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ARTICULO DE REVISION

Caspasas: moléeculas inductoras de apoptosis

Carmen Martha Elinos-Baez,* Vilma Maldonado,** Jorge Meléndez-Zajgla**

Recepcion 15 de agosto del 2001; aceptacion 26 de noviembre del 2001

Resumen

Las caspasas son proteinas clave en la transduccién y
€ ecuciondelasefial apopt6tica inducidapor unadiversidad
deestimul os. Se encuentran en la célula como precursores
inactivosquenecesitanser cortadosparainiciar suactividad.
Existen dos grandes grupos de caspasas, las denominadas
iniciadorasy lasejecutoras. Las caspasasiniciadoras son
activadas por autoprotedlisis cuando son translocadas a
compartimientos especificos 0 mediante adaptadores/
activadores. Lascaspasase ecutorassonactivadasmediante
el corte especifico mediado por las caspasas iniciadoras.
Estasproteasas sonlasencargadasdeloscortesfinalesde
sustratosqueprovocanlamorfol ogiatipicadelaapoptosis.
Entreéstosseencuentranproteinasdesefial, dereparacion
de ADN, estructurales, factores de transcripcion, etc. Las
caspasasrepresentanunnuevo paradigmadelatransduccion
dela sefial y se encuentran implicadas en un gran nimero
deprocesosfisiol 6gicosy patol 6gicos. Enunfuturopodrian
servir como marcadores de procesos patol 6gicos y como
blanco de nuevasterapias.

Palabras clave: Apoptosis, caspasas, |AP

Introduccion

Encondicionesfisiologicaslas célulasdafiadas, lasque estan
sujetas arecambioy las senescentes se eliminan através de
un tipo de muerte celular denominada apoptosis, del griego
antiguo apo-TOE-sis, que significa desprendimiento de las
hojas del arbol en otofio. Kerr en 1972 retomé el términoy lo
aplicé a la pérdida de las células por los tejidos para la
sobrevivenciadelhospedero.! Se haobservado que estetipo
de muerte celular es vital en la homeostasis tisular porque
cuando se altera se producen enfermedades degenerativas
comolaenfermedadde Alzheimer, Huntington, dafioisquémico,
desodrdenes autoinmunes y varios tipos de cancer.?®

Summary

Caspasesarekey proteinsfor thetransductionandejecution
of the apoptotic signals induced by several stimuli. These
proteins are present within the cell asinactive precursors
that need a proteolytic cleavajein order to beactive. There
aretwo main caspases group, theinitiatorsand executors.
The formers are activated by autoproteolysis when
translocated to specific cell compartments or trough the
coupling of adapters and or activators. The executors
caspasesareactivated by cleavage of aninitiator caspase.
These proteasesareresponsiblethen for thefinal cleavage
of diver sesubstratesthat mediatethemor phol ogic changes
during apoptosis. Among these there are signalization,
DNA repairing, structure, transcription proteins,
etc.Caspases represent a new paradigm in the signal
transduction pathway, and are implicated in a large
number of physiologic and pathol ogic processes. In anear
future they could be useful pathologic markers and
therapeutic targets.

Key words: Apoptosis, caspases, | AP

La apoptosis se presenta en células sometidas a
recambio, en la embriogénesis, en la metamorfosis,
durante la involucion del seno lactante, cuando hay
carenciadelosfactores de crecimiento, por activacién de
los llamados receptores de muerte; en células sometidas
aestrés porradiaciénionizante o por compuestos quimicos
mutagénicos, etc.*® Cuando la gravedad del dafio es tal
que lacélulano puede repararse, se activan mecanismos
que ladirigen al suicidio através de ungrupo de moléculas,
conservadas evolutivamente, que constituyen la
maquinaria apoptética.” Aunque algunas de estas
moléculas son ubicuasy generales, otras son especificas
de algunostejidosy utilizan sefiales también especificas.
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Caspasas; inductoras de apoptosis

La apoptosis presenta caracteristicas que difieren
marcadamente de lamuerte celular degenerativao necrosis
la cual tiene mecanismos de inicio especificos para el
tipo de dafio que recibe lacélula, eimplicalainduccién de
genes enla que pueden intervenir mecanismos internos
como un reloj bioguimico.® Estos dos tipos de muerte
presentan diferencias basadas en su morfologia,
bioquimica e incidencia.® Las células que entran en
apoptosis muestran un estrechamiento rapido del citosol
y una pérdida de contacto con las células vecinas por
alteracionesenlas moléculas de adhesion de lamembrana
plasmaética. En el nicleo hay compactacion del material
genético y segregacion hacia la membrana nuclear e
intervencién de las desoxirribonucleasas que fragmentan
al ADN en segmentos especificos que van de 200a 100y
50 kilopares de bases para finalmente cortarse cada 180
pares de bases o sus multiplos siguiendo los espacios
internucleosomales.® Asimismo el citoplasma se condensa
yseformanvesiculas, denominadas cuerpos apoptéticos
gue contienenrestos del nlcleo protegido porlamembrana
nuclear, organelosy reticulo endoplasmico.!* Estos cuerpos
apoptéticos sonfagocitadosinmediatamente porlascélulas
aledafias o por fagocitos profesionales, impidiendo que
moléculas citoplasmicas, organelos y material genético
gueden libres entre las células.'? Se ha encontrado que la
fagocitosis rapida de los cuerpos apoptéticos se debe al
incremento en la membrana celular de la N-acetil-
glucosamina y de la fosfatidilserina,'®* que son sefiales
para lafagocitosis.'* En el caso de la necrosis no existen
estos mecanismos, por lo que durante este proceso se
presenta disfuncion de los organelos antes de la lisis
celular y como consecuencia hay una marcada
inflamacién. Durante la apoptosis participa la
transglutaminasa (de tejidos) que provee a los cuerpos
apoptéticos de una consistencia rigida y evita que las
moléculas del citoplasma se difundan fuera de él.1>1¢ Se
presenta elevacion de los iones Ca?"y Mg?* necesarios
para la actividad de las endonucleasas.'” Todos estos
cambios estructurales son provocados por latransmisién
de sefiales mediadas por un grupo evolutivamente
conservado de cistein-proteasas denominadas caspasas.
Estas proteinas representan un nuevo paradigma de
transduccion de sefiales porque eneste casolainformacion
es transmitida mediante cortes especificos que inducen la
activacion de miembros iniciadores de esta familia. Las
caspasasiniciadorasfinalmente cortanacaspasas ejecutoras
las cuales realizan la hidrdlisis en sitios especificos de
diversos sustratos clave. Unejemplo de este mecanismoes
el producido sobre el citoesqueleto. Durante laapoptosis se
presentan profundos cambios en las células que son
mediados, en gran parte, por las caspasas. Estas enzimas
cortan en sitios especificos a proteinas que reorganizan la
estructura del citoesqueleto, como Gas2, fodrina,®2° 3-
tubulina y algunos tipos de actina.?
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Estructura de las procaspasas

Las procaspasas son una familia de cistein-proteasas
gue se encuentran como moléculas precursorasinactivas
que alrecibir la sefial apoptogénica sufren un rompimiento
proteoliticoy danlugar a dos subunidades que constituyen
laenzimaactiva o caspasa.??23Las procaspasas constan
de un prodominio N-terminal y dos subunidades, una
grande p20y otra pequefia p10. A la fecha las caspasas
mas estudiadas sonla-1,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-9y-10.
Tomando en cuenta la estructura primaria, determinada
por resonancia magnética nuclear (RMN) Yy cristalografia
de Rayos X, se pueden agrupar endos clases: pertenecen
alaclase | las procaspasas que tienen un prodominio N-
terminal grande, como las procaspasas-1, -2, -8,-9y-10.
En las procaspasas de clase Il el prodominio N-terminal
es pequefio o carecen de él, pertenecen a esta clase las
procaspasas-3,-6,-7, (Figural).2*Los prodominiosdelas
procaspasas de clase | contienen dominios de interaccion
proteina-proteina que propician laformacion de complejos
homodiméricos.? Estos complejos estan compuestos
por tetrameros de dos subunidades grandes y dos
pequefias que favorecen su rompimiento autoproteolitico
en sitios especificos de residuos de acido aspartico (D),
(Figura 2). Todas estas moléculas constan de 6 alfa
hélices anfipaticas y antiparalelas las cuales estan muy
empaquetadas formando un centro hidrofébico originando
interacciones hidrofébicas entre los DEDs e interacciones
electrostéticas entre los CARDs, (Cuadro 1).2627 La
autoactivacion de las caspasas de clase | las dirige al
citoplasmaparaactivar alas procaspasasdeclasell, que
notienen la capacidad de autoproteolizarse y durante su
activacion forman complejos heterodiméricos que
favorecen su rompimiento proteolitico.?® En estas
condiciones las caspasas activasinician los mecanismos
apoptoticos hidrolizando a las diversas proteinas, del
citoesqueleto, nucleares, proteinas que intervienenenla
division celular, en el control del ciclo celular, reparacion,
replicacion y transcripcion del ADN.2°3! Existen dos
cascadas principales para la ejecucion de la apoptosis.
Laprimerade ellas, que sucede enlamembrana celular,
depende de la accion de los denominados factores de
muerte que actlan através de receptoresy desencadenan
la formacion de un DISC (complejo de iniciacion de
sefializacion de muerte, por sus siglas en inglés).®? Este
DISC generaunasefial que recluta caspasasiniciadoras
en la membrana de la célula. Una variacion de esta
cascadaesladeprivacion delos factores de crecimiento,
gue también generasefiales a partir de lamembranahacia
la mitocondria. La segunda cascada involucra a la
mitocondria, organelo que es clave paralaintegracionde
sefialesintra-y extracelulares queinician laapoptosis. El
uso de cada unade estas cascadas depende de diversos
factores, de los cuales los dos principales son el tipo de
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estimulo y el tipo celular. Experimentos con ratones
knockout han mostrado que células con diferente
concentracién de caspasa-8 siguen diferentes vias de
activacién de caspasas de clase 11.333* La via que no
involucraalamitocondriase presentaen células conalta
concentracién de caspasa-8 que activa a caspasa-3,
iniciandola cascada apoptética.®%* En células con pequefia
cantidad de caspasa-8, esta caspasa fragmenta a BID,
un miembro proapoptético de lafamilia Bcl-2, generando
un fragmento C-terminal de 15 kDa que se transloca a la
membrana mitocondrial,®” esto provoca la liberacion del
citocromo ¢ por aperturade los megaporos mitocondriales
llamados PT (transicién de poro) regulados por la familia
Bcl-2.38 En este caso el citocromo ¢ junto con dATP
activa a Apaf-1 (factor 1 que activa a proteasas) para
unirse y activar a la caspasa-9.34° Se ha observado que
una vez activadas las caspasas de clase I, los
mecanismos apoptadticos son irreversibles.

Estructura general de las procaspasas

p . ®
Caspas? pzzz "
PRQO Sub. 10 Sub. 20

7 ?

PRl e—

PRO Sub. 10 Sub. 20

Figura 1. Las caspasas se sintetizan como procaspasasy constan
de undominio N-terminal (PRO)y dos subunidades, unagrande p20
y otramenor p10. Seindicala posicién de los acidos asparticos (D)
de escicion de la procaspasa para activarse a caspasa.

Cuadro . Interacciones entre caspasas de clasely
adaptadores, através de sus dominios
Caspasas Adaptador Interaccién  Tipodeinteraccion
Caspasa-1 CARD  CARD-CARD Electrostatica
Caspasa-2 RAID CARD-CARD Electrostatica
Caspasa-8 FADD DED-DED Hidrofébica
Caspasa-9 APAF-1 CARD-CARD Electrostatica
\Caspasa—lo FADD DED-DED Hidrofébica

Fuente: ChouJ. J.etal. Cell 1998;94:171-180.
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Reclutamiento, oligomerizacion y autoprotedlisis
de las caspasas de clase | para su activacion
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Figura 2. Alrecibirla célulaunasefial de muerte las procaspasas de
clase | puedeninteraccionar conlos adaptadores parasureclutamiento
y activacion, esto sucede con la caspasa-8. Otras sefiales liberan
citocromo c de mitocondriacon dATP que se une a Apaf-1 activando
a caspasa-9. Las procaspasas -1y -2 no necesitan adaptadores
parasu activacion.

Reclutamiento de las caspasas

En el caso de la formacion del DISC antes mencionado,
los receptores membranales para factores de muerte se
caracterizan porque poseen, en el extremo intracelular,
una secuencia llamada dominio de muerte (DD) la cual
sirve de unidn a diversas proteinas adaptadoras que
finalmente causan la activacion de las caspasas.* En
todos los casos lasinteracciones de las procaspasas con
los adaptadores que se conocenalafechaestan mediadas
pordominios especificos que se repiten enlos prodominios
delas procaspasas, enlas caspasas, enlos adaptadores,
enlascinasasy enlosdominios asociados alosreceptores
de muerte.*?

La activacion de los receptores de muerte es
consecuencia de la unién de su ligando, que induce la
transmision de una sefial, a través del dominio
transmembranal, al dominio citoplasmico del receptor.
Este sufre un cambio conformacional que favorece su
fosforilacién por una de las cinasas asociada a ese
receptor, que asuvez fosforilaal olos adaptadores FADD
(dominio de muerte asociado a Fas), TRADD (dominio de
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muerte asociado al receptor delfactor de necrosis tumoral,
TNFR) o TRAFs (factor asociado al receptor del factor de
necrosis tumoral), para activar a la procaspasas-8 y -10
y asi iniciar la cascada de caspasas activas, (Figura
3).44 A pesar de que las caspasas son muy similares,
existen diferencias en sus mecanismos de activacion
gue se demuestran por el tipo de adaptador. Asi, las
caspasas-1 y —2 son capaces de oligomerizarse en
concentraciones elevadas sin la intervenciéon de un
adaptador,*®* encambio lacaspasa-8requiere del adaptador
FADD y la caspasa-9 de APAF-1.

Resumiendo lo anterior existen 2 vias de activacion de
la apoptosis: 1. cuando los receptores de muerte son
reconocidos por suligando especifico, o en su defecto se
presenta una supresion de los factores de crecimiento u
hormonalesy 2. activacion de lavia mitocondrial por dafio
al citosol o nicleo, los ejemplos més estudiados son la
radiacién y compuestos quimicos que dafian al ADN, en
donde la proteina supresora tumoral p53, considerada
vigilante de laintegridad delgenoma, activalatranscripcion
de varios genes, entre ellos los proapoptéticos de la
familia Bcl-2: Bax, Bak, Bid, Bad, (Figura 3).

Inhibidores de la activacion de las caspasas
IAPs

Se ha identificado una nueva familia de proteinas
inhibidoras de apoptosis (IAPs) las cuales son clave para
la regulacién de la apoptosis en diversos fenémenos
biolégicos, como en laresistencia alas terapias contra el
cancer.* Actualmente se hanidentificado cinco miembros
altamente conservados durante laevolucién (IAP-1, IAP-
2, XIAP, NIAP, Survivina). El primer miembro se identificd
como una molécula con capacidad inhibidora de la

apoptosisinducida durante lainfeccién por baculovirus.*
Posteriormente su contraparte, en mamiferos fue
identificada por homologiay por su habilidad para unirse
con los factores asociados al receptor de TNF (TRAFS),
(Figura 4). La IAP1 y 2 inhiben la activacion de las
caspasas efectoras,*® también son capaces de inhibir la
activacién de la procaspasa-9 inducida por el citocromo
c. En esta forma protegen a la célula de eventuales
activaciones inespecificas de estimulos por debajo del
umbral apoptético y mantienen en estado latente a las
procaspasas.* Enalgunos casos se hadeterminado una
participacion de estas proteinas en procesos patologicos,
este es el caso de la survivina, que se expresa en
condiciones fisiolégicas en el tejido fetal y no en el tejido
adulto diferenciado,* pero existen lineas celulares de
tumores malignos que la expresan de novo,%*2como en
el casodel cancer cervicouterino. Estas moléculas podrian
convertirse en marcadores moleculares importantes o
blancos terapéuticos en terapias contra el cancer.535*

Familia Bcl-2

Existen diversos miembros de esta familia con funciones
antagonicas. Los miembros proapoptéticos mas
estudiados son Bax, BID, Bad, Bak, Bcl-Xs, mientras que
los antiapoptoéticos sonbcl-2, bel-X y Mcl-1 bel-w, BRAG-
1.55% Los miembros de esta familiaforman homodimeros
o heterodimeros dependiendo de su concentracionenlas
membranas celulares.>”8 El balance en la expresion de
estas proteinas determina la activacién de la transicion
de poro de la membrana de la mitocondria con la
consecuente liberacion del citocromo c al citosol y la
activacion de la caspasa-9.59% Ademas, algunos de los
miembros antiapoptéticos se unen a Apaf-1 e inhiben la
activacion de esta caspasa.

( Cuadro Il. Proteinas que son substratos celulares escindidos en el sitio del acido aspartico (D) )
por las caspasas paralaejecucion de apoptosis.

Proteina substrato Motivo de digestion Caspas. Funcionenlacélulanormal Ref.
PARP DEVD/G 3, Enzimade reparacién de ADN 65
U1-70kDa DGPD/G 3 Seleccionael splicing del ARN 66,67
ADN-PK DEVDIN 3 Reparacion del ADN 68
Gas2 SRVD/G é Componente del citoesqueleto 18
PKC DMQD/N 3 Rompe actinadel citoesqueleto 69
Pro-IL-1R YVHD/A 1 Activa a citocina pro IL-18 a IL-113 69,70
LaminaA VEID/N 6 Mantiene laformadel nicleo 70,71
Ribonucleasas é 3, Procesamientode ARN aARNmM 66,67
SREBP-1y-2 DEPD/S é Regulaunionde esterol a proteina 71,72
Fodrina DETD/S é Une citoesqueletoamembranaCel. 73
Rb DEAD/G 3 Regulaelciclo celular 77,78

\ J
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Diferentes vias de activacion de la apoptosis
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Figura 3. Las sefiales de activacion de las procaspasas de clase | pueden ser: irradiacion, drogas anticancery calor que inducen dafio al
ADN nuclear; retiro de factores de crecimiento, activacion de los receptores de muerte por su ligando especifico, asilas caspasas de clase
lactivan alas procaspasas de clase Il y todas intervienen en la hidrélisis especifica de sustratos clave para conducir ala célulaa apoptosis.
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Figura 4. Existen proteinas inhibidoras de laapoptosis (IAPs), proteinas de choque térmico (Hsps), proteinas antiapoptoticas (bcl-2, belX )
que puedenbloquear la apoptosis en diferentes sitios.

Gac Méd Méx Vol. 139 No. 5, 2003 497




Caspasas; inductoras de apoptosis

Aven

Se hadescubierto un nuevoinhibidor de caspasas al que
se le hallamado Aven, este inhibidor se une abcl-X y a
Apaf-1 e impide la autoprotedlisis de la caspasa-9.%

Las interacciones de las caspasas activas con las
proteinas que son sustratos celulares durante la ejecucién
de la apoptosis se realizan através de los sitios de &cido
aspartico (D) como se indica en el cuadro 11.5578

En experimentos con lineas celulares de cancer
pulmonar humano: Calu-1, carcinoma epidermoide de
tumor centraly A427y adenocarcinomade tumor periférico
cultivadas con compuestos quimicos que inducen muerte
celular, es necesario determinar si esta muerte es
apoptotica, para lo cual se identifica la presencia de
caspasasiniciadoras como caspasa-8 0—9 o de caspasas
ejecutoras, caspasa-30—7. Paraesto serealizan Western
blots con el anticuerpo anticaspasa especifico y se
identifica el transcrito por RT-PCR utilizando los
oligonucledtidos sentido y antisentido correspondientes
queidentifican al fragmento de lacaspasade interésy asi
utilizarlos inhibidores de bcl-2, IAPs, Hsps que bloquean
la actividad de las caspasas in vitro, en animales de
laboratorio y en humanos para comprobar que los
compuestos quimicos utilizados conducen a apoptosis a
las células malignas mas no asi a las células normales
de un mismo individuo, éstas se utilizan como control
(manuscrito en preparacién). Recientemente, se ha
suscitadoun graninterés enlaposibilidad de modificar la
actividad de las caspasas con fines terapéuticos. La
inhibicién de la activacion de las caspasas puede tener
aplicaciones clinicas, por ejemplo en la hepatitis viral.”
Un ejemplo destacado es el cancer en el que se ha
observado que utilizando latecnologia de oligonucle6tidos
antisentido paralos genesinhibidores de las caspasas o
posiblemente con anticuerpos especificos para bloquear
la activacion de Hsps, bcl-2, IAPs, se podia evitar la
sobrevivenciade las células malignas.®84El conocimiento
de los mecanismos apoptoticos y de los factores
participantes daran informacion paramejores tratamientos
con agentes farmacoldgicos que de manera selectiva
ataquen a las células malignas y sean poco agresivos
para las células normales, Esta es una esperanza reno-
vada en la cura del cancer.

Agradecimientos: alaQuimicaen Alimentos Marisol Saldafia
Cortés por su asesoria en computo para realizar este trabajo.
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