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RESUMEN

Las interacciones proteina-proteina son eventos criticos para muchos procesos celulares que se extienden desde la
formacién de estructuras macromoleculares y complejos enzimaticos, hasta la regulacién y la transduccién de
senales. Comprender estas interacciones en detalle, proporciona informacién otil sobre el mecanismo molecular de
funcionamiento de la célula, y ayuda en el disefio de farmacos mas especificos y en la ingenieria de procesos
celulares. En el presente articulo se revisaron los avances recientes en el estudio de las interacciones entre proteinas,
la creacién de bases de datos, la utilizacién combinada de sus anotaciones y el desarrollo de métodos teéricos de
prediccién. El periodo revisado abarcé desde el afio 1975 hasta el 2003.
Palabras claves: bases de datos, doble-hibrido, micro-arreglo de ADN,
micro-arreglo de proteinas, espectrometria de masas
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ABSTRACT

Protein-protein interactions: databases and prediction methods. Protein-protein interactions are critical for
virtually every cellular process, ranging from the formation of macromolecular and enzymatic complexes to the
protein regulation and signal transduction. Detailed knowledge of the protein interaction networks should provide
new insights into the structure and properties of the cellular systems, and it might enable the design of specific
drugs and the engineering of cellular processes. In the present article we review the experimental techniques
available for the study of protein-protein interaction, the development of new databases, the combined use of
their complementary information, and the different computational methods for the prediction of protein interactions.

Keywords: databases, yeast two-hybrid, DNA microarray, protein chips, mass spectrometry

Introduccién

Lasinteracciones entre proteinas desempefian un pa-
pel fundamental en varios aspectos de la organiza-
cion estructural y funcional delacélula[l, 2]. Estas
interacciones pueden ser clasificadas en trestipos: i)
las que ocurren entre dominios de unamisma cadena
polipeptidica, ii) las que ocurren entre dominios de
diferentes cadenas polipeptidicas en proteinas
multiméricas, y iii) las que ocurren de manera
transiente en complejos formados entre proteinasin-
dependientes[3].

En la actualidad se dispone de las secuencias de
aminoécidos codificadas por 130 genomas secuenciados
completamente (http://igweb.integratedgenomics.com/
GOLD/; http:/iwww.expasy.ch/sprot/), de un gran nd-
mero de datos obtenidos a través de micro-arreglos de
ADN (del inglés“DNA microarray”), einformacion de
gran valor sobreinteracciones proteina-proteina obteni-
damediantelos métodosdoble-hibrido (del inglés*yeast
two-hybrid"), espectrometria de masas, micro-arreglo
de proteinas, cristalografia, inmunoprecipitacion y me-
dicionespor Bl Acore. Lacombinacion de estosmétodos
experimentales y su utilizacion a gran escala en
Caenorhabditis elegans [4], Saccharomyces cerevisiae
[5-8] y Helicobacter pylori [9] hadadolugar alacreacion
de un amplio conjunto debasesde datos, a tiempo quela
vision sobrelafuncién delas proteinas haevol ucionado.

Desde € punto de vista clasico, la funcién de una
proteina, denominada frecuentemente funcién molecu-
lar, esta determinada por la accién local de una sola
moléculaproteica; mientras quelavisién post-genémica

. Autor de correspondencia

define la funcidn de la proteina como su enrgjado de
i nteracciones con otras mol éculas (Figura 1). El térmi-
no mas utilizado para describir este punto de vista es
funcidn contextual o funcién celular.

Del andlisis combinado delos datos experimentales
sobre interacciones entre proteinas, se ha comprendi-
do que la complejidad de los organismos no depende
del nimero de proteinas codificadas en sus genomas,
sino del nimero de interacciones entre ellas[10]. Por
g emplo, laplantaArabidopsis thaliana, el nemétodo
C. elegans, la mosca Drosophila melanogaster y el
hombre poseen un ndimero similar de genes (25,498;
19,099; 14,100 y 30,000-35,000; respectivamente).
Por ello, constituye un desafio €l desarrollo de méto-
dos tedricos para predecir los detalles a cerca de las
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La funcién La funcién A depende
de la proteina A de sus interacciones
es su accién sobre S con otras proteinas
para formar P en la célula

Figura 1. Evolucién del significado de la funcién de las
proteinas. La visién clasica se muestra a la izquierda y la visién
post-genémica a la derecha.
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interacciones especificas entre proteinas a nivel at6-
mico, y la aplicacién de dichos métodos a escala
genémica[11, 12]. Unavez dilucidadas las redes de
interacciones o “interactoma” en sistemas celulares
model os, seraposible el disefio de farmacos mas espe-
cificosy laingenieriade procesos celulares.

En conexién con esta problemética, se celebrd en Ju-
nio del 2001 en Charleston, Carolinadel Sur, laprimera
conferenciasobre model acin deinteraccionesentre pro-
teinas a escala genomica (http://reco3.ams.sunysb.edu/
conference/). Estaconferenciaincluyd sesiones sobreel
acoplamiento proteina-proteina (del inglés “protein-
protein docking”), larelacién estructura-funcién, lasin-
teracciones proteina-moléculas pequefias, y la
identificacion deinteraccionesen viasmetabdlicas[13].
Adicionamente, a igual que los experimentos parala
evaluacion a ciegas de los métodos de prediccion de
estructura tridimensional de proteinas (CASP y
CAFASP), se hacreado un nuevo experimento denomi-
nado CAPRI (del inglés “Critical Assessment of
Predicted Interactions’) para evaluar los métodos de
acoplamiento proteina-proteina. Mas informacion so-
bre CAPRI puede encontrarse en e sitio de internet
http://capri.ebi.ac.uk.

Este articulo revisa los avances alcanzados en €l
estudio delasinteracciones proteina-proteina, y presta
especial atencion a las anotaciones en las bases de
datos, su utilizacion, y el desarrollo de métodos teori-
cos para su prediccion.

Métodos experimentales

para el andlisis de interacciones
roteina-proteina:

Rliveles de confianza

L os métodos experimental es disponibles para detectar
interacciones entre las proteinas tienen distintos nive-
les de resolucion (Tabla 1) y pueden clasificarse en
cuatro categorias[14]. Laprimeracategoriacomprende
el andlisis atdmico, donde la interaccion es detectada
por métodos muy sensibles como la difraccion de ra
yos-X (DRX) que aportainformacidn especifica sobre
los &tomos y residuos que participan en lainteraccion.
Lasegundacategoriaagrupaal os métodos que detectan
la interaccion de forma directa, por gjemplo, experi-
mentos de doble-hibrido y medicionespor BlAcore. La
tercera categoria agrupa alos métodos de deteccion de
compl g os medi ante técni cas deinmunoprecipitacion o
de espectrometria de masas. La cuarta categoria com-
prende bioensayosrealizadosaescaacelular, por gjem-
plo, laproliferacion celular estimuladapor lainteraccion
ligando-receptor. Lasegunday terceracategorias, adi-
ferencia de la primera, indican cuales proteinas estan
formando parte del complejo en un instante de tiempo
pero no revelan e detalle quimico de la interaccion.
Algunos métodos experimentales abarcan més de un
nivel deresolucion como seobservaenlaTablal.

Ademés, recientemente se hadescrito en laliteratu-
racientificael uso delatecnologiade micro-arreglo de
proteinas para el estudio de las interacciones protei-
na-proteinade levaduras[15-17] y lametodologiade
purificacion por afinidad en “tandem” (TAP, dél in-
glés“tandem affinity purification™) [5, 6, 18]. Ambas
técnicas detectan interacciones fisicas entre protei-
nas, de manera directa, y segiin laTabla 1, ellas pue-
den ser incluidas en las categorias dosy tres.
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Tabla 1. Métodos experimentales para el estudio de las interacciones entre proteinas.

Nivel de resolucién

Método atémico

directo

complejos

celular

Rayos-X y RMN X
Ensayos de competencia

ELISA

Ensayos de retardacion en gel

Doble-hibrido

Cromatografia de afinidad

BlAcore

micro-arreglo de proteinas

Resonancia paramagnética electrénica X
Cromatografia de filtracion en gel

Espectrometria de masas (TAP)

Enlazamiento molecular (cross-linking)
Co-inmunoprecipitacién

Co-sedimentacion

Sedimentacién en gradiente de sacarosa

Co-purificacién

Microscopia electrénica

Inmunofluorescencia

Inmunolocalizacién

Inmunotinciéon

FRET X

Ensayos de bloqueo con anticuerpos
monoclonales

Ensayos de adhesién
Knock-out
Co-expresion transiente

>

X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X

X
X
X

FRET: energia fluorescente transferida por resonancia; ELISA: ensayo enzimatico de inmunoabsorcién; RMN:
resonancia magnética nuclear; Knock-out: experimentos de delecién de genes.

El uso eficiente de los datos sobre la interaccion
entre proteinas requiere de una evaluacion critica de
su exactitud, redundancia (cuando se describe la
interaccion entre un par especifico de proteinas, utili-
zando igual es condi ciones experimentales) y comple-
mentariedad (cuando se describe lainteraccion entre
un par especifico de proteinas, por varios métodos
con enfoques diferentes o por un solo método utili-
zando diferentes condiciones experimental es). Desdi-
chadamente, la correspondencia entre un conjunto
amplio de anotaciones de interacciones proteina-pro-
teina, solo se hainvestigado recientemente [19]. Una
posible explicacion es que lacomparacién delosdatos
experimentales es dificil pues se obtienen en diferen-
tes condiciones, poseen diferentes formatos y se re-
quiere de un sistema de anotaciones como referencia.
Seglin estimados de von Mering y colaboradores, méas
de la mitad de las interacciones informadas por los
métodos de andlisis masivos (andlisis realizados para
todas las proteinas codificadas en un genoma) son
ilegitimas o falsos-positivos [19].

Es importante notar, ademas, que las proteinas
interacttan entre ellas con un amplio interval o de afini-
dadesy escalasdetiempo. Algunasinteraccionesfisio-
|6gicas son transientes y débiles, por consecuencia, la
deteccion de dichas interacciones esta frecuentemente
en e margen deerror delaobservacion, lo cua provoca
gue puedan aparecer interacciones no fisiol 6gicascomo
falsos-positivos [8, 9]. Por otro lado, muchas de las
interacciones experimentalesinformadasen laliteratu-
ra cientifica son inconsistentes con los datos
tridimensionales (3D) obtenidos para complejos
macromoleculares, por g emplo, RNA-polimerasa, Arp2/
3y proteasoma, 0 con informacion adicional [11, 20].
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Para aumentar el nivel de confianzaen lasinterac-
ciones detectadas experimentalmente, y documenta-
das en diferentes bases de datos, se debe observar la
mismainteraccion por diferentes métodos[21]. N6te-
se que de arededor de 80,000 interacciones descritas
para proteinas de levadura, por métodos diferentes,
solamente 2,400 son descritas por méas de un método
[19]. Otro enfoque paravalidar lainteraccion combina
la informacién que brindan métodos experimentales
independientes con datos 3D obtenidos por DRX [11].
Unalistadeinterfases proteina-proteina presentes en
estructuras resueltas por DRX esta disponible en la
base de datos SPIN-PP, accesible en el sitio http://
trantor.bioc.columbia.edu/cgi-bin/SPIN/.

Siguiendo estalineaderazonamiento, laintegracion
de diferentes bases de datos y/o diferentes métodos,
contribuird a validar las anotaciones en las bases de
datos[22]. Un gemplo de ello lo constituye el méto-
do propuesto por Tong et al. [23] que consiste en
combinar la metodologia de las bibliotecas de fagos
(del inglés “phage display”) con la metodologia de
doble-hibrido. Primeramente, realizan una busgueda
de secuencias consenso en proteinas de levadura ca-
paces de unir dominios de reconoci miento de péptidos
mediante una biblioteca de fagos. Como resultado de
esta busqueda se obtiene un enrejado deinteracciones
gue conectaa proteinas que poseen una secuenciacon-
senso con aquellas que poseen dominios de reconoci-
miento especifico para esas secuencias consenso, ala
vez, define sitiosde unién en algunas de las proteinas.
Un segundo enrejado deinteracciones se obtienedela
busqueda de proteinas que interaccionan con los do-
minios de reconoci miento de | as secuencias consenso,
utilizando el método de doble-hibrido. Este método
ha sido aplicado en la busqueda de proteinas que
interacttan con dominios SH3.

Bases de datos sobre interacciones
entre proteinas

Para documentar y describir las interacciones entre
proteinas, se ha desarrollado un grupo de bases de
datos que incluyen todalainformacién obtenida por
los diferentes métodos experimental es descritos en
laTabla1[14], y delainformacién publicadaen la
literatura cientifica. A continuacion se expone una
revision de las bases de datos, centrando la atencién
en el tipo de datos que contienen y como acceder a
ellas. En algunos casos se hacen comentarios sobre el
volumen de informacién contenido en labase de da-
tos, en el momento en que se escribe el presente
manuscrito.

DIP (Database of Interacting Proteins),
http://dip.doe-mbi.ucla.edu

Documenta interacciones mol ecul ares, proteina-pro-
teina, determinadas experimentalmente por los mé-
todos de doble-hibrido, inmunoprecipitacion,
ensayos de blogqueo con anticuerpos monoclonalesy
anotaciones extraidas de laliteraturacientifica, entre
otros. DIP esta implementada como una base de da-
tosrelacional formadapor cuatro tablas. Unaprime-
racon informacién sobre las proteinas, una segunda
sobre interacciones proteina-proteina, unaterceraque
describe detalles sobre |os experimentos, y la cuarta
tabla contiene la lista de todas las referencias en
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Medline. DIP permitelarepresentacion visual delas
interacciones asi como navegar através de lared de
interacciones protei cas mediante unainterfase WWW
[24, 25]. En el momento de escritura de este manus-
crito, el nimero de proteinas descritas en DIP ascen-
diaa 6,978y el nimero de interacciones a 18,260.

BIND (Biomolecular Interaction Network
Database), http://bind.ca

Documentainteracciones moleculares que incluyen
proteina-proteina, proteina-RNA, proteina-DNA,
proteina-mol écul as pequefias, complejos molecula-
res, y vias metabolicas. Los datos experimentales
obtenidos por doble-hibrido, espectrometriade ma-
sas, cristalografia, bibliotecas de fagos, y las anota-
ciones complementarias se encuentran almacenadas
en forma de objetos en el formato ASN.1 (Abstract
Syntax Notation.1; http://www.oss.com/asnl/
index.html), utilizado por el Centro Nacional parala
Informacion Biotecnolégica (NCBI), y pueden ser
interrogados a través de una interfase WWW [26].
Actualmente, BIND documenta 15,141 interaccio-
nes, y 1,306 complejos.

InterDom (Database of interacting domains),
http://InterDom.lit.org.sg

InterDom combina datos sobre fusiones de domi-
nios, interacciones entre proteinas, complejos
proteicos, e informacion de la literatura cientifica
Esta base de datos es una compilacion de interaccio-
nes tentativas entre dominios de proteinas, obteni-
das por métodos tedricos, que puede ser utilizada
paralaanotaciony validacion “in silico” delasinte-
racciones detectadas experimental mente. Laestrate-
giafundamental es utilizar multiples métodos tedricos
y datos experimental es independientes, para prede-
cir interacciones entre dominios de proteinasy asig-
nar mayor puntuacién a aguellas donde coincida la
mayor cantidad de evidencias. L os datos estan orga-
nizados en una base de datos relacional en el sistema
MySQL, y puede ser interrogada con una combina-
cion de Perl, PHP, Java, y HTML. InterDom contie-
ne anotadas 15,058 posibles interacciones entre
dominios, en su version 1.1 con fecha 15 de febrero,
2002. Los autores de esta base de datos sugieren
ademas, un sistema de puntuacién para inferir las
interacciones entre dominios de proteinas [27].

KDBI (Kinetic Data of Bio-molecular
Interactions database),
http://xin.cz3.nus.edu.sg/group/kdbi/kdbi.asp

Documenta datos experimental es sobre la cinética
de interaccion entre proteinas, proteina-ARN, pro-
teina-ADN, proteina-ligando, ARN-ligando, ADN-
ligando, y reacciones descritasen laliteratura. KDBI
contiene actualmente 8,273 entradas, que involucran
1,380 proteinas, 143 acidos nucleicos, y 1,395 mo-
| écul as pequefias. Ademas, posee enlaces areferen-
cias en MEDLINE y a estructuras 3D depositadas
en las bases de datos PDB y NDB. L os parametros
cinéticos anotados incluyen constantes de asocia-
cion, disociacioén, orden de la reaccion, constantes
de inhibicién, de afinidad, constante catalitica, to-
dos ellos pueden ser interrogados mediante una
interfase WWW [28].
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MINT (Molecular INTeraction database),
http://cbm.bio.uniroma2.it/mint/index.html

MINT contiene informacion sobre complejos molecu-
lares, interaccion entre dominios, modificaciones
enziméticas de | as proteinas i nteractuantes, constantes
de unidn y otros datos cinéticos. Toda lainformacién
contenida en MINT es curada de manera manual por
expertos, y esta organizada en una base de datos
relacional en el sistemaSQL [29]. Actualmente, MINT
tiene documentadas 4,568 interacciones que pueden ser
interrogadas mediante una interfase WWW escrita en
lengugje HTML codificado (PHP; http://www.php.net).

WISTdb (Worm Interaction Sequence Tag
database)

Contiene el mapa de las interacciones proteicas del
nematodo C. elegans obtenidas por doble-hibrido;
proyecto guiado por el Dr. Marc Vidal del Instituto
DanaFarber, delaescuelade medicinade Harvard en
Boston, Massachussets[4]. L as anotaciones han sido
organizadas utilizando €l sistema de manipulacién
de bases de datos orientado a objetos, ACEDB [30],
y puede ser interrogada mediante su interfase
ACEBrowser [31].

ASEdb (Alanine Scanning Energetics
Database), http://www.asedb.org

Contiene mediciones experimentales de la afinidad
con que se unen dimeros de proteina-proteina, pro-
tefna-&cido nucleico, y proteina-pequefias molécu-
las, en los que se ha mutado una cadena lateral por
alanina. En casos en que laestructura 3D estadispo-
nible, contiene areas de superficies delacadenalate-
ral mutaday enlaces alabase de datos PDB. ASEdb
es unabase de datosrelacional Util parael andlisisde
lacontribucion de un aminoécido alaenergéticadela
interaccion. ASEdb contiene 2,919 mutantes, 1,953
poseen datos estructurales para el monémero 'y 580
parael dimero[32].

FlyNets,
http://gifts.univ-mrs.fr/GIFTS_home_page.html

Contiene las interacciones proteina-ADN, proteina-
ARN vy proteina-proteina, descritas en la mosca D.
melanogaster [33]. FlyNets estd compuesta por dos
partes: i) FlyNets-base es una base de datos especia-
lizada en interacciones moleculares que ocurren du-
rante el proceso deformacion del patrén embriogénico;
ii) FlyNets-list es una base de datos mas general que
documenta cual quier interaccion molecular publicada,
que ocurraen lamosca. Todos |os datos estan organi-
zados en una coleccion de ficheros con formato de
hipertexto, semejante ala estructura de labase de da-
tos GenBank, y pueden ser interrogados a través de
unainterfase WWW.

MYGD (MIPS Yeast Genome Database),
http://mips.gsf.de

MY GD contiene informacién detallada sobre el
genomadeSS. cerevisiae, y las secuencias aminoacidi-
cas codificadas. Ademas, contieneinformacion com-
plementaria sobre lafuncién delosgenesy proteinas,
complejos proteicos, fenotipo de los mutantes, inte-
racciones proteina-proteina, y vias metabdlicas. Toda
lainformacion esta anotada en ficheros con formato
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de hipertexto y puede ser interrogada através de una
interfase WWW [34].

BioKnowledge Library,
http://www.proteome.com

BioK nowledge es unabase de datos rel acional que con-
tiene informacién especifica sobre las proteinas. Lain-
formacion esrecopiladadelaliteraturacientificaeincluye:
funcion bioguimica, funciony locaizacion celular, inte-
racciones genéticas y con otras proteinas, regulacion,
dominiosy patrones de secuencia caracteristicos. Todas
estas caracteristicas; concernientes a los organismos
modelos S. cerevisiae, C. elegans, Schizosaccharomyces
pombe; y otros organismos como Candida albicans y
Homo sapiens. BioKnowledge es curada manualmente
por expertos, y lainformacion sobre cada proteina esta
organizada en formato HTML, con una pagina WWW
paracadamolécula[35].

PRONET, http://pronet.doubletwist.com

Esun proyecto no-académico fundado por Doubletwist™
y Myriad™. Esta base de datos contiene informacion
sobre interacciones proteina-proteina y datos produci-
dos por métodos propios [24].

CURAGEN, http://www.curagen.com

Contiene informacion sobre interacciones proteicas
en levadura, obtenidas en los laboratorios del Dr. S
Field y de la compafiia Curagen. Posee herramientas
paravisualizar lared de 957 interacci énes descritas, y
los datos estan accesiblesen el sitio Web delacompa-
fiia para usuarios con objetivos académicos[7].

PIM, http://www.hybrigenics.fr

Contiene losresultados del andlisis por doble-hibrido
del genomadeH. pylori. En el estudio sedescribieron
1,465 interacciones proteicas anotadas en la base de
datos [9].

BRITE (Biomolecular Relations in Information
Transmisién and Expression),
http://www.genome.ad.jp/brite/

Es una base de datos de relaciones binarias y compa-
racion de grafos que involucran genes y proteinas.
Contieneinteracciones proteina-proteinaobtenidas por
doble-hibrido en S. cerevisiaey H. pylori, y por otras
extraidas de la literatura cientifica; interacciones en
vias metabdlicas; informacién sobre similitud de se-
cuencia; y relaciones obtenidas através de micro-arre-
glode ADN. BRITE, puede ser interrogadaatravés de
unainterfase WWW.

INTERACT,
http://www.cl.cam.ac.uk/~wb204/GD99/

Es unabase de datos orientada a objetos, que contiene
informacién sobre las interacciones entre proteinas
descritas paralosorganismosS. cerevisiae, C. elegans,
Human, y Escherichia coli. Cadainteraccion esrepre-
sentada como un grafo, con las proteinasindividuales
en los vértices y la interaccion entre pares de €ellas
formando los bordes [36]. Lainformacion contenida
en esta base de datos puede ser interrogadaatravés de
unainterfase WWW, queincluyelenguaje paramode-
lado en realidad virtual (VRML; del inglés “Virtual
Reality Modelling Language”).
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Métodos tedricos de prediccion de
interacciones entre proteinas

En el andlisisfuncional de un genoma, un paso critico
es la comprension de las interacciones entre las pro-
teinas codificadas[37]. Por ello se hadesarrollado un
conjunto de métodos tedricos para abordar €l proble-
made laprediccién de interacciones entre proteinas a
partir del analisisde sus secuencias aminoacidicas, de
informacién delosgenomasy de datos cristal ogréficos
de complejos macromoleculares. De manera general,
todos los investigadores utilizan como hipoétesis que
si se conoce el modo de interaccion entre dos protei-
nas o dos dominios de proteinas, cualquier interaccion
que puedaocurrir entre proteinas homdélogasinvolucra
contactos del mismo tipo [3]. Sin embargo, existen
casos en los que proteinas homol ogas poseen diferen-
tes modos de interaccion. Por ejemplo, la enzima
nucledtido difosfato quinasa (EC 2.7.4.6) se presenta
en la naturaleza en forma de hexamero o tetramero
dependiendo de la especie [38]. Las siadidasas (EC
3.2.1.18) virales forman tetrameros, mientras que las
bacterianas y de tripanosoma aparecen como
monodmeros de proteinas multidominio [39]. Unare-
vision reciente sobre el temade prediccién deinterac-
ciones entre proteinas fue publicada por Valenciay
Pazos [40].

El reconocimiento proteina-proteina esta determi-
nado por las propiedades fisicas y quimicas de la
interfase, lacual hasido caracterizadaen términos de
su geometria (tamafio, formay complementariedad) y
de su naturaleza quimica (tipo de grupo quimico y
aminoécido, hidrofobicidad, interacciones electrostéd
ticasy enlaces por puente de hidrégeno). El andlisis
delas superficiesde contacto entre proteinas o interfase
tuvo susinicios con €l trabajo de Chothiay Janin en
1975 [41]. A partir de ese afio y hasta el 2002, han
aparecido diferentes trabajos sobre el tema, de varios
autores [42-58]. De estos trabajos se ha derivado un
conjunto de regul aridades Utiles paralos métodos de
prediccion deinteraccion proteina-proteina.

Lautilizacion delos métodos de acoplamiento pro-
teina-proteina, parapredecir lasregionesdeinteraccion
y laestructurade compl gjos protei cos, es un temaque
merece unadescripcion detalladay se alejadel objeti-
vo del presente articulo. Revisiones recientes sobre
este temafueron publicadas por Halperinet al. [59], y
Smithy Sternberg [60].

Variosinvestigadores han utilizado lainformacion
contenida en los genomas (la fusion de dominios, la
conservacion del orden génico, la distribucion
filogenética), parapredecir interacciones entre protei-
nas. Si dos cadenas polipeptidicas son sub-unidades
de una misma proteina o complejo, sus genes estan
frecuentemente adyacentes en el genoma, y se expre-
san y regulan de manera conjunta a nivel de ADN.
Dandekar et al. [61] utilizalainformacién que brinda
la conservacion del orden de genes ortélogosy la ar-
quitecturade los operones en 6 genomas de procariotas
y 3 de archaeas. Con este criterio, se identificaron
para cada genoma alrededor de 100 proteinas
involucradas en interacciones fisicas. Overbeek et al.
[62] y Latheet al. [63] aplicaron este criterio agenomas
poco relacionados. El método desarrollado por
Pellegrini et al. [64], denominado perfilesfilogenéticos
(del inglés “phylogenetic profiles’), se basaen laco-
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evolucion de proteinas que interactan, dicho de otra
manera presencia-ausencia de genes ortlogos en
genomasdiferentes. Si el patron de proteinas ort6logas
(presencia-ausencia) se conservaen organismosdela
misma especie, se debe probablemente a que una de
las proteinas no puede gjercer su funcion sin la otra.
Huynen et al. [65] aplicaron este método al genomade
Mycoplasma genitalium, prediciendo 34% de los pa-
res como interactuantes y un 29% adicional pertene-
cientesalamismaviametabdlicao proceso funcional.
Marcotte et al. [66, 67] y Enright et al. [68] desarro-
Ilaron métodos basados en lafusion de dominios (del
inglés “fused domain approach”). Los métodos utili-
zan la hipétesis de que cuando dos proteinas A y B
contienen dominios homaélogos adominios diferentes
de unaterceraproteinaen otro organismo, peroAy B
no son homologas entre si, entonces A y B interaccio-
nan. Enright y colaboradores utilizan BLAST [69]
para determinar ortologia entre proteinas y encuen-
tran 64 casos de genes fusionados en cuatro genomas
procariotas. El método desarrollado por Marcotte y
colaboradores, conocido como “ Rosetta stone method”,
utiliza la informacién anotada en las bases de datos
Pfam[70] y ProDom [71] paradeterminar homologia
entre dominios de proteinasindividual es.

Lalimitacion delos métodos descritos radicaen que
s6l o son aplicables agenomas secuenciados completa-
mente, para tener la certeza de la ausencia de genes
especificos; por otro lado son aplicables solamente en
bacterias, donde el orden delosgenesesunacaracteris-
ticarelevante; y por Ultimo dependen delacalidad del
alineamiento mltiple de las proteinas en estudio.

Gallety colaboradores[72] desarrollaron un méto-
do simple de prediccion que identifica secuencias de
aminoécidos, denominadas dominios de unién a re-
ceptor, basado en el andlisis de sus propiedades
hidrofébicas. L as secuencias de aminoacidos més pro-
pensas ainteractuar, se obtuvieron deun andlisisesta-
distico de las frecuencias de aparicion de los
aminoacidos en sitios de interaccion conocidos. El
meétodo identifico el 95% delosresiduosinvolucrados
enlainteraccién ADN-proteinay el 83% enlosdomi-
niosdeunionacalcio. Sprinzak y Margalit [73] utili-
zaron un enfoque similar paraidentificar patrones de
secuencia caracteristicos, observados como regulari-
dad, en pares de proteinas cuya interaccion ha sido
comprobada de forma experimental. Una de las pro-
teinas posee un patrén de secuencia caracteristico de-
finido en la clasificacion InterPro [74], y la otra
proteina que interacciona un segundo patron caracte-
ristico. A este conjunto de pares de patrones caracte-
risticos se les denominaron patrones de secuencia
correlacionados. El método fue probado en una base
de datos de interacciones, comprobadas de manera
experimental, en lalevaduraS. cerevisiae.

Bock y Gough [75] utilizan lainformacién conteni-
daen 70 hetero-complgjos extraidos de labase de datos
PDB, paraentrenar un algoritmo de clasificacion deno-
minado “Support Vector Machine (SVM)” capaz de
reconocer y predecir interacciones, basado solamente
en laidentidad de secuenciade aminoéacidos. Wojcik y
Schéchter [76] combinan métodos de busqueda de si-
militud de secuencia aminoacidicay agrupamiento de
secuencias (del inglés*“ clustering”) conlainformacion
contenida en las bases de datos acerca de dominios en
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proteinas que interactdan, para predecir mapas de
interaccion proteina-proteina. Este método se ha em-
pleado para predecir el mapa de interaccion de protei-
nas en la bacteria Escherichia coli, utilizando la
informacion previadel mapadeinteraccion deH. pylori.

Pazosy Valencia[77, 78] combinan informacion de
secuencias aminoacidicas e informacion de genomas
paracalcular las distancias evolutivas entre proteinas
que pertenecen afamiliasrelacionadasy paracalcular
la correlacion de mutaciones entre posiciones de un
alineamiento multiple de secuencias. Estaidease basa
en observaciones previas que indican una correspon-
denciaentrelos arbolesfilogenéticos de proteinas aso-
ciadas (ejemplo: ligando-receptor); paraunarevision
sobre estetema, veael articulo de Fraser et al. [79]. El
método propuesto por Pazosy Valencia se ha aplica-
do agran escala, utilizando 67,000 pares de proteinas
deE. coli, delos cuales 2,742 fueron predichos correc-
tamente [77]. Un método similar al propuesto por
Pazosy Valencia, ha sido desarrollado por Ramani y
Marcotte [80], quienes alinean arbol es fil ogenéticos,
representados por matrices, para definir proteinas
especificasinvolucradas en lainteraccion. Este méto-
do se haaplicado amas de 18 familias de proteinas.

Luet al. [81] desarrollaron un método denominado
MULTIPROSPECTOR que extiende la metodologia
de compatibilidad secuencia-estructura (del inglés
“threading”) alaprediccién de estructura cuaternaria,
y gque constade dos fases. Una primerafase g ecuta el
método de “threading” PROSPECTOR, paragenerar
un conjunto de estructuras 3D potenciales de la pro-
teina en estudio. En una segunda fase, re-evaltan la
compatibilidad de las estructuras 3D generadas con
las estructuras molde que forman parte de complejos
cristal ogréficos determinadas experimental mente. El
método fue evaluado utilizando un conjunto de 40
homodimeros, 15 heterodimeros y 69 mondmeros,
explorados contra una seleccion de 2,478 estructuras
representativas de la base de datos PDB. EI método
predijo correctamente 36 homodimeros, 15 heterodi-
meros y 65 mondmeros. Ademas, se evaluaron todas
las posiblesinteracciones paraproteinas de levadura,
de un total de 2,865 predicciones utilizando
MULTIPROSPECTOR, 1,138 estédn documentadas
en la base de datos DIP, en comparacion con PS|-
BLAST quepredice 1,781 interacciones, deellas 1,215
documentadas en DIP.

Zhou y Shan [82] y Fariselli et al. [83] utilizan
redes neuronales entrenadas en conjuntos de protei-
nas que interacttian, especificamente perfiles de se-
cuenciay accesibilidad a solvente deresiduosvecinos,
para predecir sitios de interaccion proteina-proteina.
Estos métodos son capaces de predecir correctamente
el 69-73% delos residuos que componen lainterfase.

Aloy y Russell [84, 85] utilizan las estructuras
cristalogréficas de complejos moleculares para eva
luar mediante un potencial empirico, cuando unapro-
teina homdloga al par de proteinas interactuantes
conservael mismo mecanismo deinteraccion. Por Ul-
timo, Bader y Hogue [86] han aplicado |a teoria de
grafo para detectar regiones densamente pobladas en
enrejados deinteracciones proteina-proteina, y de esta
manerapredecir complejos moleculares. El algoritmo
desarrollado por estos investigadores, MCODE (del
inglés “molecular complex detection”), fue evaluado
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utilizando las anotaciones sobre las interacciones en
S. cerevisiae.

Una lista de métodos de prediccion con sitios
WWW, se muestra a continuacion:

- http://ww.biochem.ucl.ac.uk/bsm/PP/server/ [47].

- maine.ebi.ac.uk:8000/services/a lfuse/ [68].

- http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/ [ 70].

- gpcr.biocomp.unibo.it/predictors [83].

- www.russell.embl.de/interprets [84, 85].

- http://cbm.bio.uniroma2.it/iSPOT [87].

Los autores de esta revision han desarrollado un
método paralainferencia de interacciones entre pro-
teinas que utiliza el modelo de cadenas ocultas de
Markov (HMM) y la combinacion de |as anotaciones
contenidas en lasbases de datos PFAM, DIPy SWISS-
PROT/TrEMBL. Este método permite ademés, una
anotaci6n automati ca acercadelafuncién contextual o
funcién celular de las proteinas en estudio, asi como
delosdominiosfuncionales quelas componen, lo que
resultade gran utilidad paracomplementar y enrique-
cer experimentos de andlisis funcional de genomas,
protedmicay proyectos de secuenciacion. El método
con todas sus particularidades conformd la Tesis de
Diplomade Victor delaTorre Russis, defendidaen la
Universidad de LaHabana en €l afio 2003 y estadis-
ponible através de unainterfase WWW en |os sitios
de internet http://www.bioinfo.cu/iPPl.html y http://
bio.cigb.edu.cu/iPPI/iPPI.html.

Actualizacion

Fraser et al. 2003 proponen que | asinteracciones pro-
teina-proteina tienden a disminuir la velocidad a la
cual ellas evolucionan [88]. Las proteinas que
i nteracttan acumulan menos cambios de aminoéacidos
en su secuencia, debido posiblemente, arestricciones
estructurales.

Sprinzak y colaboradores proponen un método de
computo paraevaluar laexactitud de los datos experi-
mental es sobreinteracciones proteina-proteina obteni-
dos por el método de doble-hibrido [89]. Estos
investigadores proponen que el 50% de lasinteraccio-
nes proteina-proteina identificadas en la levadura S.
cerevisiae corresponden a casos positivosy que € nd-
mero total de interacciones para este organismo
(“interactoma”) esde 10,000-16,600.

Ofrany Rost utilizaron unared neuronal parapre-
decir laregion de contacto en lasinteracciones protei-
na-proteina [90]. EI método s6lo requiere de la
informacién de la secuencia aminoacidica de las pro-
tefnas que interactdan. Estos investigadores conclu-
yeron que €l 70% de sus predicciones son correctasy
gue predicen correctamente al menos un sitio de
interaccion en 66 de un total de 333 complejos
protei cos estudiados (20% de |os casos).

Goffard et al. 2003 desarrollaron el método | PPRED
paralainferenciadeinteracciones entre proteinas ba-
sado en lasimilitud de secuencias aminoacidicas[91].
IPPRED utilizael programa BLAST [69] y los datos
experimental es documentados en BIND [26] y en |la
literaturacientificaparainferir lasinteraccionesentre
proteinas. Ademas, |PPRED esta disponible a través
de unainterfase WWW en €l sitio de internet http://
chi.labri.fr/outils/ippred/.

von Mering et al. 2003 implementaron la predic-
cion de asociaciones entre proteinas en el método
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STRING [92]. STRING no utilizalainformacion ex-
perimental sobreinteracciones proteina-proteinaano-
tada en las bases de datos referidas en este articulo;
por el contrario utilizainformacion sobrelafusion de
dominios, laconservacion del orden génicoy ladistri-
bucion filogenética, contenidaen |os genomas secuen-
ciados completamente. La nueva version del método
esta disponible através de unainterfase WWW en el
sitio deinternet http://www.bork.embl-heidel berg.de/
STRING/.

Conclusiones

La anotacion funcional detallada para un genoma
secuenciado completamente requiere del estudio de
las interacciones entre sus componentes. De aqui se
desprende la importanciay el enorme esfuerzo para
desarrollar métodos experimentales y tedricos mas
precisosparaéel estudio delasinteracciones entre pro-

teinas. Una vez descritas estas interacciones o
“interactoma” seraposible €l disefio de farmacos mas
especificosy laingenieriade procesos celulares.
Lacombinacion del mayor nimero posible de datos
experimentalesy tedricos, sobreinteraccionesentre pro-
teinas, proporcionara informacion mas completay de-
talladadelos sistemasbiol gicos. Especial cuidado debe
prestarse a las anotaciones en las bases de datos, pues
de manera genera son la fuente para é desarrollo de
meétodos tedricos de prediccion. El uso combinado de
| as anotaciones en bases de datos que se complementen
entresi, aumentarael nivel deconfianzaen dichasanota-
cionesy permitiraunacuraciony validacion detallada.
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