.9 se presenta la relacién 1-V para la corriente 1Kso, en ausencia y
presencia de 500 uM de los compuestos activos y 10 UM de RR, en ella se muestra
rectificacion saliente y potencial de inversion similar al de equilibrio del i6n K* (~80mV a

una [K']e =2 mM) observada para los canales TASK expresados en ovocitos (fig. 4.4).

41



Estos resultados sugieren que estas pirroloisoquinolinas podrian seleccionar la contribucion

de los TASK dentro de esta corriente basal.

Figura 4.8. La corriente 1Kso 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 pM 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 corrientesa 0 mV.
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Figura 4.9. Relacion 1-V de la corriente 1Kso de las NGC en presencia los compuestos activos.
Curvas I-V en ausencia (control, cuadros), presencia (circulos) de 500 puM de los compuestos activos: 1 (a), 2
(b), 3 (c) y 10 uM de rojo de rutenio (RR, d); y lavado (tridngulos). La corriente 1Kso se registro6 al aplicar el
protocolo de pulsos ilustrado en la figura 4.8. Los datos se expresan como el promedio + error estandar (n=5).

4.4 Ensayos de viabilidad en NGC

En vista que los compuestos activos inhibieron la corriente 1Kso de las NGC y con
la finalidad de corroborar la participacion de los canales TASK en la muerte celular
programada de estas neuronas [28], se decidié 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, induccién a la apoptosis por baja
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concentracion de K*; y ¢) medio con estaurosporina (Sts), induccion 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 evalu6 en condiciones de
viabilidad celular (medio K25) (fig. 4.10). En las iméagenes de microscopia de cultivos
neuronales se observa a las células viables tefiidas en verde por la calceina y las células
muertas tefiidas en rojo por el yoduro de propidio (IP), en ausencia o presencia de las DPIs
activas (fig. 4.10a). En la gréafica de barras se presenta el porcentaje de muerte celular
(células marcadas con IP) con respecto al numero total de células presentes en la
microscopia 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 observé un gran
porcentaje de células viables tefiidas de verde (88.8+1.7) y un porcentaje pequefio de
células muertas en rojo (8.7+1.7). En presencia de los compuestos 1, 3 y RR practicamente
no se observan efectos nocivos por 24 h, permaneciendo similar al control. Aungue, el
compuesto 3 a una concentracion de 500 uM fue ligeramente téxico ya que provoco un
20.3+4.9 % de muerte celular. Sin embargo, el compuesto 2 fue altamente toxico en todas
las condiciones experimentales examinadas (K25, K5 y Sts). En presencia del compuesto 2
(500 uM) se observa un porcentaje menor (62.5+3.4) de células tefiidas de verde y un

porcentaje mayor (43.0£3.7) de células en rojo, a diferencia del control.

44



C;

CF Calceina 1P

= 100
=
- O ] **
= Dl 3
5w 8 b LIl
T m | H*
QO w G0-
it |
o U
= 40
3
) 1
> @
S 204
-
[a]
=0 . N
pad K25 250 500 250 500 250 =00 10 (LMD
1 2 3 RR
Compuestos

Figura 4.10. Efecto de las DPIs activas bajo condiciones de viabilidad celular (K25) en
neuronas granulares del cerebelo. Imagenes de microscopia de cultivos de NGC de 8 DIV: contraste de
fases (CF), tincién con calceina y yoduro de propidio (IP), en medio K25 en ausencia y presencia de los
compuestos 1, 2, 3 (500 uM) y RR (10 pM) (a). En la gréfica 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
UM) y RR (10 pM) (b). Se muestra el error estandar (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:

Calceina IP
(%) (%)
K25 88.8+1.7 8.7+1.7
Compuesto 1
(UM)
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 11.742.2

Tabla 4.4. El compuesto 1 no presenta efectos toxicos a las NGC bajo condiciones de viabilidad
celular (K25). Porcentaje de células positivas a calceina y a yoduro de propidio (IP), en medio K25. Los
datos se expresan como el promedio + error estdndar (n=4-7).
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Calceina 1P

(%) (%)
K25 88.8+1.7 8.7+1.7
Compuesto 2

(LM)

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 toxico a las NGC bajo condiciones de viabilidad celular (K25).
Porcentaje de células positivas a calceina y a yoduro de propidio (IP), en medio K25. Los datos se expresan
como el promedio + error estandar (n=4-7). En algunas condiciones experimentales (250 y 500 puM) se
presenta una relacién mayor al 100% entre el porcentaje de viabilidad y muerte celular, este efecto se podria
deber a una sobre estimacién de alguna 6 de ambas condiciones, originada en el conteo celular.

Calceina IP
(%) (%)
K25 88.8+1.7 8.7£1.7
Compuesto 3
(LM)
10 83.1+3.8 16.0+4.5
50 86.1+3.7 12.443.9
100 86.0+3.7 12.4+4.2
250 81.2+5.4 17.4+5.0
500 78.145.6 20.3+4.9

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

Calceina 1P
(%) (%)
K25 88.8+1.7 8.7+1.7
RR
(UM)
10 88.2+3.4 10.4+3.4

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

Con la finalidad de corroborar la participacion de canales TASK en la apoptosis
dependiente de K* de las NGC, se evaluaron las pirroloisoquinolinas activas en condiciones
de baja concentracion de K* (K5) (fig. 4.11). En ausencia de los reactivos, medio K5, el
porcentaje de células viables tefiidas de verde fue del 46.5+2.2 % y de células muertas
tefiidas 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 imagenes de microscopia de cultivos neuronales que la tincién se incrementa
con calceina y disminuye con IP, en comparacion con el control (medio K5). Asi, 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 uM) presentd una proteccion de ~26 %, ya que se muere
Unicamente el 27.245.1 % de las NGC. En presencia del compuesto 3 (500 uM) muere el
46.3+2.0 %, con una proteccion minima de ~7 %. En contraste, la presencia del compuesto
2 (500 uM) incrementa drasticamente el porcentaje de muerte celular (87.7+£3.3). En las
graficas 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 concentracion de K™ (K5) en neuronas granulares del cerebelo. Imagenes de microscopia de cultivos
de NGC de 8 DIV: contraste de fases (CF), tincién con calceina y yoduro de propidio (IP), en medio K5 en
ausencia y presencia de los compuestos 1, 2, 3 (500 uM) y RR (10 uM) (a). En la gréfica 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 pM) y RR (10 pM) (b). Las barras indican el error estandar (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:

Calceina IP
K25 88.8+1.7 8.7+1.7
K5 46.5+2.2 52.7+2.6
Compuesto 1

(UM)

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 38.3t1.7
500 67.9+6.3 27.245.1

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

K25 88.8+1.7 8.7+1.7
K5 46.5+2.2 52.7+2.6
Compuesto 2
(LM)
10 35.7+3.5 50.445.5
50 47.943.2 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. EI 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 calceina y a yoduro de
propidio (IP), en medio K5. Los datos se expresan como el promedio + error estdndar (n=6-10).

Calceina IP
K25 88.8+1.7 8.7+1.7
K5 46.5+2.2 52.7+2.6
Compuesto 3

(UM)

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 46.31£2.0

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

Calceina IP
K25 88.8+1.7 8.7+1.7
K5 46.5+2.2 52.7+2.6
RR
(=M)
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 calceina y a yoduro de propidio (IP), en
medio K5. Los datos se expresan como el promedio * error estandar (n=5).
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4.4.3 Medio con Sts: induccion a la apoptosis por un mecanismo independiente de K*

Por ultimo, 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 tefiidas de verde fue del
37.4+3.8 %y para las células muertas tefiidas de rojo del 58.5+1.73 %. En las imagenes de
microscopia de cultivos neuronales se observa que los compuestos 1, 3 y el RR no cambian
con relacion al medio con Sts, no existe un aumento o disminucion en la tincion con
calceina y/o IP, en contraste nuevamente con el compuesto 2 (fig. 4.12a). En las graficas 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 excepcion del compuesto 2 (fig. 4.12b). El compuesto 2 a una
concentracion de 250 puM incrementa el porcentaje de muerte celular (75.1+1.6), efecto

similar bajo condiciones de apoptosis dependiente de K* (K5) (79.5+3.5 %).
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Figura 4.12. Efecto de las pirroloisoquinolinas activas bajo condiciones apoptéticas en medio
con estaurosporina (Sts) en neuronas granulares del cerebelo. Iméagenes de microscopia de cultivos de
NGC de 8 DIV: contraste de fases (CF), tincién con calceina y yoduro de propidio (IP), en medio con Sts en
ausencia y presencia de los compuestos 1, 2, 3 (250 uM) y RR (10 uM) (a). En la gréfica 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 pM) y RR (10 pM) (b). Las barras indican el error estdndar (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:

Calceina IP
K25 88.8+1.7 8.7+1.7
Sts 37.4+3.8 58.5+1.73
Compuesto 1

(UM)

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 37.3t14 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 calceina y a yoduro de
propidio (IP), en medio con Sts. Los datos se expresan como el promedio + error estdndar (n=4-6).

Calceina IP
K25 88.8+1.7 8.7+1.7
Sts 37.4+3.8 58.5+1.73
Compuesto 2

(LM)

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 calceina y a
yoduro de propidio (IP), en medio Sts. Los datos se expresan como el promedio * error estdndar (n=4-6). A
250 pM se presenta una relacién mayor al 100% entre el porcentaje de viabilidad y muerte celular, este efecto
se podria deber a una sobre estimacion de alguna 6 de ambas condiciones experimentales, originada en el
conteo celular.
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Calceina IP

K25 88.8+1.7 8.7£1.7
Sts 37.4+3.8 58.5+1.73
Compuesto 3
(LM)
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 calceina y a yoduro de
propidio (IP), en medio Sts. Los datos se expresan como el promedio + error estdndar (n=4-6).

Calceina IP
K25 88.8+1.7 8.7+1.7
Sts 37.4+3.8 58.5+1.73
RR
(=M)
10 26.5+1.9 69.6+3.3

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

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 cancer en diferentes
tejidos. Cuando se inicié este trabajo aun no se habian reportado compuestos que
modularan selectivamente a este tipo de canales. Asi que, dada la importancia de estas
proteinas se realizd este proyecto con el propdsito de encontrar moduladores selectivos
hacia los canales TASK. La busqueda de moduladores nos llevé a evaluar sobre la corriente
TASK el efecto de muchos posibles candidatos. Entre ellos se probaron cinco compuestos
organicos (1-5) derivados del sistema dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina, cuatro de ellos (2-
4) con actividad anticancerigena 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 R* y R? juegan un papel
importante en su actividad hacia estos canales. Tres grupos funcionales se identificaron: el
carbonitrilo (R*) en el compuesto 1, el tiofenil (R%) en el compuesto 2 y el m-aminobenceno
(R?) en el compuesto 3. Al parecer aquellos compuestos con un grupo carboxilato en la
posicion R' 6 fenilo en R? 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
aromaticos (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 aromatico podria ser
importante para proveer su actividad inhibitoria hacia los canales TASK, como se ha
observado en los compuestos organicos A1899 [61], ML365 [62], ML308 [63] y C23 [64],
todos selectivos hacia los canales TASK (fig. 5.1).
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Figura 5.1. Moduladores selectivos de los canales TASK. Estructura quimica de los compuestos
orgénicos 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-a-sanshool [148]. Sin
embargo, el compuesto 1 (evaluado en el heterodimero) present6 una actividad muy similar
al canal hTASK-1, pero mayor inhibicion hacia rTASK-3, algo semejante ocurre con RR
[14] (tabla 4.3). Asi, en este estudio encontramos una nueva familia de moduladores
derivados del sistema dihidropirrolo[1,2-a]isoquinolina, que son excelentes candidatos
para disefar y sintetizar compuestos selectivos para los canales TASK.

Los inhibidores encontrados en este trabajo mostraron ser selectivos a una
concentracion de 100 uM hacia los canales TASK, al no presentar actividad considerable
sobre la corriente de otro tipo de canales de K, incluso a altas concentraciones (500 M)
(tabla 4.3). Los canales de K de 2, 6 y 7TM/1P, son tetrameros que forman un poro
simétrico, en contraste con los canales de 4TM/2P que se ensamblan como dimeros
formando un poro asimétrico, que los hace insensibles a los tipicos 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 region del poro (torreta, hélice del poro y filtro de selectividad) y
constituyen los elementos que confieren la selectividad al canal y el sitio receptor mas

comun 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 accion. Algunos ejemplos de ellos son las toxinas:
cobatoxin (Shaker) [149], ergtoxin (herg) [150], slotoxina (hSLO) [151] y compuestos
orgénicos: 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 blogueadores selectivos hacia los canales TASK, se podria sugerir que las
pirroloisoquinolinas activas actian como bloqueadores de poro abierto, asi como ocurre
con el compuesto A1899 en el canal TASK-1 [61]. Sin embargo, nosotros Unicamente
evaluamos extracelularmente los compuestos activos, que presentaron una inhibicién
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 proteinas
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 interaccion de algunas
toxinas (ErgTx, 8-Dendrotoxina) con canales de K* (herg, Shaker), que se unen cerca del
poro (torreta) alterando su dindmica estructural y ocasionan una reduccion, pero no
oclusion total del flujo de K*, por lo cual no actiian como un “tapdn molecular” [154],
[155]. Finalmente, otro aspecto interesante de las pirroloisoquinolinas es la recuperacion
parcial de la corriente inicial, incluso después de lavar profusamente, tanto en el sistema
heter6logo (ovocito) (fig. 4.6) como nativo (NGC) (fig. 4.8). Posiblemente, en la union
compuesto-canal se establezcan una serie de interacciones electrostaticas y/o impedimentos
estéricos con las asas (torreta) que dificultarian la salida del derivado, por lo que no se
observa una disociacion completa [156].

Por otra parte, el grupo de investigacion del Dr. Martinez reporté la actividad
citotoxica de las pirroloisoquinolinas (2-4) hacia algunas lineas celulares de cancer:
leucemia (K-562), sistema nervioso central (U-251), préstata (PC-3), colon (HCT-15),
mama (MCF-7) y pulmén (SKLU-1) [82], donde se expresa el canal TASK-3 [130]. Este
altimo hecho llamé nuestra atencion para evaluar estos compuestos organicos sobre la

corriente de canales TASK-3 por su relacion con el cancer de mama, pulmén [30], colon
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[31], piel [32], [33], tracto gastrointestinal [34] y ovario [35], donde se desempefia como un
poderoso oncogén [30], [36]. La sobreexpresion tanto de TASK-3 y TREK-1 aumenta la
proliferacion en las lineas celulares C8 (fibroblastos embrionarios) y CHO (ovario de
hamster chino), respectivamente. Si se suprime la actividad de estos canales mediante la
coexpresion con una mutante (negativa-dominante de la region del poro) no funcional o con
inhibidores selectivos se anula su actividad oncogénica como la proliferacion 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 citotoxica contra varias lineas
celulares de cancer como PC-3 de prdstata, donde el canal TREK-1 esta sobreexpresado
[82], [139]. Asi, la sintesis de nuevas pirroloisoquinolinas con mayor selectividad y
afinidad podrian utilizarse como agentes terapéuticos para suprimir la actividad oncogénica
de los canales de 4TM/2P.

5.2. Inhibicion de la IKso en NGC

Posteriormente se confirmd la actividad de los compuestos (1-3) sobre la corriente
basal (IKso) de las neuronas granulares del cerebelo (fig. 4.8). Los porcentajes de
inhibicién de los compuestos 1 y 3 (500 uM) se parecen a los observados en el sistema
heter6logo (tabla 4.3) y a los descritos en la literatura. Se ha reportado que los canales
TASK-3y TASK-1 contribuyen con el 50-70% y 10% de la corriente 1Kso en las NGC (7 a
8 DIV), respectivamente [25], [26], [28]. El heterodimero 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. Asi, la inhibicion de la corriente IKso en NGC por los compuestos 1y 3 podria
ser preferencialmente sobre los canales TASK.

De acuerdo a los resultados en ovocitos (tabla 4.1), se esperaba una inhibicion
menor por el compuesto 2, sin embargo presentd la mayor actividad sobre la corriente 1Kso,
lo que sugiere una posible modulacion hacia otros canales de fuga. La presencia de otros
canales de 4TM/2P, a nivel transcrito, se report6 en las NGC: TWIK-1, THIK-2, TREK-2 'y
KCNK-7 a un nivel de expresion alto; TRAAK, TWIK-2, TREK-1 y KCNKS5, a un nivel de
expresion bajo [142], [157]. Sélo los canales TREK-2 y KCNKS5 se han caracterizado
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funcionalmente y contribuyen con alrededor del 10 y 40% de la corriente 1Kso,

respectivamente [26], [158].

5.3. Proteccion contra la apoptosis dependiente de K™ en NGC

Por ultimo, con la finalidad de verificar la participacion 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. EI compuesto 1 presento el mayor efecto inhibitorio
(60.0£2.6 %) sobre la corriente del canal rTASK-3 (tabla 4.3) y la mayor proteccion (~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
acidificacion extracelular del medio (~5 %), rojo de rutenio (~10 %) y muscarina (~40 %).
Ellos observaron mayor proteccion 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 electrofisioldgicos, 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 proteccion fue menor; posiblemente este
efecto se deba a su ligera toxicidad hacia las NGC, puesto que a 500 puM provoca el
20.3£4.9 % de muerte neuronal (fig. 4.10b). El hecho que la pirroloisoquinolina 2 sea muy
toxica a concentraciones superiores de 100 uM, sugiere que pudiera inhibir también a los
canales de Ca®" 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 Ca®* se
activan y permiten la entrada moderada de Ca**, que a su vez actlia 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 uM) es el compuesto
menos selectivo, presenta la mayor inhibicion 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 i6nicos, aunque futuros experimentos son necesarios para corroborar

esta hipétesis.
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Una alteracién en la homeostasis K*/Ca®* cambia los niveles celulares de bcl-2
(factor anti-apoptotico) y con ello regula la sobrevivencia de las NGC [159]. Bajo
condiciones depolarizantes (25 mM de K¥) las NGC de raton presentan un perfil de
expresion genético inmaduro [160], baja expresion de los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), fuerte induccién de los canales TASK y como consecuencia la entrada de Ca®* 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 plasmatica a través
de los canales TASK y el Ca®" se libera del reticulo endoplésmico a través de los IP3-Rs. El
incremento en la [Ca?*]; aumenta los niveles de BCL2, mediante la cinasa dependiente de
Ca**/calmodulina (CAMK) que inhibe su autofagocitosis, asi la acumulacién de BCL2
evita la muerte neuronal. Bajo condiciones no depolarizantes (5 mM de K*) las NGC de
raton presentan un perfil de expresion genético maduro [160], con baja induccion de los
canales TASK [28] y de los IP3-Rs; y una sobre-regulacion de NMDA [161], [162]. Las
NGC de raton no mueren por apoptosis cuando se cultivan organotipicamente bajo
condiciones de bajo K*, en esta situacion existe una salida de K" fisioldgica a través de los
canales TASK y entrada de Ca** que provoca el mecanismo de liberacién Ca** inducido por
Ca®* (CICR) activando al receptor de rianodina (Ry-Rs) responsable de un incremento de
[Ca®*]i con la acumulacion 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
induccion de canales de K*, incluyendo a los TASK, provoca una salida excesiva de K,
perdida de K citosdlico y la consecuente disminucion en la [K*]; [28], [103], [108], [109],
[110], [111]. Al inicio, la salida excesiva de K ocasiona encogimiento celular (AVD); pero
consecuentemente, la disminucion en la [K']; (50 mM) activa endonucleasas y caspasas
(caspasa-3), desencadenando completamente el mecanismo de muerte apoptotica:
condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear, vacuolizacion del citoplasma,
pérdida en la estructura de la membrana plasmatica, formacion de cuerpos apoptéticos y
fagocitosis [84], [87], [88], [89], [90], [91], [93], [98], [99], [103], [107], [108], [109],
[110], [111]. Asi, 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®. Representacion
esquematica sugerida para la cascada de sefializacién que da origen a la acumulacion postraduccional de
BCL2, en las NGC de raton. Tanto en condiciones depolarizantes (izquierda) como no depolarizantes
(derecha) existe un incremento en la [Ca®];, el cual regula @ mTOR (activador de macroautofagia) y
CAMK/ERK (cinasa dependiente de Ca®*-calmodulina/cinasa que regula la sefial extracelular). Estos Gltimos
inhiben la autofagia 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 organicos inhiben el flujo extracelular de K*, ya
que presentan una neuro-proteccion especifica hacia la apoptosis dependiente de K* [28],
[164]. El mecanismo de muerte neuronal inducido por Sts sugiere una dependencia por el
i6n CI. En cultivos de NGC vy corticales de rata se demostrd que la aplicacion de
bloqueadores de canales CI” es mas efectiva contra la apoptosis inducida por Sts que con los
blogueadores de canales de K* [164], [165], [166].

TASK
patofisiologicas donde presentan una conducta protectora o dafiina, que depende de varios

Los canales se encuentran involucrados en varias condiciones

factores como: 1) patron diferencial de expresion de cada subunidad, 2) tipo celular, 3)
propiedades biofisicas, 4) regulacion fisicoquimica 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 estimulo patofisiolégico
(isquemia aguda) [40]; o perjudicialmente en la evolucién a largo plazo, una vez que cierto
umbral de dafio severo es alcanzado (isquemia inflamatoria crénica) [167], [168]. En esta
Gltima situacién la inhibicion de los canales TASK previene la muerte celular programada.
Asi, el desarrollo de moduladores selectivos para los canales TASK tiene primordial
importancia para el estudio funcional, estructural y patoldgico de estos canales de 4TM/2P.
El inhibidor A293 permitié conocer la contribucion de los canales TASK en la corriente
basal y en el potencial de accion en cardiomiocitos ventriculares [60], asi como también el
mecanismo de sefializacidn muscarinico en neuronas talamocorticales en rata [169]. El
bloqueador A1899 se utiliz6 para validar un modelo de homologia 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 suefio-vigilia, un efecto similar se observé cuando
el compuesto C23 se administrd en roedores wild-type [64]. Tanto A1899 como C23 son
estimulantes respiratorios y podrian utilizarse como farmacos para tratar desordenes
respiratorios [171]. Las pirroloisoquinolinas, nuevos inhibidores de los canales TASK,
permitieron confirmar su participacion 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 orgénicos derivados de dihidropirroloisoquinolina
que presentaron actividad inhibidora sobre la corriente de los canales TASK (hTASK-1,
rTASK-3 y el heterodimero: hTASK-1/rTASK-3), tanto en un sistema de expresion
heter6loga (ovocitos de Xenopus laevis: 100 uM, >40%) como en células nativas
disociadas (corriente IKso en NGC: 500 pM, >39%). Estos derivados presentaron
selectividad (100 uM) hacia los canales TASK sobre otro tipo de canales de K*, donde los
grupos funcionales carbonitrilo (-CN), tiofenilo (-C4H3S) y meta-aminofenilo (-m-
CsH4NH,) podrian ser importantes para brindar su efecto inhibitorio.

Finalmente, sélo el compuesto 1 (-CN, ~26%, 500 uM) protegio 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 Martinez
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 sélo en cancer y apoptosis sino también en otras condiciones
patologicas. Asi, la sintesis de nuevos moduladores hacia esta tipo de proteinas es una
estrategia farmacologica para el estudio del tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas o proliferativas.

61



PERSPECTIVAS

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

estudios de estructura-actividad.

2.- Evaluar el efecto de estos compuestos organicos en:
. Los canales de K* TASK-1y 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 interaccién con aproximaciones computacionales como modelado por

homologia, docking, dindmica 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 (secrecion de aldosterona,

quimiorecepcion, arritmias cardiacas y anestesia general).
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APENDICE

l. Efecto del etanol

1.1.

Ensayos electrofisioldgicos (% de inhibicion)

Etanol
Canal i6nico 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 2.3x0.1 11.4+0.4 30
hergl 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 enddgenos (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 electrofisiolégicos. Porcentaje

de inhibicién 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 estandar (n = nimero de ensayos).
Nota: los valores entre paréntesis indican porcentaje de activacion.

1.2.  Ensayos de viabilidad celular

Calceina 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 calceina 6 a yoduro de propidio (IP), en medio K25, K5 y con Sts. Los datos se expresan

como el promedio * error estandar (n=4-5).
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I, Caracterizacion del canal heterodimérico (WnTASK-1/rTASK-3)

Canal iénico RR Etanol pH =6.0 pH =7.0
[10mM, (7)] [1.8%6] (5) (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) 47.143.1 2.4+0.8

Tabla A.3. Caracterizacion del canal heterodimérico (hTASK-1/rTASK-3). Porcentaje de
inhibicion 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 inhibicién para los valores de pH =6y 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 estandar. El dato entre paréntesis representan el nimero de ensayos

evaluados.
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1. Subclonacion de mTREK-1

TREE=pRES —eceeeeeeee—————— e

TRER-pGEM NENHNMNNNNCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGECGGCCGOGEGEAATTCGATTACCA
10 20 30 20

TREE—pRES @ @ ——Mm————— ATGEGCGEGCCCCTGACTTGCTGEGATCCCARGTCTGCTEGCTCAGRAACTCCA

TRER-pGEM AGCTTGCCACCATGGCGGCCCCTGACTTGCTGGATCCCAAGTCTGCTGCTCAGAACTCCA
50 60 T0 8o 20 100

TRERK-pRES ARCCGAGGCTCTCATTCTCCTCAARACCCACCGTGCTTGCTTCCCGEGETEGGAGAGTGACT

TREEK—pGEM AR CCGAGEGCTCTCATTCTCCTCARRARCCCACCGTGCTTGCTTCCOGEETGEGAGAGTGACT
110 120 130 120 150 160

TREK-pRE3S CEECCATTAATGTTATGARAATGGAAGACAGTCTCCACGATTTITCCTGETGETCGTCCTCT

TRER-pGEM CGGCCATTAATGTTATGAARATGGAAGACAGTCTCCACGATTTTCCTGEGTGGTCGTCCTCT
170 180 190 200 210 220

TREE-pREKS ACCTGATCATCGGAGCCACGGTGTTCAAGGCATTGGAGCAGCCTCAGGAGATTTCCCAGR

TREF—pGEM ACCTGATCATCGGAGCCACGGTGTTCARGGCATTGEAGCAGCCTCAGGAGATTTCCCAGA
230 2420 250 260 270 280

TRER-pRES GGACCACCATTGTGATCCAGAGGCAGACCTTCATAGCCCAGCATGCCTGCGTCAACTCCA

TREF—pGEM GGRCCACCATTGTGATCCAGAGGCAGACCTTCATAGCCCAGCATGCCTGCGTCARCTCCA
290 300 310 320 330 340

TREEK-pRES CCGAGCTGGRCAR RCTCATCCAGCARATAGTGGCAGCAATARRCGCAGGGATTATCCCCT

TREK—pGEM CCGAGCTGGRACARACTCATCCAGCARATAGTGGCAGCAATARRCGCAGEGGATTATCCCCT
350 360 370 380 390 200

TREK-pRES TAGGARACAGCTCCAATCAAGTTAGTCACTGGGACCTCGGAAGCTCTTTCTTCTTTGCTG

TRER-pGEM IAGEARRCAGCTCCARTCARAGTTAGTCACTGEGGACCTCGEGAAGCTCTTICTICTTTIGCTG
410 420 430 4420 450 460

TRER-pRES GTACTGTTATCACAACCATAGGATTTGGAARACATCTCCCCACGAACTGAAGGTGGARRRR

TRERK—-pGEM GTACTGTTATCACAACCATAGGATTTGGARACATCTCCCCACGAACTGARGGTGGARRARLR
470 480 490 500 510 S20

TREEK—pRES TATTCTGCATCATCTATGCCTTGCTGEEAATTCCCCTCTTTGGCTTITCTACTGGCTGGEE

TRER—-pGEM AT TCTGCATCATCTATGCCTTGCTGGGAATTCCCCTCTTIGGCTTTCTACTGGCTGGGE
530 540 550 560 570 580

TREE—pRES TTGETGATCAGCTAGGARCTATATTTGGAARAGGARTTGCCARAGTGGAAGACACATTTA

TRERK—-pGEM ITGGTGATCAGCTAGGAAC TATATTEMGGMWGCCMGGMGACECATTTA
590 600 G610 620 630 640

TREK-pRES TTAAGTGGAATGTTAGTCAGACGAAGATTCGTATCATCTCCACCATCATCTTCATCCTGT

TRER-pGEM ITAAGTGGAATGT TAGTCAGACGAAGATTCGTATCATCTCCACCATCATCTICATCCTGT
650 660 670 680 690 700

TREK-pRES ITGEC TG TG TCCTCITIGTGGCTCTCCC TGCGGTCATATTCAAGCACATAGRAGGCTGGR.

TRER-pGEM T GGECTGTGTCCTCT TG TGGCTCTCCCTGCGETCATATTCAAGCACATAGRANGNTGGA
710 720 T30 740 750 760

TREK—-pRES GCGCCCTGGACGC TATCTAT TTTGTGGTTATCACTCTGACGACCATTGGATTTGGAGACT

TREF—pGEM GCG-CCCTGH'H—GCTATCTAT”‘I'TETNGHTPLTGACTCTGAC&AC ATTGM ———————

Figura A.1. Secuenciacion de la clona mMTREK-pGEM (rio abajo). Comparacién de la secuencia
obtenida con la reportada (GenBankTM U73488.1). Se emple6 el oligonucleétido T7. El codén de inicio se
presenta en negritas y la region utilizada para el disefio del oligonucleétido 5"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 (hnTASK-1/rTASK-3). Registros en
ausencia (a, control) o en presencia de 500 uM 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 pM 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
admv.

Figura A.5. Trazos representativos del canal Shaker IR. Registros en ausencia (a, control) o en
presencia de 500 pM 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
admv.
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Figura A.6. Trazos representativos del canal hergl. Registros en ausencia (a, control) o en
presencia de 500 pM 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.

(a) (b)

Control Compuesto 1
- T —
< 7 B —
=
50 ms +60
-60 mV
200ms

(c) (d)

Compuesto 2 Compuesto 3

Figura A.7. Trazos representativos del canal hSLOL. Registros en ausencia (a, control) o en
presencia de 500 pM 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 uM 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)

(a) (b)

l L

50 ms
10 ms

500 pA
500 pA

=30 mV

200 ms

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* méaxima (>400 pA) se observa a -40 mV (registro en color
negro) y se inactiva rapidamente (~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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Dihyd mopyrrodo [2.1-a i soquinoline
Apoptosis

Leak channels

TASK channels belong to the family of K+ channels with 4 ransmembrane segments and 2 pore domains
(4TM2P) per subunit. These channels have been related to apoptosis in cerebellar granule neurons
{CGN), as well as ancer in other tissues. TASK current s regulated by hormones, neurotransmitters,
anesthetics and divalent cations, which are not selective. Recently, there has been found some organic
compournds that inhibit TASK current selectively. In order to find other modulators, we report here a
group of five dibwdropyrrola]2,1-alisoquinolines (DPIs), four of them with putative anticancer activity,
that were evaluated on TASK-1 and TASK-3 channels, The compounds 1, 2 and 3 showed 10gg < 320 pM
on TASK-1 and TASK-3, intermediate activity on TASK-1{TASK-3 heterodimer, moderate effect over hslo
and TREK-1 (500 pM}, and practically not inhibition on Shaker-IR, herg and IRK21 potassium channels,
when they were expressed heterologously in Xenopus lasvis oocytes In rat CGN, 500 pM of these three
compounds induced a decrement by =39% of the TASK-carried leak current. Finally, only compound 1
showed signifiant protection ( ~36%) against apoptotic death of CGN induced by K° deprivation. These
results suggest that DA compounds culd be potential cndidates for designing new selective inhibitors

of TASK channels.

© 2013 Elsevier Ltd. All dghts reservied.

1. Introduction

The K* channels show a wide diversity in gating mechanisms,
conductance and pharmacological properties. These channels are
classified according to the number of both transmembrane regions
(TM) and loop pore-forming domains (P) of the a-subunit (Hille,
2001). Among them there is a subfamily of leak channels contain-
ing four transmembrane segments and two pore domains {4TM/
2P). Channels are assembled by two z-subunits and until today
there are 15 members (Enyedi and Crifak, 2010). Two of them are

* Comesponding author. Tel.: +52 55 56223894 139; fae: +52 55 56223723,
E-mail address: jesusgeidunammx (]. Gancia-Valdes).
! TWIK:Tandem 2P domain, MWeak Inward rectifier K channel.

O0ZE-3908 /% — zee Font matter © 2013 Ekevier Led. All rights resened.
hop:ffdedolorg{ 101016/ neuropharm 201310028

sensitive to extracellular pH, so they are dubbed as TASK (TWIK'-
related Acd-Sensitive K* channels). TASK-1 (Duprat et al,, 1997)
and TASK-3 (Kim et al., 2000) show 54% sequence identity between
them, but only ~30% with other 4TM /2P channels,

TASK channels are responsible for background or leak K' cur-
rent, which is outwardly rectifying and practically non-inactivated.
They are always opened and contribute for setting the resting
membrane potential in cells that express them (Talley et al, 2000;
Washburn et al, 2002). TASK channels are expressed in several
tissues (Duprat et al., 1997; Kim et al, 2000) including the cere-
bellum in the central nervous system (Chapman et al, 2000;
Leonoudakis et al, 1998). In cerebellar granule neurons {CCN)
cultures, TASK channels contribute with more than 50% of the
standing outward K' current {IKso) (Qarke et al,, 2004; Han et al,,
2002; Kanget al, 2003; Millar et al, 2000)and they are also related
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to K'-dependent apoptosis (Lauritzen et al, 2003). In conirast,
TASK-3 channels are well known to be overexpressed in cancer cells
from skin, colon, prostate, breast, lung and ovary (Innamma e al,
2013a; Kim et al, 2004; Mu et al, 2003; Pei et al, 2003: Pocsai
et al. 2006; Rusrnik et al, 2008) TASK channels are also
involved in inflammation, ischemia epilepsy, chemoreception,
cardiac arrhythmias, and anesthesia, among others (Barbut et al.
2002; Bittner et al, 2010; Buckler et al, 2000; Patel ex al, 1999)

TASK channels are insensitive to typical K'-channel blockers a
Cs*, tetraethylammonium (TEA') and 4-aminopyridine (4-AP)
(Crirjak et al. 2000; Duprat et al. 1997; Kim er al, 2000; Meadows
and Randall, 2001 ). These channels are regulated by a diversity of
molecules a5 neurotransmitters (Czindk et al, 2001: Talley et al,
2000), hormones [Crirjik et al. 2000, 2001), akaloids (Millar
et al, 2000), cannabinoids (Maingret et al, 2001; Veale et al,
2007), divalent cations (Crifik and Emyedi, 2002a; Kim et al,
2000) and anesthetics | Kim et al,, 2000; Leonoudakis et al,, 1998;
Patel et al, 1999), none of these compounds are selective for
TASK channels Ruthenium red (RR) (Czirjik and Emyedi, 2002b) or
Zn* (Clarke &t al, 2004) are used to block TASK-3 currents with
little or no effect over TASK-1 or TASK-1/TASK-3 heterodimer cur-
rents. It has recently been repored that organic compounds as
A293 (Putzke et al., 2007) and A1899 (Streit et al, 2011); ML308
(Miller et al, 2012) and pyrido|43-d|pyrimidine derivatives
(Coburm et al, 2012) are selective inhibitors for TASK-1 and TASK-3
channels, respectively.

Reyes-Gutiérrez et al, (2010) synthesized a series of organic
compounds with dihydropyrrolo[2,1-a]isoquinoline (DPI) as the
basic structure, which displayed cytoroxic activity against cancer
cell lines from bone marrow, prostate, colon, breast, lung and
central nervous system. In an effort to find another kind of selective
compounds for TASK channels we evaluated some of the DPIs.
Three compounds showed inhibition and selectivity on heterolo-
gous (oocytes) and native (IKso) TASK currents. Active DFls were
tested on rat CGN in apoptotic conditions. Compound 1 showed
dgnificant protection against K'-dependent programmed cell
death in CGN.

L Methods

21 Orgonic compounds

Five DI defnatives were svalixad: 1 89-dimethoxy-3-methyl-2-phenyl-5.6-
dihydropymolo{ 1] aisoqinoline- 1 cabonirile; 1 &9-dimeth oxy-3-methyl-2-
(thiophen-2-}-5.6-ditydropymolof 2,1 -ajisoquinoline- 1 -carboarylate; 3. B9-
it hooy- 3-mat byl 2-{ 3-am inop heny | -5, 6-dibyd Inf21-af isoqui 1-
carbaylite; 4 E9-dimethoxy-3-methyl-5 S-dihydmpymold 21-alisoquenaline-1-
carboxylae and 5, B.9-dimerhoxy-3-methyl-2-phenyl - ww-l]
Bogquinoline- 1-carboxylate (S chemicdl suchees in Table 1) Baore wsing
the idmntity and Mwﬂllmwuulmmdbyﬂmlqu
chromatography, x-ray mlwq:h; mas spaciromeny, infared spactros-
py and nicles magn technd as it was desoibed in
Reyes-Cutiémesz ot al (2000) H'Hh snck solutions (28 mM) were preparad in
ahanol for each compound. The different amount of ethanol (03—18X) in
dedcrophysiclogical and cell death evalwnon wemr crefully taken into ar-
count as control. subtracting or adding 1o the respective modulation

22 Cloning of fTASK-1 and subcloning of mTREK-1 chamel

Animals used for all eperiments described in the present study were meated in
accordance with the ac standards of animal care and with the pmcedures
approved by the local Committes of Research and Erhics of the Universidad Nacional
Autdnoma de Moo, All efforts weere made to reduce the number of animals and
the suffering.

The rTASK-3 was cloned fromm mat brain total BNA isolated wich TRIzol reagent
(life Technologhes) according to the manufacturers instructions and cONA was
prepared using Omalseript BT kit (Qlagen ). The complete coding region for the
(TASK-3 was amplified by PCR using specific primers; forward (5 -COCAAGCTTGC-
CACCATGAAGOG GOAGAMCGTG-¥') and réverse (% -COCAACCTTTTA-
GATGGACTTGOGACGGA-Y), both were designed using the genetic sequence data
hase at the Mational Center for Hiotechnical Information (NCEI) (GenBank [D:
MWL O53405) The fragment was amplified using HotStarTag Master Mix (Qiagen)

following the next program: 1 cycle for 15 min at 95 *C followed by 30 cyclesaf PCRL
Each cyde consisted of three temperature steps: 305 at 94 *C; 305 2055 "Cand 605
a 72 *C_ Amplification was ended with a final elongation step at 72 *C for 10 min
The PR fragment was cloned into the pCRIFTOPO vector (Life technologies ), Onone
hand, MTREK-1 was subdoned from mTREK -pRES cone (Muorbartin eo al, 2005)
mito the pGEM-T vector (Promega). Both constructs were sequenced to confirm the
cormedt open reading frame ( ORF). The other clones of K* channel were generously
donated by other ressarch groups.

23 Docyies preparation and expresson of channe b

(RNAs for rTASK-3, HTASK-1, mTREK-L hsb. shakeriR (Shaler E without inac-
tivation type AL herg and hIRKL1 were transcribed in vitre from the T7 promoteral
linearized DNA templates uwsing the mMESSACE mMACHINE kit (Ambsion]. The oo-
cytzs were prepared following the methodology described aarlier (Wagner & al
20001 In bref, female Xenopus kewis frogs (Naso) were anesthetized, and
osarian lobes wer surgically removed, then frop were sutured and placed in water
w allow meoovery. Oocytes were manually disaggregated into small dumps and
defnllinilared by incubation with gentle agitation for 20 min in | mg/mLcollagenase
Type IA (Sigma) in Ca™*-free OR-2 medium (in mM): 825 NaCL 2 KO, 1 MgQh. 5
HEPES buffer adjusted to pH 74 with NaOH. Oocyted were stored 3t 18 *C inND-26
sohution (in mM : 96 NaCL 2 KC1, | MgCh. 1.8 CaCly. 5 HEPES bufler adjusted to pH 74
with MaOH, supplemented with 50 gg/ml gentarmycin Healthy stage V-Vl cocytes
were chosen and 50 nL of cRNA [2—20 ng) was injected using 2 microdispenser
(Drummand). For coexpression of WTASK-1 and rTASK-3, cRNA solutions were
injected in a 5:1 ratio. The presence of hetem dimers was verified pharmacologlically
by the percentage of inhibition using REand pH sensitvity { datanot shown ) {Cxijak
and Enyedi, 2007h} Injected oocytes wem incubated at 18 *C for 2448 hin sup-
plemented ND-96 medium before recording. Uninjected or water-injected cocytes
were used as controls.

24 Two-electrode voliage clamp recording

DOocytes were placed in a 280 ul meoording chamber and membrane cuments
were elicited by two-electrode voltage clamp (TEVC) technlque (Stahimer, 19498)
Currents were filtered at 1 kHz, digitally sampled at 3 kHz with a CAIB high per-
formance amplifier (Dagan Corporation) amd Digidata 1440 Interface (Malecular
Devices Inc.). Reconding and data analyslts wene pedormed using pClimp 1001 soft-
war (Molecular Devices Inc)l Microeledrodes were made of bomsllicate glass
capillaries with resistance of L0—15 and 0,305 Mg for voltage and current elec-
trodes respectively, when filled with 3 M KCL Channel currents were recarded usdng
valtage steps applied every 450 ms, holding potentials were: — 100 mV for RIRKL1;
—BOmV for TASK and mTREK-1; - 60 mV for fsla, shaler- R and herg. Potentials were
stepped during 400 msfrom — 120 to +60 mV for hIRKZ1; - 100 to + B0 mV for TASK
and mTREK-1; +60 to -60 my for helo, shaker-IR, herg: with 20 mV increments ar
decrements. For herg, post-test potential was stepped to - 100 mV, The hath solunion
was ND-96 for most of K* channels or modified ND-96: 5 mM K fbr hergand 90 mM
K for hIRK21 (rephicing Na® (K™ | All experiments were performed a room tem-
perature | 18—-20"CL Onganic compounds at different co noent mtions were evaluated
on K* chammel currenis. Stability in recondings wa monitorad prior to the addition
of compounds, which were emoved from the bath to thow recovery.

25 Ceebelr grnule neumns cultures and orll dearh

Cerebellar granule newons ((CN) cullures were prepared as previously
described { Moran and Pated| 1959 |, From thie cerebal lum of 7—8 days-ol Wistar rais,
dissociated cell suspensions were seeded on poly-i-lysine (5 pg/mi, Sigma ) reated
coverslips ar a density of 8 » 10° celly'on” or plastic dishes & 2 » 10° cellsfom® and
odtured in Eagle's basal medium supplemented with 0% (v)v) hea-inamivaed
fetal calf serum, 2 mM glutamine, 25 mM KCL 50 L/mL penicillin and S0 pgiml
sirepromycin (K25) Culiures were incubated at 37 *Cin a humidified 5% C02/95% air
amesphere, and they were maintained for 7-8 days in viro (DIV) To prevent
gowih of ghal cells. 10 M cyiosine arabinoside | Sgma) was addad to the culhures
24 h following plating Cell death was induced by replicing medium (K25) o an
identical medium containing 5 mM KC1 (SK) or by treating cells with 1 M staur-
osporine (Sis) {Caballem-Benites and Mardn, 2003; 'Mallo e1al. 1993 Gallo & al,
1957) Cell death was estimated by the stain of 2 uM propidium jodide (M, Sigma) by
incubating CGN for 10 min afier 24 hof the cell death induction. Cells wene analyzed
by epiflunescence micmscopy using excitation and emission wavelengths of 485
and 520 nm, respectively.

26 Wholecell patch-clamp recordings

Cerebellargramule neurons leak current (1Kso) was mcorded by using the whale-
cell patch clamp technique (Hamill ot al. 1961} Recondings weme made with an
fAompatch 2008 amplifier, which was connected 1o a computer through a Digidata
1322 A/D comverter and contmlled using the pOamp 9.2 software (Molecular De-
wvices Inc | Data were filtered at & kMz and digitized at 10 kHz. Recording plpeties
were pulled from bormsilicate glass caplilackes o 4 final reslstance of 4—6 MO, -
pettes were filled with internal solution containing (In mM): 139 KO, 5 MgQly, 01
EGTA, 3 ATE 0.3 GIP, 5 HEPES, pH 7.2 with KDH. The external salution contained (in
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mM) 130 Mall, 2 MCL 2 MgCh, 0.5 CaCl, 5 ghocose, 10 TEACL 3 4-AP 10 HEPES, pH 7.4
with NaOH. The cells were held at a holding potential of —80 mV and 200-ms de-
polirization pulses were applied fram - W0 to +80 mY in 20 mV teps every 10 s
The reconding chamber was continuously perfused by gravity at 2 mte of ~ 15 miy
min. Experiments were performed at 20°C. Active arganic compounds and RE wers
applied locally into the chamber

A7 Sratisticel onalysis

The results am given as means + standard error (SE) Statistical analysis was
performed by t test or one-way analysis of vadance (ANOVAL Differences were
consldened significantly if p < (L05 In plots where ermorbars are not visible, theyare
smialler than the size of the symbals. Dose-respon® curves were fitted (Origin 6.0;
Drgin Lab Cormp.) to 2 Hill equation of the fom: y = LT + (c/lyg)", where cis the
conoentration, ke is the concemragon a which hali-maximal i nhibition oomrs,
and n is the Hill cmefficient.

3. Results and discussion

3.1. Inhibition of the TASK channels by dihydropyrrolof2.1-a]
isoquinoline dervatives

The rat TASK-3 channel, cloned in this work, behaved as previ-
ously described in the literature (Rajan et al., 2000) according to
kinetics and pharmacology, ie., it presented an outwardly recti-
fying K' current that was strongly decreased in the presence of
extracellular Ba** or RR and by decreasing the pH (data not shown),
Endogenous currents, for uninjected or water-injected control oo-
cytes, were small (<0.5 pA) compared to the overexpressed K'
channels currents (>5 pA) (data not shown), Fig. | shows repre-
sentative traces generated by TASK-1 (Fig. 1a) and TASK-3 (Fig. 1d)
channels expressed in X loevis oocytes. Recordings were obtained
by TEVC technique in ND-96. Currents from both channels were fast
activated and they did not show inactivation during the test pulse

The five DPI derivatives were evaluated at 100 uM, and they
decreased TASK-1 and TASK-3 currents, some compounds inhibited
importantly (Fiz_ 1) The shape of the curves did not change, it might
suggest that compounds 1 and 3 could act as pore blockers
Although, further experiments are needed to test this hypothesis
Table | summarizes the percent inhibition values of the compounds
on these channels at +80 mV. The active derivatives {1-3) with the
greatest inhibition percentage are in bold. These compounds
showed trivial effect on oocytes endogenous currents (data not
shown . So, compound 1 showed agreater inhibitory effect on TASK-
3 than over TASK- 1, whilethe inhibition of compound 2 was stronger

Table 1
Chemical structure of compounds derived from system dihydropyrmlo|2 i-ajiso-
quinoline and their effeds on TASK K™ channels curments

Rt R
S
e

Compound R L hTASK-1 FTASK-3
inhibition (X)

1 o Cghs 27TR & 2A4(5) 4554 1.0(7)

2 O4Et  CHsS 515 4 2.1(6) 134 & 14(5)

3 OBt m-GaHe—MHy  S20408(6) 4324 1Li(7)

4 COzEL H 13.7 4 3.6(5) Q4 L 32(5)

5 OOpEt  CgHy 200 4 5B(5) 6.5 29(5)

R and B are the substiments in the dihydmopymolol2,1-ajisoquinaline core. Sig-
nificant percentages of inhibition TASK currents by compounds at 100 uM are in
bold. Values are means < SE { numbers in parentheses indicate the number of ested
o0 ytes]

onTASK- 1 than on TASK-3. Finally, compound 3 is similarly active on
both channels. In order to get an average of several recordings we
decide touserelative current s: for the control curments (I copmol = I
Izamy) Or for the currents in the presence of active DPI (lei.on = loryf
Irelconra ). The resulting relative 1-V relationships for TASK chan-
nels, in absence or in the presence of 100 uM of the active organic
compounds, showed similar outward rectifying current and the
reversal potential agreed with the calculated K* equilibrium po-
tential (Ex) ~B0mV,in low (2 mM)extracellular [K* | {Figs. 2aandc),
The compounds 1-3 did not have significant voltage-dependent
inhibition (% inhibition = [(liet-contret — Yet- oot -conrat 100} on
TASK channels, from — 100to +-80 mV (Fizs. Zb and d L This behavior
was expected, since these channels do not have voltage sensor and
the tested compounds are not charged.

Fig 3 shows dose—response curves for the DPIs 1-3 firted with
Hill equations (% inhibition at +80 mV, Figs. 3a and c). It was not
possible to test DMs at higher concentration dee to their low sol-
ubility in agueouws medium. According to this, for TASK-1 the
maximum inhibition for compound 2 was 72% at 500 pM, with an
ICs at 96.7 + 6.9 uM, a Hill coefficent (n) of 0.52 + 0.02; mean-
while, for compound 3 the values were 74% 1Go =835 + 87 pM,
n =051 + 003 (Fig. 3b). For TASK-3 the maximum inhibition for
compound 1 was 63%, ICsg = 1892 + 270 uM, n = 0.53 + 0.04 and
for compound 3 was 58%, 1Cyy = 268.1 £ 474 uM, n = 047 + 0.04
(Fg 3d), Panels 3b and 3d show the ijl, ratio {where I, is the cur-
rent at the first repetitive pulse, I is the current at ¢ > 0) vs time of
compounds 1-3 on TASK channels, When the DPis were applied the
currents decreased almost instantaneously, and the effect was
maintained Currents were recovered immediately when the cells
were washed profusely, however the initial amplitudes were not
recovered: lfl; = 055-0.75 (Figs. 2a and c). This observation may
suggest that organic compounds do not dissociate completely and)
or they are accumulated in the membrane of cogytes. Although,
further experiments are needed to test these hypotheses.

In spite of all the compounds (1-5) have a DPI skeleton, only
three of them (1-3) showed significant inhibition over TASK
channels (Table 1 ). According to the results, we can deduce that the
substituents R' and R? are playing an important role in the activity.
Three active functional groups were found: the carbonitryl (R') in
compound 1, the thiophenyl (R?) in compound 2, and the m-ami-
nobenzyl (R?) in compound 3. Compounds with a carbaxylate in R
or a phenyl in R did not show important activity, however, the
substituted-phenyl in R* shows more inhibition on TASK channels,
similar to the previously reported by Cobum et al (2012) where
some substituted-phenyl linked to pyrido[4,3-d]pyrimidine core
increased the activity, It seems that the presence of aromatic
moiety could be important to imprint inhibitory activity over the
TASK channels, as it is also observed by A293 (Putzke et al., 2007),
Al1B99 (Streit et al, 2011), ML308 (Miller et al, 2012), and 3
(Cobum et al. 2012).

32 Selectivity on different types of K* charmels

Active compounds 1-3 (100 and 500 yM) were evaluated on
other K' channels, some of them with distinct topology and bio-
physical characteristics: voltage-gated channels: 5TM| 1P, Shaker-IR
and herg (the last one with long TM5-P linker with 43 residues);
TTM/1P, hslo (large conductance and calcium modulated ); and non
voltage-gated channels: 2TM/1P, hIRKZ.1 {strong inward rectifier);
(4TM/2P), TASK-1/TASK-3 heterodimer and mTREK-1 (as leak
channels), The last one is interesting, since it is coexpressed with
TASK channels (Blankenship et al, 2013; Brenmer and
O'Shaughnessy, 2008; Enyedi and Czirjak, 2010), Moreover it has
been related to cancer (Innamma et al, 2013b; Patal et al, 2013;
Voloshyna et al. 2008),
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TASK channels were modulated by compounds 1, 2 and 3
(100 pM). At 500 pM hslo was inhibited, meanwhile Shaker-IR, herg
and hIRK2.1 channels were affected slightly, and mTREK-1 was only
inhibited by compound 3 (Table 2). As expected, active compounds
2 and 3 showed intermediate activity on the TASK-1/TASK-3 het-
erodimeric channel, as it has been reported the inhibition by pH
(Czirjik and Enyedi, 2002b), doxapram (Cotten et al, 2006) and
hydroxy-4-sanshool { Bautista et al, 2008). However, the compound
1 tested on the TASK-1/TASK-3 heterodimer showed an activity
almost equal to TASK-1 channel. The DPIs 1, 2 and 3 could be
preferably blockers of TASK channels at concentrations of 100 ph.

On the other hand, Martinezs group (Reyes-Gutiémez et al,
2010) showed previously that DPIs 2-5 are cytotoxic for cancer
cell lines like SKLUJ-1 and PC-3, where TASK-3 and TREK-1 ame
overexpressed, and they act as oncogenes, respectively (Mu et al,
2003; Voloshyna et al, 2008). TASK-3 or TREK-1 overexpression
leads to proliferation on embryonic fibroblast {C8) and Chinese
hamster ovary (CHO) cell lines, respectively. Non-functional coex-
pression with dominant—negative mutants or inhibition with se-
lective inhibitors abolishes oncogenic activity (Pei et al, 2003;
Voloshyna et al, 2008), Noteworthy compound 3 inhibits both
TASK-3 as TREK-1 activity (Table 2) and shows cytotoxic activity
against lung and prostate cancer celllines. The pyrroloisoquinolines
could be used to design new compounds as important tools to test
the oncogenic activity of 4TM2P channels,

33 Inhibition of IKso currents in CGN by compounds 1 2 ond 3

Cerebellar granule neurons (CGN) display a non-inactivating
standing outward K' current (IKso), previously described and
characterized by Watkins and Mathie {1996) and some other
groups. TASK channels are important contributors to this current

TASK-1

(a) (b)

{Qarke et al, 2004; Han et al, 2002; Kang et al, 2003; Lauritzen
et al, 2003; Millar et al,, 2000; Talley et al, 2001), therefore we
decided to test the active DPIs on these cells.

IKso current in CGN was recorded with the patch clamp tech-
nique in the whole-cell configuration in low (2 mM) extracellular
[K']. Elicited currents were fast activated (Fig. 4a), and mainly non-
inactivating, although some cells showed also a fast inactivating
component which was not completely removed by typical K*
channel blockers: 4-AP (3 mM) and TEA (10 mM; data not shown).
Additional current component could be due to the presence of
K4x potassium channels, as it is descibed previously in the
literature (Mathie et al., 2003), DPI 1 (500 pM) inhibited the IKso
currents, without any important change in the current kinetics
(Fig. 4b), and when the neuron was washed profusely the initial
amplitudes were recovered partially (Fig. 4c). Relative currents
(at +80 mV) decreased 477 £ 4 5% for 1,624 £ 3.0% for2, 428 £ 40
for 3 and 48.0 + 49% for RR{10 pM) (Fig 4). Recovery percentages of
the initial amplitudes for active DPls were between 62 and 79%
(Fig. 4d—f), the same effect was observed in the TASK currents
expressed in oocytes (Figs. 3b and d). Again it may suggest that
organic compounds do not dissociate completely andfor they are
accumulated in the membrane of CGN. Further experiments are
needed to test these hypotheses. The resulting relative -V re-
lationships for IKso current in absence or in the presence of 300 pM
of the active compounds showed similar outward rectifying cur-
rent, and reversal potential than TASK channels expressed in oo-
cytes (Figs. 2a and ), with the K' equilibrium potential (Ey)
~ 80 mV, in low (2 mM) extracellular [K'] (Fig. 4d—f).

These results suggest that DPIs 1 and 3 are selective for this
leak current. Inhibition percemtages of these compounds in CGN
cells are in agreement with the results observed in the heterolo-
gous system and with those reported in the literature, Some
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Fig. 3. Inhibition over TASK channels by pymoleisoguinolines. Dose-response curves for TASK-1 (a)and TASK-3 (c) channels for active compounds at 003, 1.0, 5.0, 5000, 10000, and
5000 yM concentrations(n =6—11] Inhibition pencentage data were fited by Hill equation (s2e Methods]. Time course of [f1, over TASKE-1 (b) and TASK-3 (d ) channels by 100 pM of
compounds: 1(circles), 2 { damonds) or 3 (gray triangles) (n = 5). Horizontal lines indicate extracellular compound presence Values are means + SE
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Table 2
Inhibition perentage by dibyd mpyrroloisoquinalines on K7 channels.
lon channel Compound 1 Compound 2 Compound 3
Concentration (uM)
100 500 100 500 100 500
hTASK-1 TRLIHA 476 + 35 5154+ 21 1419 520+ 09 TiEL 16
ITASK-3 455 + 1.0 600+ 26 134 & 14 33+ 20 432+ 11 547 + 31
Heterodimer 241+ 29 434 + 58 452+ 28 520+ 30 531+ 28 601+ 18
mTREK-1 10+ 1.8 68 +32 15430 TE L+ 44 121+ 30 320+ 18
Shaker-1f 31+£07 (03 &+ 1.5) (5.7 4 38) 42433 (007 4+ O.7) 85429
herg 29+ 07 103+ 24 (7.7 £ 54) 135 £ 148 72414 138+ 18
hslo 104 + 1.4 242 + 33 166 + 19 415+ 30 132+ 02 254427
hIRKZ1 (1.6 +£0.2) (04 £ 2.2) 13411 1.7+ 06 27+ 00 25411

Inhihition by compounds 1, 2 and 3 at 100 and 500 pM over K™ cuments were recorded with a different protocol (see Methods] Values are means + SE (n = 5) Values on
parenthezes indicate increase, not inhibition percentage.

(a) (b) (c)
Control Compound 1 Wash

P il Ml
WA

200 ms
Compound 2

1.0 @
08
06 _,L"] -3

Relative
Relative
Current

15 4200 80
Voltage (mV) Veoltage (mV)
[ control
) Compaund
2\ Wash
(f) (9)
Compound 3 RR
g 10 : 2 )
EE os o = g 08!
w = T =
x o o® O 06
M 04
L o2 )
2 ; Y
-156‘@'.%&;%' 4 40 s -1'20@'.%1'&.% s ®
0.2 0.2
Voltage (mV) Voltage (mV)

Hg 4. Cerebellar granule newrons IKso o ument is sensitive to organ ic compoun ds. Rep rese ntative maces for 1Ko cument, in the absence (control, a), presence (b) and wash owt (c) of
compound 1 (500 uM). [Kso currents weere elicited with the voltage protocel (insert). Relative 1-V relatonships in absence | contmol, squares), presence (circles) and wash out
({triangles). of organic compounds (500 pM): 1 (d), 2 (el 3 (F) and 10 M ruthenium red (RR, g). Values are means 4 SE (n = 5]

85



4 R Nanegn-Navarro er al / Meumphammacology 79 (20714) 28-36

studies indicate that TASK-1 contributes to approximately 10% and
TASK-3 participates between 40 and 60% of IKso current (Clarke
et al, 2004; Han et al, 2002), when both are expressed at a high
density (7 to 8-DIV of CGN cultures). The heterodimeric channel
has also been characterized, and it contributes to 44% of IKso
current on CGN cultured for 1-3 DIV (Kang et al., 2003), but it is
also possible its presence at 7 to 8 DIV. So, inhibition by com-
pounds 1 and 3 could be preferentially over TASK channels on the
IKso current.

On the other hand, according to the results in oocytes (Table 1),
it was expected less inhibition by compound 2 in CGN; however, it
was the most active on IKso current, suggesting a possible inhibi-
tion over other leak channels. The presence as transcripts of
another 4TM/2P K'-channels has been reported in CGN: TWIK-1,
THIK-2, TREE-2 and KOMK-7, as high; TRAAK, TWIK-2, TREK-1 and
KCMK-5, as low level of expression (Cabriel et al, 2002; Mathie
et al, 2003), But only TREK-2 and KCNK-5 have been functionally
characterized and contributed to about 10% and 40% of IKso current,
respectively {Cotten et al., 2004; Hanet al., 2002},

34. Effect of organic compounds on the apoptotic cell death of CGN
As previously mentioned the TASK channels seemed to be
involved in K'-dependent cell death of CGN (Lauritzen et al,
2002). Since DPls were [Kso cument inhibitors, it was manda-
tory to evaluate their effect on these neurons in apoptotic dr-
cumstances. Three media were explored: a) K25, as control of

cell viability, b) K5 and c) 5ts, as irduction of apoptosis by K'-
dependent or non-K'-dependent mechanism, respectively
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(see Methods), Fiz. 5 (panel a) illustratez fluorescence images of
Pl-staining cell cultures in K25, K5 or 5ts medium in the absence
or presence of active compounds at 500 pM. The compound 1
did not alter the viability under K25 conditions {Fizg S5b). When
cells were treated with K5 medium this compound protected
against death at 230 and 500 uM by 26% and 36%, mespectively
(Fg 5c). In contrast, this compound did not reduce cell death
induced by Sts (Fiz. 5d). On the other hand, compound 3 was
toxic at 500 puM, but not at 250 pM in K25 conditions (Fig 5h).
This compound protected against cell death induced by K5 at
250 and 500 uM by 9% and 13% respectively (Fiz. 5c), and it did
not reduce cell death induced by Sts (Fig. 5d). The compound 2
was toxic in all the evaluated conditions (Fig. 5)

The compound 1 was the most effective inhibitor over TASK-3
channel on oocytes and it also showed the greatest protection
against K'-dependent apoptosis on CGN. These results agreed with
those reported by Lauritzen ef al. (2003 ), when neuronal death is
also prevented by RR or acidosis, it suggests TASK-3 is involved
actively on programmed cell death.

According to electrophysiological results in oocytes and CGN
neurons, it was expected that compound 3 protected as compound
I, however It was actually lower probably due to the fact that
compound 3 is slightly toxic to neurons as shown in Fig. 5b, These
results demonstratad a spedific neuro-protection by compounds 1
and 3 to K '-dependent cell death in CGN. It is well known that TASK
channels are imvolved in several pathophysiological conditions,
where they can present a behavior protective or harmful, which
depends on several factors as: 1) differential expression pattern of
each subunit, 2) cell type-specific, 3) biophysical properties, 4)
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Fig. 5. Effect of active DPls on cell death of OGN teated with K5 or staurcsporine. Fhsorescence images of 7-8 DIV cultures illustrate Pl-staining of cell cultures in 25 mM KO (K25),
5 mM KOl (K5)and 1 pM staurosporine {Sts) conditions in absence or presence of 500 pM compounds 1, 2, and 3 {a) Neurons were grownin a medium with K25 for 7-8 DIV and
incubated fr 24 hwith K25 (b1 K5 (c) or St (d ) in the absance or presence of 100, 250 and 500 uM of compound s 1. 2,and 3. Values are means + SE (n = 3—&), staristical differences

are indicated by “p < 0.05 vi control (K25) or *p < 0,05 v K5 or St

86



R. Moriegn-Navarra et al | Neumphammacology 79 (2074) 25-36 k1

physicochemical regulation, and 5) cellular environment (Bittner
et al, 2010). For example, in apoptosis TASK channels hyper-
polarized the membrane, and they act as: beneficial in the early
stage of a pathophysiological stimulus {acute ischemia) (Meuth
et al, 2009); or prejudidal in the long-term course, once a
certain threshold of damage severity is reached (chronic inflam-
matory ischemia) (Bittner et al, 2009; Bittner et al, 2010). In the
last situation chamnel inhibition prevent programmed cell death.

Thus, the development of novel specific modulators to TASK
channels has primary importance to the functional, structural, and
pathological study of these 4TM/2P-K' channels. The inhibitor
A293 shed light over TASK channels contribution in the leak current
percentage, and in the action potential in rat ventricular car-
diomyocytes (Putzke et al, 2007); as well as in the muscarinic
signaling pathway in rat thalamocortical relay neurons ( Bista et al,
2012). The blocker A1899 was useful to validate a 4TM/2P-K'
channel open-pore homology model of TASK-1 (Streit et al, 2011 ),
Pang et al, (2009 showed that TASK-3 KO rodents modified sleep-
to-wake states, a similar effect was observed when the compound
(23 was administered to wild-type rodents (Cobum et al,, 2012).
Both A1899 and C23 are breath stimulants and they could be used
as drugs for treating breathing disorder (Cotten, 2013 ).

In conclusion, we found three DPIs (1-3) with significant activity
over TASK channels on oocytes and IKso cumrent in CGN cells,
Compounds 1 and 3 protect to CGN against K'-dependent pro-
grammed cell death. The functional groups —CN, —C4H35 and —m-
CsH4NH3 are important to imprint inhibitory effect. In view of these
structure—activity relationship studies, we are currently synthe-
sizing and testing new pyrrolo| 1,2-ajisoquinclines toward devel-
opment of specific modulators for the 4TM/2P-K' channels family.
Our main focuses are TASK channels due to the importance notonly
in cancer or apoptosis but also other normal- and for pathological
conditions, The inhibition or activation of these channels might be
neuroprotective depending on the cell type, strength and duration
of pathophysiological stimulus. Therefore, synthesis of novel
modulators targeting TASK channels is a useful pharmacological
strategy to the study and trearment of neurodegenerative and
proliferative diseases.
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