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INTRODUCCION

Aunque el estudio de la conformacion en biomoléculas es fundamental para el
entendimiento de sus funciones biolégicas, la informacion concerniente a estudios
estructurales y conformacionales de las estructuras de macromoléculas a partir de los
datos reportados experimentalmente resonancia magnética nuclear (RMN) y cristalografia
de rayos X (DRX) y de los estados estructurales preferenciales particularmente para
proteinas y los residuos de aminoacidos que las constituyen son limitados y en muchos

casos inexistentes.

Desde este punto de vista, el conocimiento estructural y de parametros basicos de las
biomoléculas, nos permite acércanos al entendimiento de diferentes procesos bioldgicos
que implican la interaccién entre las mismas. Tal es el caso de las proteinas las cuales al
igual que otras macromoléculas poseen distribuciones espaciales de carga, en donde las
fuerzas que mantienen su estructura, estabilidad y funcién biol6égica dependen de una
compleja interrelaciébn entre los potenciales que enlazan y pliegan su configuracién
espacial [78]. Considerando los aminoacidos que constituyen a las proteinas, tiene
especial interés, el L-glutamato; debido a que ademas de ser considerado como el
principal neurotransmisor excitador del Sistema Nervioso Central (SNC); desempefia un
papel fundamental en los procesos que involucran la diferenciacion neuronal y el
desarrollo del SNC, tiene un papel Unico en la incorporacion del nitrdgeno en los
esqueletos carbonados de los aminoacidos no esenciales y es fundamental en los
procesos de desaminacion y de detoxificacion por remocion de los iones amonio (NH4)",

por ser uno de los aminoacidos més abundantes presenten en las proteinas [52].
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El estudio de aminoacidos como el L-glutamato o como el de otros compuestos requiere
del conocimiento de parametros basicos como las propiedades especificas de la
molécula, las cuales constituyen la fuente de informacion primaria. Sin embargo, la
informacién reportada sobre los pardmetros moleculares y estructurales béasicos que
permitan derivar informacion biolégica para proponer modelos de correlacién estadistica
es escasa 0 en muchos casos inexistente; por lo cual se hace necesario desarrollar
estudios que permitan establecer relaciones entre las variaciones de las variables internas
(distancias de enlace, angulos de enlace y angulos diedros) de las estructuras
macromoleculares y las regiones altamente estructuradas gue juegan un papel
importante en la funcion de esta. De acuerdo con lo anterior el presente trabajo consistio
en el andlisis estructural de los glutamatos pertenecientes a las proteinas resueltas por
cristalografia de rayos X y reportadas en el banco de datos de proteinas PDB hasta
Septiembre de 2009 [80] (PDB. Este estudio aplicé algoritmos matematicos para inferir
estadisticamente la relacion entre las variables internas derivadas de las coordenadas
atémicas reportadas experimentalmente para los glutamatos y su respectiva posicion en

regiones altamente estructuradas de las proteinas.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la naturaleza se han identificado mas de 300 aminoacidos, no todos ellos codificados
genéticamente, ni constituyentes de secuencias protéicas. En la mayoria de los
organismos se reconocen 20 aminoacidos con codificacion genética, aunque en

microorganismos se han identificado hasta 22 aminoacidos genéticamente codificados.

De todo este grupo de moléculas se puede identificar un aminoacido fundamental para los
procesos vitales, tiene un papel Unico en la incorporacion del nitrégeno en los esqueletos
carbonados de los aminoacidos no esenciales, y es fundamental en los procesos de
deaminacién y de detoxificacibn por remocién de los iones amonio (NH4). Este
aminoacido particular, ademés una de las mas abundantes moléculas de la naturaleza, es

el glutamato (Glu, E) [14][59]

Dentro de las funciones metabdlicas del L-glutamato (Glu) se ha encontrado que es el
principal neurotransmisor excitador del Sistema Nervioso Central (SNC) y ejerce su
funcién por medio de receptores (GluRs), donde desempefia un papel fundamental en los

procesos que involucran la diferenciacién neuronal y el desarrollo del SNC[57][58].

El estudio de ésta como de otras moléculas biolégicas en cuanto a su estructura requiere
del conocimiento de pardmetros bésicos como las propiedades especificas como las
fuerzas de Van der Wals y los puentes de hidrogeno de la molécula, las cuales,
constituyen la fuente de informacion primaria. Sin embargo, la informacién existente sobre

los pardmetros moleculares béasicos de las conformaciones moleculares de las estructuras
14



del aminoécido L-glutamato presentes en los datos reportados experimentalmente (DRX)
y de los estados estructurales preferenciales cuando el glutamato hace parte la cadena

amino acidica de una estructura protéica son limitados y en muchos casos inexistentes.

Desde este punto de vista, el conocimiento estructural y de parametros basicos de las
biomoléculas, ademas de brindar informacién hasta ahora escasa en la literatura sobre las
variaciones de las variables internas de aminoacidos es de particular interés cuando se
encuentran haciendo parte de una cadena amino acidica en una region determinada
como por ejemplo un dominio funcional de interés particular, también nos permite
acércanos al entendimiento de diferentes procesos bioldgicos que implican la interaccion
entre biomoléculas como por ejemplo el caso de la accion de ciertas drogas que actlan
en moléculas enddégenas y alimentar con esta informacion a las bases de datos mundiales
de estructuras de proteinas mas consultadas por la comunidad cientifica en general como
lo es la base de datos PDB (Protein Data Bank) [80]. De acuerdo con lo anterior, el
presente trabajo se centré en el estudio de las propensiones conformacionales del L-
glutamato en regiones altamente estructuradas de proteinas resueltas por cristalografia

de rayos X.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Aminoacidos

Las proteinas se encuentran constituidas por residuos de aminoacidos los cuales estan
unidos por un tipo especifico de enlace peptidico, el cual fue descrito en la década de los
treinta, Linus Pauling descubrieron en ensayos acerca de los cambios conformacionales
de las proteinas que el enlace peptidico tiene unas caracteristicas que permiten que el
enlace peptidico sea polar, por la mayor densidad de carga electronica alrededor del
oxigeno, y ademas tiene caracteristicas de doble enlace, con lo que es plano y puede
presentar isomeria cis-trans [27]. Todos los aminoacidos cuentan en su estructura con un
grupo carboxilo y un grupo amino unido a un carbono alfa. Estos grupos funcionales se
encuentran deprotonado y protonado respectivamente a pH fisiolégico (Fig. 1). De
acuerdo con su cadena lateral los aminoacidos varian en estructura, tamafo y carga

eléctrica influyendo asi en su comportamiento fisico y quimico [1,2,3,4].

Figura 1. Estructura candnica de un aminoacido.
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Los aminoacidos pueden clasificarse dentro de diferentes grupos de acuerdo a sus
propiedades fisicas y quimicas [2], de tal manera que por sus propiedades pueden estar
compartiendo caracteristicas entre si y también simultdneamente pueden hacer parte de

varios grupos como se demuestra a continuacién en la siguiente figura 2

alifatico

aromatico

<)
/ positivo

no polar
3 cargado polar

Figura 2. Diagrama de Venn mostrando la relacion de los 20 aminoacidos naturales de
acuerdo con una seleccion de las propiedades fisico- quimicas, las cuales se creen son
importantes en la determinacion de la estructura protéica. Tomada de
http://prowl.rockefeller.edu/aainfo/pchem.htm
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2.2. Glutamato

El glutamato es una macromolécula que participa en muchos de los procesos asociados

al sistema nervioso central y periférico. [5,6,56]. Su estructura se explica en la figura 3.

01
7 - N
0 a”
cB
G
D
Onors
OE2

Figura 3. Estructura del glutamato. Presenta un carbono alfa (CA) que se une al grupo
carboxilo y al grupo amino, un carbono beta (CB), un carbono gama (CG) y un carbono
delta (CD), ademas presenta angulos diedricos phi y psi Desarrollada con el software
Avogadro.

El glutamato tiene una masa molecular relativa de 129.2 Da, un volumen molecular de
138.4 A 'y es uno de los aminoacidos con superficie accesible relativamente alta de 190.0
A. el grupo carboxilo de su cadena lateral se ioniza a un pH superior de 5.0 y es por ello
un aminoacido extremadamente polar. su grupo carboxilo es muy reactivo, su valor

energético de hidroficidad es alto ( 12.58 Kcal/mol), [7,50,51,57].

El glutamato esté presente en la mayoria de los tejidos animales [9,10,11] pero su mayor

concentracion esta en el cerebro con niveles de hasta 10nM [8,12,13,52,55]., aunque en
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una pequefia cantidad también se encuentra en el liquido extracelular [15].Es quien actia
en todo el sistema nervioso central permitiendo el 60% de sindpsis las cuales todas son
excitatorias heterogéneamente dando lugar a lo que se le conoce como reservorios de
glutamato [22], los cuales se dividen en reservorio glial y reservorio neural; estos, a su vez
se pueden dividir en cuatro reservorios funcionales diferentes: 1) el reservorio de
glutamato para neurotransmision, 2) el reservorio del glutamato glial, 3) el reservorio
precursor del GABA, 4) el reservorio metabdlico [14,23]. Es importante anotar que
estudios recientes han presentado al glutamato como una de las moléculas responsables

de la evolucién del cerebro [10,23,42].

El L-glutamato, por ser considerado un aminoacido dicarboxilico, cargado a pH fisiolégico
(7.4), puede establecer puentes de hidrogeno con otras biomoléculas (agonistas o
antagonistas) de forma directa o indirecta por medio de una molécula de agua. De
acuerdo con lo anterior, este aminoacido generalmente se encuentra presente en los
sitios de interaccion de proteinas como enzimas y receptores y su localizaciéon en la
topologia estructural de la proteina generalmente es a nivel de regiones expuestas al

solvente. [24,25]

2.2.1. Abundancia Relativa del Glutamato

Cada uno de los aminoacidos presenta valores que hacen referencia a su abundancia
dentro de las proteinas de los vertebrados [16,17]. De acuerdo con estudios preliminares
se han reportando algunos rangos significativos (Tabla 1) entre el uso de codones y la

frecuencia de los aminoacidos para vertebrados (gréfica 2) [17,18].
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FRECUENCIA OBSERVADA EN
AMINO ACIDOS CODONES VERTEBRADOS

ALANINA GCU, GCA, GCC,GCG 7,34%
ARGININA CGU, CGA, CGC, CGG, AGA, AGG 520%
ASPARAGINA AAU,AAC 5,12%
ACIDO ASPARTICO GAU, GAC 5,9%
CISTEINA uGgU, UGC 1,76%
ACIDO GLUTAMICO GAA, GAG 6,22%
GLUTAMINA CAA, CAG 3,7%
GLICINA GGU, GGA, GGC, GGG 3,96%
HISTIDINA CAU, CAC 2,26%
ISOLEUCINA AUU, AUA, AUC 5,76%
LEUCINA CUU, CUA, CUC, CUG, UUA, UUG 9,36%
LISINA AAA,AAG 5,81%
METIONINA AUG 2,32%
FENILALANINA Uuuy, uucC 4,12%
PROLINA CCU, CCA, CCC, CCB 5,0%
SERINA UCU, UCA, UCC, UCG, AGU, AGC 7,38%
TREONINA ACU, ACA, ACC, ACG 6,2%
TRIPTOFANO UGG 1,34%
TIROSINA UAU,UAC 3,3%
VALINA GUU, GGUA, GUC, GUG 6,48%

Tabla 1. Abundancia relativa de los aminoéacidos en las proteinas. En la primera columna
se muestra el nombre aminoéacido, en la segunda columna se muestra los codones que
codifican para estos y en la tercera columna se muestra el valor en porcentaje de la
abundancia de cada aminoacido dentro de una estructura protéica. Tomada de
http://www.russelllab.org/aas/.

2.3. Técnicas para determinar estructuras atomicas de biomoléculas.

La cristalografia de rayos X y la Resonancia Magnética Nuclear en solucion son las dos
técnicas experimentales mayormente usadas para determinar las estructuras atomicas de

biomoléculas.
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2.3.1. Cristalografia de Rayos X.

La cristalografia de rayos X es una técnica que consiste en hacer pasar un haz de rayos X
a través de un cristal en estudio (sélido limitado por una serie de caras planas las cuales,
forman parejas paralelas, en lados opuestos del cristal) [19,79]. El haz se escinde en
varias direcciones debido a la simetria de la agrupacion de &tomos 'y, por difraccion, da
lugar a un patron de intensidades que puede interpretarse segun la ubicacion de los
atomos en el cristal [57,58]. Cuando el haz de rayos X incide sobre un cristal, provoca que
los atomos que conforman a este dispersen a la onda incidente tal que cada uno de ellos
produce un fenémeno de interferencia que para determinadas direcciones de incidencia
sera destructivo y para otras constructivo surgiendo asi el fenémeno de difraccién [20,49].
La informacion que proporciona la difraccion de rayos X, se puede referenciar de dos
formas, por un lado, la geometria de las direcciones de difraccién (condicionadas por el
tamafio y forma de la celdilla elemental del cristal) nos ofrecen informaciéon sobre el
sistema cristalino [21] y por otro lado, los resultados se relacionan con la naturaleza de
los atomos y las posiciones que ocupan en la red, talgue su medida constituye la
informacion tridimensional necesaria para conocer la estructura interna del cristal [21].
Dentro de las técnicas mas empleadas se encuentra el método de Laue en el que se
utiliza un Policroméatico de Rayos X que incide sobre un cristal fijo y perpendicularmente a
este se sitla una placa fotogréfica plana encerrada en un sobre a prueba de luz [58]. En
la actualidad, este método se utiliza para determinar la simetria: si un cristal se orienta de
tal manera que el haz incidente sea paralelo a un elemento de simetria, la disposicion de

las manchas en la fotografia revela su simetria [20,21].
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Otro método es el de rotacién o cristal giratorio en donde el cristal se orienta de tal
manera que puede hacerse girar segin uno de los ejes cristalograficos principales [22].
Finalmente el método power en el que la muestra se pulveriza tan finamente como sea
posible y se asocia con un material amorfo, en forma de eje acicular de 0.2 a 0.3 mm de
didmetro, la muestra generalmente se hace girar en el haz de rayos X durante la

exposicion [20,22].

2.3.2. Resonancia Magnética Nuclear

La informacién acerca de la estructura y dinamica de moléculas en disolucion por RMN se
obtiene a partir de las sefiales de absorcién que se detectan cuando nucleos atémicos
gque poseen numero cuantico de espin diferente de cero y que se encuentran situados
dentro de un campo magnético se irradian con una radiacién electromagnética de
frecuencia equivalente a la diferencia de energia entre sus niveles de espin nuclear
[23,59]. Por otro lado, los espines nucleares pueden interaccionar entre si, bien a través
de los electrones de los enlaces que los separan (acoplamiento escalar) o bien
directamente a través del espacio (acoplamiento dipolar) provocando, en un caso,
desdoblamientos de las sefiales de resonancia y, en el otro, contribuyendo al fendbmeno
de relajacion [23,61]. El espectro de RMN de una molécula compleja, estara formado por
un gran numero de lineas de absorcion con frecuencias, intensidades y en algunas

ocasiones anchos distintos [24,62].

Dentro de esta técnica los desplazamientos quimicos son relevantes en la descripcion de
molecular; por ello, es importante resaltar que dicho aspecto depende de su entorno

quimico y es por tanto, muy sensible a la conformacion de la molécula. [26,27].
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2.4, Geometria Molecular

La geometria molecular o estructura molecular se refiere a la disposicion tri-dimensional
de los atomos que constituyen una molécula, dicha geometria esta dada por la
coordenadas X,y,z de cada uno de los atomos y las conectividades existentes entre ellos
(distancias, angulos y diedros). Se ha demostrado que la geometria molecular determina
diferentes propiedades de las moléculas, como son la reactividad, polaridad, actividad

biolégica, entre otras [78].

Uno de los aspectos de mayor importancia en el estudio de la geometria molecular
corresponde a los valores de las variables internas de la molécula como son: a) la longitud

de enlace, b) los angulos de enlace y c) los angulos diedros.

La longitud de enlace es la magnitud que mide la relacion espacial existente entre dos
atomos que se unen por medio de enlaces covalentes. Los angulos de enlace se
constituyen por la relacién existente entre tres atomos y los angulos diedricos se

constituyen por la relacion existente entre cuatro atomos [26,28].

En 1963 el bioquimico Indd G. N Ramachandran y colaboradores [35], usaron un modelo
de esferas rigidas para explorar el espacio conformacional permitido para cada atomo en
una estructura polipeptidica. A partir de este estudio fue posible visualizar dichas
representaciones como mapas bidimensionales donde los dos ejes corresponden a los
angulos diedros phi y psi [35,36], los cuales se describen en la seccién 2.1. El mapa
muestra las regiones permitidas y no permitidas estéricamente para todos los
aminoacidos, excepto para Glicina (Gnico aminoacido asimétrico) que no cuenta con
cadena lateral y por lo tanto puede adoptar angulos phiy psi en los cuatro cuadrantes del

grafico de Ramachandran [89].
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2.5. Estructura Protéica

Las proteinas son biomoléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos: estas
desempefan diversas funciones en el organismo: 1) estructural, 2) inmunolégica, 3)
enzimatica, 4) contractil, 5) homeostética, 6) protectora o defensiva y 7) transduccién de
sefales [26] entre otras; la funcidn de una proteina esta directamente relacionada con la
estructura la cual depende de: 1) el orden de los aminoacidos, los cuales pueden tener
varias conformaciones gracias al movimiento de los electrones dentro de sus atomos; lo
cual, puede traducirse en un nimero astrondmico de posibilidades de estructuras para la
misma proteina, 2) el correcto plegamiento de los diferentes niveles estructurales; ya que,
la cadena se pliega hasta alcanzar la formacién nativa, en la que la proteina es funcional,
si ocurre un error la proteina puede ser inactivada, 3) condiciones fisiol6gicas como la
temperatura, y el pH , 4) fuerzas no covalentes, que a su vez incluyen interacciones

electrostaticas, fuerzas de van der Wals y puentes de hidrégeno [30].

La estructura de las proteinas puede jerarquizarse en una serie de niveles,

interdependientes. Estos niveles corresponden a:

1. Estructura primaria
2. Estructura secundaria
3. Estructura terciaria

4. Estructura cuaternaria
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2.5.1. Estructura primaria.

Es la forma de organizacion mas simple de las proteinas y corresponde a la secuencia
lineal de aminodcidos; es decir, el nimero de amino4cidos presentes y el orden como se
enlazan en dicha estructura.[28]. Los aminodcidos secuencialmente forman la proteina

por medio de enlaces peptidicos [53,54].

Conocer la estructura primaria no solamente es importante para entender su funcion si no
también en el estudio de enfermedades genéticas; ya que es posible que el origen de una

enfermedad radique en una secuencia anormal [29].

2.5.2. Estructura secundaria:

Esta definida como la conformacién presente en regiones locales de la proteina, que esta
estabilizada a través de enlaces de hidrégeno entre los elementos del enlace peptidico.
[29,47]. Hay varios elementos de estructura secundaria que adquieren una forma real de
hélice, de los que el mas abundante es la hélice alfa, hipotetizada por Pauling en 1951 y
posteriormente demostrada su existencia mediante Cristalografia [39,40,47]. En ésta
como en todas las hélices se establecen puentes de hidrégeno entre los atomos del
esqueleto polipeptidico dentro de ella misma. En este caso se establecen entre el
carbonilo del residuo iy el amino del residuo i + 4. La periodicidad comienza desde el
carbonilo de uno de los aminoacidos y desde alli se mantiene cada 3,6 residuos por

vuelta, con los angulos alfa = -45° y beta = -60°. El paso es de 0,56 nm [54].
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Figura 4. Estructura Secundaria de una proteina Alfa — hélice. Tomada de
http://www.esacademic.com/pictures/eswiki/71/GCN4 coiled coil dimer 1zik rainbow.pn

La mayoria de las hélices alfa tienen 7 u 11 residuos, que se corresponden con 2 6 3
vueltas. Ademas, las hélices alfa tienen momento dipolar, ya que todos los puentes de
hidrégeno estan alineados hacia el extremo carboxilo de la hélice. Esta distribucion de la
densidad de carga a lo largo de la hélice permite la union de ligandos anionicos a los
extremos N-terminales de una hélice alfa de su receptor correspondiente, porque alli los
puentes de hidr6geno no tienen con qué enlazarse y estan accesibles a una posible
interaccion. Esta capacidad de unir ligandos puede ser un mecanismo de regulacién de la

funcion protéica, y de hecho se observa en receptores de la superficie celular [41,60]

Las representaciones en espiral permiten saber las interacciones y posibles localizaciones
de las hélices en la estructura protéica, asi como saber hacia donde se encaran, si hacia
dentro o al agua, segun sean hidr6fobas, hidréfilas o anfipaticas [1][30]. La estructura se
puede asimilar a una hélice muy estirada de s6lo dos residuos por vuelta y de sélo 1 A de
radio. Los grupos lineales se tienen que asociar formando un angulo de unos 25° para

formar ldminas, ya que si no ocurre, no se pueden establecer puentes de hidrégeno entre
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ellos [53]. Esta torsion genera que el plano de la ldmina alfa tenga concavidad y

convexidad, y se pueda hablar de un arriba y un debajo del plano [43,31].

Otra estructura propuesta por Pauling y Corey se conoce como hoja beta; en esta
estructura todos los residuos presente una rotacion de 180° [47,32,33].La hoja beta esta
estabilizada por puentes de hidrégeno entre el grupo amida y el grupo carboxilo de un
carbono adyacente, en esta estructura los radicales se disponen alternativamente a uno y

otro lado de cadena polipeptidica [1,61].

W

Figura 5. Estructura Secundaria de una proteina: Hoja Plegada en Beta. Tomada de:
http://www.esacademic.com/pictures/eswiki/49/1m8n Choristoneura fumiferana.png
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2.5.3. Estructuraterciaria

Esta representada por los plegamientos y enrollamientos de la estructura secundaria,
constituyendo formas tridimensionales geométricas que se mantienen por enlaces fuertes
(puentes disulfuro entre dos cisteinas) y otros débiles (puentes de hidrégeno; fuerzas de
Van der Waals; interacciones idnicas e interacciones hidrofdbicas). Desde el punto de
vista funcional, esta estructura es la mas importante debido a que al alcanzarla es cuando

la mayoria de las proteinas adquieren su actividad biolégica o funcion. [48,33,46]

La estructura terciaria de una proteina es la responsable directa de sus propiedades
biologicas, ya que la disposicion espacial de los distintos grupos funcionales determina su
interaccion con los diversos ligandos. [65,76,77]. Para las proteinas que constan de una
sola cadena polipeptidica (carecen de estructura cuaternaria), la estructura terciaria es la
méaxima informacién estructural que se puede obtener. [75] Dentro de esta estructura se
distinguen dos grupos: 1) las de tipo fibroso en las que las hélices alfa y las hojas beta
pueden mantener su ordenamiento sin recurrir a grandes modificaciones, Unicamente
introducen ligaras torsiones longitudinales, 2) las de tipo globular en las que se suceden

regiones con estructuras alfa y beta. [35,38].

Las hélices alfa presentan tendencias en su conformacion las cuales, consisten en la

formacion natural de acuerdo con residuos [66,74].

Las estructuras beta son los elementos estructurales (descritos por primera vez por
Geddes, 1968, y definidos por Venkatachalam, 1968). [67,68]. El posible papel de estas
estructuras se ha considerado dos posturas: una que son los elementos pasivos y que se

forman como consecuencia de interacciones de largo alcance [70,71]. La otra es que tiene
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un papel activo en el plegamiento de zonas distales de cadena y promoviendo las
interacciones terciarias. [69,44,72].

Existen formas para representar las estructuras de las proteinas; una de ellas consiste
en esquematizar el esqueleto polipeptidico como si fuera una cinta hecha a base de
planos que contienen los enlaces peptidicos, con esta representacion se pueden ver los
elementos de estructura secundaria, la otra forma de representar y la que mejor describe
la estructura tridimensional de una proteina es la que representa las hélices alfa por
cilindros y los grupos lineales alfa por flechas planas [46,73]. Pero, aunque existen estas
representaciones se hace necesario entonces visualizar detalladamente las coordenadas
atomicas de cada uno de los atomos que integran la proteina, estas representaciones
fueron desarrolladas en la década de los cuarenta por el bioquimico hindd
Gopalasamudram Narayana Ramachandran junto con Viswanathan Sasisekharan,
desarrollaron una técnica para visualizar todas las combinaciones posibles de los dngulos
diedricos W (psi) contra el ® (phi) en los aminoacidos de un polipéptido [74]. Este
diagrama que lleva su apellido (Ramachandran) esta divido en cuadrantes: en el primer
cuadrante se ubican las hélices alfa a la izquierda, en el segundo cuadrante se hallan las
combinaciones de la hoja beta, en el tercer cuadrante las hélices alfa ala derecha y los
giros [81,35,45]. Los valores de libertad permitidos para los giros, se presentan
Gnicamente en el angulo phi (@), el cual debe estar entre el CA- N y el angulo psi (y),
que debe estar entre C-CA, ya que los angulos omega son rigidos; dichos valores se

muestran en la figura 6 [83]
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Figura 6. Representacion de los angulos phi y psi descritos por Ramachandran en 1963.
Muestra la orientacién y los atomos que deben incluirse dentro de cada éangulo
Biochemistry. Segunda Edicion. Garrett, R. H. Grishamn, C. M. Saunders College
Publishing. 1999.

2.5.4. Estructura cuaternaria

Cuando una proteina esta constituida por mas de una cadena polipeptidica; la proteina
adquiere estructura cuaternaria. La estructura cuaternaria debe considerar: el numero y la
naturaleza de las distintas subunidades o monémeros que integran el oligdmero y la forma
en que se asocian en el espacio para dar lugar al oligbmero [33]. Las estructuras
cuaternarias se unen por los mismos tipos de uniones quimicas encontradas en la
estructura terciaria, incluyendo uniones débiles de caracter electrostatico y/o puentes de

hidrégeno y covalentes como puentes de disulfuro [84, 34].

Cuando varias proteinas con estructura terciaria de tipo globular se asocian para formar

una estructura de tipo cuaternario, los monémeros pueden ser: a) iguales, como en el
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caso de la fosfoglucoisomerasa o de la hexoquinasa; b) altamente parecidos, como en el
caso del lactato deshidrogenasa; c). estructural y funcionalmente distintos, como en el
caso del Aspartato transcarbamilasa, un enzima alostérico con seis subunidades con

actividad catalitica y seis con actividad reguladora [1,34].
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. Hipotesis de lainvestigacidn

La informacion estructural derivada de las coordenadas cartesianas atomo a atomo de los
residuos de aminoacidos constituyentes de las cadenas polipeptidicas permitira
establecer relaciones entre las variaciones de las variables internas (longitudes de enlace,
angulos de enlace y angulos diedros) del aminoacido estudiado y las regiones

estructuradas de las proteinas de las cuales hace parte.

3.2. Objetivos de la investigacion

3.2.1. Objetivo General

Realizar un estudio estructural y conformacional de las estructuras del L-glutamato

presentes en los datos reportados experimentalmente por cristalografia de Rayos X y de

los estados estructurales preferenciales cuando el glutamato hace parte la cadena amino

acidica de de una region altamente estructurada de una proteina.

3.2.2. Objetivos Especificos

1. Desarrollar e implementar un algoritmo matematico que permita obtener los
valores de las variables internas (distancias de enlace, angulos de enlace, angulos
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diedros) del aminoacido L-glutamato a partir de sus coordenadas cristalogréficas,
para las proteinas depositadas en el banco de datos de proteinas PDB
(septiembre 2009).

2. Analizar la dependencia conformacional de las interacciones atémicas especificas
del aminoacido L-glutamato cuando hace parte de una cadena amino acidica.

3. Generar una analisis estadistica entre los valores de las variables internas del
amino acido L-glutamato y las regiones altamente estructuradas de las proteinas

depositadas en PDB (septiembre 2009).
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4. METODOLOGIA

Para desarrollar el estudio de las propensiones conformacionales del aminoacido L-
glutamato en regiones altamente estructuradas de proteinas resueltas por cristalografia
de rayos X se ejecuto una serie de pasos que se agruparon por secciones: 1) en esta se
obtuvieron las coordenadas de estructuras resueltas por rayos X, 2) aqui se obtuvo
coordenadas de los glutamatos que hacen parte de las regiones estructuradas como
hélices alfa y hojas beta, 3) se obtuvo el set de datos completo haciendo uso de los
criterios de inclusion, 4) se obtuvo los datos de las variables internas de los glutamatos y

5) se realiz6 la inferencia estadistica.

Un diagrama abreviado de la metodologia se presenta en la pagina 37 figura 7.

4.1. Obtencion de las estructuras protéicas de humano resueltas por

cristalografia de rayos X disponibles en PDB

A partir de la informacién depositada en PDB (Septiembre 2009) se obtuvieron 14371
estructuras protéicas de humanos resueltas por cristalografia de rayos X (Anexo D). Las
proteinas fueron incluidas y categorizadas en una base de datos que incluye los
identificadores basicos como: PDB ID, resolucion cristalogréfica, longitud de la secuencia,
namero de mondmeros asociados por estructura obtenida y referencia bibliogréafica

(Anexo D).
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4.2. Abstraccién de las coordenadas X,y,z de los glutamatos que hacen parte de

proteinas de humano resueltas por cristalografia de rayos X

A partir de las estructuras obtenidas de las proteinas, se realiz6 la abstraccion de las
coordenadas &tomo a atomo en los ejes X, y, z de los glutamatos (Anexo C) para cada

proteina y se identificd la posicion respectiva en la cadena amino acidica (Anexo D).

4.3. Filtrado de datos para abstraer los glutamatos pertenecientes a proteinas de
humano resueltas por cristalografia de rayos X, que hacen parte de las

regiones altamente estructuradas como hélices alfa y hojas beta.

Al tener el archivo de las coordenadas en los ejes X, y, z de cada uno de los glutamatos
pertenecientes a proteinas de humano resueltas por cristalografia de rayos X se filtraron
las coordenadas equivalentes a aquellos glutamatos pertenecientes a hélices alfas y
betas (Ver anexo F). Para obtener este conjunto de datos se utilizo criterios de inclusion,
donde se tomo la ubicacion de cada glutamato con sus coordenadas y lo incluyo en el
rango de la base de PDB que ubica las hélices alfa y las hojas beta. (Anexo G).

La base de datos filtrada cumplié con los siguientes parametros de seleccién: a)
Glutamatos de proteinas pertenecientes a humano; b) Glutamatos de proteinas resueltas
por cristalografia de rayos X. ¢) Glutamatos pertenecientes a regiones protéicas altamente
estructuradas (hélices alfa y hojas beta) y d) Cadena A cuando correspondia a estructuras
multiméricas, e) Glutamatos pertenecientes a proteinas Unicamente con los datos

cristalograficos completos, f) Glutamatos que no pertenecieran a regiones terminales.
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4.4. Calculo de las variables internas (longitud de enlace, &ngulo de enlace y

angulo dihedro) a partir de las coordenadas de los glutamatos.

Se elaboré y aplico el algoritmo AMGE “ Aminoacid Geometry Made Easy” (Ver Anexo A),
que permitié calcular las variables internas del glutamato (distancias de enlace, angulos
de enlace y angulos diedricos) partir de las coordenadas x, y, z para las estructuras
estudiadas. Este algoritmo fue escrito e implementado con la colaboracion del
Departamento de Ingenieria de Sistemas de la Pontificia Universidad Javeriana. Para
evaluar su eficiencia se valido por medio del software VMD haciendo uso de 100 datos
como muestreo probabilistico los cuales corresponden al 0.7% del total de la poblacién
homogénea en estudio, obtenido por medio del factor de muestreo aleatorio simple dada

la homogeneidad de la poblacion de interés.

4.5. Clustering y andlisis de los datos obtenidos.

Con base en los valores obtenidos para las variables internas a partir de las coordenadas
atoémicas aplico una prueba de comparacion de medias para establecer que los valores de
hélices alfa y hojas beta son diferentes, también se aplico una prueba de intervalo de
confianza al 95% para establecer los rangos para alfa y beta en las distancias de enlace,

en los angulos de enlace y en los angulos diedricos (Anexo H).
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4.6. Generacion de un analisis estadistico.

Con los resultados obtenidos a partir de la prueba de comparacion de medias se pudo
determinar las diferencias en términos de propensiones internas que tiene el L-glutamato
cuando hace parte de una estructura protéica en regiones altamente estructuradas como
una hoja en alfay una hoja en beta.

Con la obtencion de intervalos de confianza se pudo realizar la inferencia estadifica que
permite determinar con un 95% de confianza cuando un glutamato pertenece a una
estructura en alfa y cuando el L-glutamato pertenece a una hoja en beta.

Estos resultados se reflejaron en graficos de dispersion que tanto se aleja de la media,

para establecer los rangos permitidos en las alfas y betas.
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OBTENCION DE LAS COORDENAS
X,Y,Z DE 14371 ESTRUCTURAS
PROTEICAS RESUELTAS POR
RAYOS- X DISPONIBLES EN PDB

CRITERIOS DE PERTENECIENTES

INCLUSION ¢ A HUMANO

REGIONES ALTAMENTE ESTRUTURADAS
CONTENGAN GLUTAMATO (HELICES ALFA Y HOJAS BETA)
METODO EXPERIMENTAL CADENA "A” PARA ESTRUCTURAS
; (DRX) MULTIMERICAS

ABSTRACCION DE LAS COOORDENADAS X, Y, Z DE LOS
GLUTAMATOS QUE HACEN PARTE DE PROTEINAS DE
HUMANO RESUELTAS POR CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X.

PROTEINA GLUTAMATO X Y Z

3BLO GLU138 14.57| 5.22| 23.25

3BLO GLU 194 | 13.28| 5.89| 23.45

FILTRADO DE DATOS PARA ABSTRAER LOS GLUTAMATOS
QUE HACEN PARTE DE REGIONES ALTAMENTE
ESTRUCTURADAS COMO HELICES ALFAY HOJAS BETA.

|‘ 3BLO GLU 239 |14.12]5.76] 23.86

|

CALCULO DE LAS VARIABLES INTERNAS (ANGULO DE
ENLACE, LONGITUD DE ENLACE Y ANGULO DIHEDRO) A | ALGORITMO AGME “Aminoacid
PARTIR DE LAS COORDENADAS DE LOS GLUTAMATOS. Geometry Made Easy”

AGRUPACION Y
ANALISIS DE LOS
DATOS OBTENIDOS.

<

ANALISIS DESCRIPTIVO

PRUEBAS PARAMETRICAS

ANALISIS ESTADISTICO

GRAFICOS DE DISPERSION

Figura 7.Diagrama abreviado de la metodologia 38




5. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del banco de datos de proteinas PDB (Septiembre 2009) y mediante el uso de
diferentes algoritmos elaborados e implementados (Anexo C) se obtuvieron 14371
estructuras protéicas pertenecientes a humano y resueltas por cristalografia de rayos X.
En el anexo B se presentan los identificadores basicos del conjunto de datos
correspondientes a: a) identificador por proteina en la base de datos PDB (PDB ID,) b)
resolucion cristalografica, c) longitud de la secuencias, d) nimero de mondémeros
asociados por estructura obtenida y f) referencia bibliogréfica. La base de datos de dichas
proteinas fue filtrada (Anexo C) para obtener exclusivamente las coordenadas X,y,z de los
glutamatos de las estructuras protéicas ademas de su posicion en la cadena amino
acidica y su correspondencia 0 no correspondencias con regiones estructuradas como
hélices alfa y hojas beta. El conjunto de datos obtenido, corresponde a un 58% del total
de proteinas depositadas en PDB hasta Septiembre de 2009. Es importante anotar que
este porcentaje corresponde a la totalidad de las estructuras resueltas por cristalografia;
el 42% restante equivale a proteinas u otro tipo de biomoléculas resueltas por otros

métodos experimentales como RMN y microscopia electrénica.

El porcentaje de glutamato en el conjunto de estructuras estudiadas se observa un 6.64 %
del total de aminoacidos presentes en estructura protéicas (figura 8). Estos valores
concuerdan con resultados de estudios preliminares en cuanto a la abundancia relativa
de los aminoacidos en vertebrados [18,37,42] (tabla 1, seccion 2.3). De acuerdo con lo
anterior y considerando el papel biol6gico del L-glutamato (seccion 2.2), éste aminoacido

fue escogido como modelo para el andlisis estructural de este estudio.
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Figura 8. Grafica comparativa que muestra los valores reportados de cada aminoacido en vertebrados
(barras azules) y los valores obtenidos en las estructuras protéicas de humano (barras rojas).
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Para obtener el célculo de las variables internas del L-glutamato se utilizo la nomenclatura
atomica estandarizada por PDB [80][82]. Con base en esta nomenclatura se definieron las

relaciones intermoleculares que se presentan en este estudio. (Tabla 2)

Figura 9. Molécula de Glutamato: nomenclatura PDB. CA: carbono alfa, CB: carbono beta,
CG: Carbono Gamma, CD: Carbono delta, N: nitrdgeno, O, O1, OE1, OE2: Oxigenos.

Con base en las coordenadas cristalograficas de los glutamatos fue posible obtener los
valores de distancias de enlace, angulos de enlace y angulos diedros a partir de la
generacion los respectivos vectores para cada posicién atbmica, teniendo en cuenta las

siguientes conectividades atomicas (Tabla 2):

1. Dupletas: longitudes de enlace comprendidas entre dos atomos consecutivos
2. Tripletas: angulos de enlace comprendido entre tres &tomos consecutivos.
3. Cuatrupletas: angulos diedricos comprendidos entre cuatro atomos consecutivos
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Figura 10. Diagrama que muestra las vectores de las posiciones atémicas.

DISTANCIAS (L) | ANGULOS (A) DIEDROS (T)
0-C 0-C-0 0-C-CA-CB
C-01 01-C-CA 01-C-CA-N
C-CA 0O-C-CA CA-CB-CG-CD
CA-N C-CA-N 01-C-CA-CB
CA-CB C-CA-CB CB-CG-CD-OE2
CB-CG CB-CA-N CB-CG-CD-OE1
CG-CD CB-CG-CD N-CA-CB-CG
CD-OE1 OE2-CD-OE1 C-CA-CB-CG
CD-OE2 CG-CD-OE1 N-CA-C-N
CA-CB-CG C-N-CA-C
CG-CD-OE2

Tabla 2. Vectores de Posicion atdmica para estructuras protéicas resueltas por
cristalografia de rayos x. En la primera columna se muestran los vectores de las
distancias de enlace, en la columna dos se muestran los vectores de los angulos de
enlace y en la tercera columna se muestran los vectores de los &ngulos diedros.
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Para la obtencion de los vectores de cada posicion atémica fue escrito e implementado el
algoritmo matematico AGME “aminoacid geometry made easy” (Anexo A) ' . En este
algoritmo, se aplica el producto vectorial y el producto punto para determinar las
distancias de enlace, y a partir del teorema del seno y el coseno se hallan los &ngulos de

enlace y angulos diedros (Anexo A).

Debido al tamafio de la poblacién (300000 aproximadamente), el algoritmo AGME fue
validado con base en una muestra aleatoria de 100 datos como menciono anteriormente.
La validacién consistié en la comparacion de la medicion de las variables internas tanto
con el algoritmo AMG como con VMD (Visual Molecular Dynamics) [83]. VMD es un
software de analisis y de visualizacion molecular, disefiado para los sistemas bioldgicos
como las proteinas, acidos nucleicos, lipidos bicapa. Entre los programas de graficos
moleculares, VMD es una de los mas empleados debido a su capacidad para operar de
manera eficiente sobre las trayectorias de la dinamica molecular, haciendo uso de su
interoperabilidad con otros paquetes de simulacion de dinAmica molecular y su integracion
de estructura y de informaciéon de la secuencia [83]. Los resultados obtenidos mediante
los sistemas de medicién fueron analogos (valores equivalentes), por lo cual se logro

validar la eficiencia del algoritmo.

' AGME “aminoacid geometry made easy fue un esfuerzo colaborativo del entre profesores del
grupo big computacional particularlemente Dr, leonardo Lareo q.e.p.d. del departamento del
nutricion y biquimica y el ingeniero Fabio Avellaneda del Departamento de Ingenieria de sistemas
de la PUJ quienes participaron activamente en el desarrollo e implementacion del algoritmo para
dar curso a el presente estudio.
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Una vez validado el algoritmo, fue ejecutado sobre toda la poblacién de estructuras de L-
glutamato. Se hizo un clustering a la informacién correspondiente a los valores de cada

vector de posicion atdbmica, con base en las siguientes variables e indicadores (Anexo F):

1. Datos de distancias atdbmicas de estructuras asociadas con hélices alfa.
2. Datos de distancias atdbmicas de estructuras asociadas con hélices beta.
3. Datos de angulos atdmicos de estructuras asociadas con hélices alfa.
4. Datos de angulos atémicos de estructuras asociadas con hélices beta.
5. Datos de angulos diedricos de estructuras asociadas con hélices alfa.

6. Datos de angulos diedricos de estructuras asociadas con hélices beta.

Estos datos fueron sometidos a un analisis estadistico, para garantizar la calidad de los
datos se elimino 5 de arriba y 5 de abajo en el total de la poblacibn empleada; dicho
analisis se desarrollo en dos sesiones: 1) Se aplico una prueba de hipétesis de
comparacion de medias que consisti6 en analizar si la diferencia entre las medias de
hélices alfa y de hélices beta era igual a cero (Ho: diff=0) v.s. (Ha: diff£0); de esta forma,
se establecié que existe diferencia estadistica entre las medias, es decir MA # MB (Anexo
K). 2) Se establecieron limites de confianza al 95% tanto para hélices alfa y como para
hojas beta; en cuanto a distancias de enlace, para angulos de enlace y para angulos
diedricos. (Tabla 3,4,5). De acuerdo con lo anterior, los resultados indican que por lo
menos para las estructuras estudiadas se presentan diferencias entre las distancias,

angulos y diedros cuando el L-glutamato pertenece a una hélice alfa y a una hoja beta.
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De los 28057 glutamatos 24645 pertenecen a regiones alfa, para las distancias los

promedios estan entre 1.0 y 1.3; para los angulos de enlace los promedios se encuentran

entre 109.1° y 121.3° y para los angulos diedricos los promedios se encuentran entre

116.7° y 139.4°. El restante (3412) corresponden a regiones beta, los promedios de las

distancias atémicas en general estan entre 1.1y 1.3;

los promedios de los angulos de

enlace se encuentran entre 112.6° y 122.0° y los angulos diedricos se encuentran entre

111.3°y 177.8° (Tabla 3,4,5).

ALFA 1,4 13 13

BETA 1,4 13 13

0-C GENERAL 1,4 13 13
ALFA 1,4 13 13

BETA 1,4 13 13

C-01 GENERAL 1,4 13 13
ALFA 1,4 13 14

BETA 1,3 13 13

C-CA GENERAL 1,4 13 13
ALFA 1,3 13 13

BETA 1,4 13 13

CA-N GENERAL 1,3 13 13
ALFA 14 13 13

BETA 11 11 1.1

CA-CB GENERAL 1,3 13 13
ALFA 11 1.1 11

BETA 11 1.1 11

CB-CG GENERAL 1,1 11 1.1
ALFA 1,2 11 11

BETA 1,4 13 14

CG-CD GENERAL 1,2 1111
ALFA 1,2 12 1.2

BETA 11 1.1 11

CD-OE1 GENERAL 1,2 1.1 1.1
ALFA 11 10 11

BETA 1,4 13 13

CD-OE2 GENERAL 1,1 11 1.1

Tabla 3. Intervalos de confianza por variable e indicador, en la primer columna se detalla
la variable (distancia de enlace), en la segunda columna se ubica cada indicador (alfa y
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beta), en la tercera columna se ubica el valor promedio, en la cuarta columna se ubica el
intervalo de confianza el 95% .Léase los valores en Armstrong.
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ALFA 114,0 113.9 114.0
BETA 109,1 108.9 109.2
0-C-01 GENERAL 113,4 113.3 1134
ALFA 113,8 113.7 1139
BETA 108,1 107.8 108.4
0-C-CA GENERAL 113,1 113.0 113.2
ALFA 114,2 114.1 114.2
BETA 114,7 1144 114.8
01-C-C-A |GENERAL 114,3 114.1 1143
ALFA 113,7 113.6 113.7
BETA 110,5 110.4 110.5
C-CA-N GENERAL 113,3 113.2 113.3
ALFA 111,7 111.6 111.8
BETA 113,6 1135 113.7
CB-CA-N  |GENERAL 112,0 111.9 112.0
ALFA 113,4 113.3 1134
BETA 120,4 120.1 120.6
C-CA-CB |GENERAL 114,2 114.1 114.2
ALFA 117,4 1173 117.4
BETA 120,4 120.0 120.6
CA-CB-CG |GENERAL 117,7 117.6 117.7
ALFA 116,4 116.2 116.4
BETA 118,2 117.6 118.8
CB-CG-CD |GENERAL 116,6 116.4 116.6
ALFA 119,4 119.2 1195
BETA 122,0 121.6 122.4
CB-CD-OE1 [GENERAL 119,7 119.6 119.8
ALFA 121,4 1213 1214
BETA 114,5 114.4 1146
CB-CA-N |GENERAL 120,6 120.4 120.6
ALFA 119,7 119.5 119.7
BETA 113,5 113.3 1135
OE2-CD-OE1 |GENERAL 118,9 118.8 119.0

Tabla 4. . Intervalos de confianza por variable e indicador, en la primer columna se detalla
la variable (angulos de enlace), en la segunda columna se ubica cada indicador (alfa y
beta), en la tercera columna se ubica el valor promedio, en la cuarta columna se ubica el
intervalo de confianza el 95% .Léase los valores en Armstrong.

47



INTERVALO DE

DIHEDROS ESTRUCTURA | PROMEDIO CONFIANZA AL 95%
ALFA 134,4| 1340 1346

0-C-CA-CB BETA 120,9 1205 1211
GENERAL 132,7 132.4 1329 |

ALFA 132,1 131.8 1324

01-C-CA-N BETA 158,7 157.6 159.8
GENERAL 1354 135.0 135.6 |

ALFA 135,7 1353 136.0
CA-CB-CG-CD |BETA 140,4 139.5 141.2
GENERAL 1362| 1359 1365 |

ALFA 158,7 158.3 159.0

01-C-CA-CB  |BETA 138,3 137.1 1395
GENERAL 156,2 155.8 156.5 |

ALFA 148,2 147.8 148.6
CB-CG-CD-OE1 |BETA 111,3 110.8 111.8
GENERAL 143,7 143.3 144.1 |

ALFA 116,7 116.4 117.0
CB-CG-CD-OE1 |BETA 159,5 158.4 160.4
GENERAL 121,9 1215 1222 |

ALFA 120,6 120.5 120.7

0-C-CA-N BETA 177,8 177.3 1782
GENERAL 127,6 1273 127.8 |

ALFA 139,4 139.1 139.7
N-CA-CB-CG [BETA 175,9 175.0 176.6
GENERAL 143,9 1435 1441 |

ALFA 133,2| 1329 1335

phi BETA 141,2 140.2 142.2
GENERAL 134,2 133.8 1344 |

ALFA 138,8 138.4 139.0

psi BETA 133,1 139.1 142.0
GENERAL 138,1 137.7 1383 |

Tabla 5. . Intervalos de confianza por variable e indicador, en la primer columna se detalla
la variable (angulos dihédricos), en la segunda columna se ubica cada indicador (alfa y
beta), en la tercera columna se ubica el valor promedio, en la cuarta columna se ubica el
intervalo de confianza el 95% .Léase los valores en Armstrong.
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La cantidad de glutamatos presentes en hélices alfa en relacion con la cantidad de datos
presentes en hojas betas se puede explicar a partir de los estudios realizados por Levitt
en 1978, quien planteo que las preferencia de los aminoacidos [89] estan correlacionadas
con su estructura y su estereoquimica, de esta forma el glutamato prefiere conformacion
de alfa hélices y los aminoacidos como la valina, la isoleucina, el triptéfano, la

fenilalanina, treonina y la tirosina tienen preferencia por la hélices beta.[87,89].

Con respecto a los resultados obtenidos a partir de la inferencia estadistica (tablas 3,4,5)
son congruentes con los estudios realizados para la prediccion de la estructura
secundaria haciendo uso de la informacién de las distancias y de los angulos de
aminoécidos, dichos estudios fueron reportados por primera vez por Nagano 1973 [86] ,
Periti et al. 1967, Ptitsyn and Finkelstein 1983 [87], Babal and Wu 1974, Wu and Kabal
1973 [88], aunque sus resultados se derivaron de parametros que fueron
comparativamente pequefios con respecto a la cantidad de estructuras tridimensionales
reportadas, fueron pautas para el estudio realizado por Mugilan S. A. et. al. en el 2000
[85]; quienes, haciendo uso de las proteinas reportadas en PDB hasta noviembre 1996,
resueltas por cristalografia de rayos X usando la sub-base de datos PDB Select y
obtuvieron los parametros de valor maximo y el valor minimo de las dupletas Yy tripletas
de los 20 aminoacidos que hacen parte de de la estructura tridimensional de una proteina
para predecir su estructura secundaria, obtuvieron valores para las tripletas entre 102° y
132° de libertad para cada uno de los angulos; valores que estan de acordes con los

reportados en este estudio (108° -123°) (Tabla 4); estos valores se desvian en 9°

aproximadamente, esta situacion puede deberse a que al 1 de septiembre la base de

datos ha sido considerablemente ampliada y los parametros de seleccion en este estudio
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no se limitan Unicamente a las proteinas resueltas por humano y que contengan
glutamato, esto pudo haber generado variacion en los resultados, ademas en el presente
estudio se analizaron particularmente con el aminoacido glutamato quien hace parte de
una estructura protéica en una region altamente estructurada como lo son las hélices alfa
y las hojas beta, mientras que en los estudios reportados anteriormente se estudiaron los
amino&cidos en conjunto cuando hacen parte de hélices; es decir no se avanza en el

estudio de una estructura en particular sino en conjunto.

Con respecto a los valores de los angulos de phi y psi (Figura 12), es importante
considerar que previamente Ramachandran establecio los valores permitidos para dichos
angulos diedricos,(Tabla 6), por medio de un estudio realizado con moléculas resueltas
por cristalografia de rayos X [89]. Estos resultados en contraste con los obtenidos en el
presente estudio determinan que en el indicador alfa los valores de referencia del angulo
phi difieren en 9.914° (Tabla 6) y con respecto del angulo psi para el mismo indicador los
valores difieren en 5.416° (Tabla 6). Con respecto a el indicador beta los valores de
referencia del angulo phi difieren en 1.211° (Tabla 6) y con respecto del angulo psi para el
mismo indicador los valores difieren en 4.195° (Tabla 6). Las variaciones en los datos
pueden estar dadas por las imperfecciones que se presentan en los cristales como por
ejemplo los defectos puntuales como los isomorfismos que tiene que ver con la presencia
de estructuras de igual dimension y geometria pero que su composicién quimica es

diferente.

Estas diferencias son congruentes con los resultados obtenidos de los estudios

realizados por Bosco y colaboradores [92] reportan discrepancias con los valores del
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mapa estérico estdndar de Ramachandran; este estudio consisti6 en caracterizar las
hélices alfa de 500 proteinas homélogas reportadas en PDB con resolucién superior a
1,8A; ellos compararon la distribucion estadistica de la geometria ideal ( Ramachandran)
de una proteina con los datos obtenidos y mostraron variaciones en los valores de las
interacciones electrostaticas por medio del estudio de la mecanica molecular; ademas,
dividieron los angulos phi y psi en cuatro grupos de acuerdo con la dependencia estérica:
phi dependientes, phi no dependientes, psi dependientes, psi no dependientes.[90];
encontrando asi que las variaciones en el mapa de Ramachandran a lo largo de la hélice
alfa esta inducido por la oposicién de la direcciébn C - N, ya que existe una pequefia
entropia del amino terminal que actia como enlace de hidrégeno, produciendo choques y

cambiando asi la conformacién geométrica de la proteina.[91,92].

Otro estudio que muestra diferencia con los &ngulos diedricos propuestos por
Ramachandran es el estudio de Gunasekaran y colaboradores [90] quienes estudiaron
110 estructuras cristalograficas no homélogas con alta resolucién; obtenidas del banco de
datos de PDB, sin glicina y encontraron que 66 de estos residuos no estaban dentro de
los rangos propuestos por Ramachandran (Tabla 6); estudiaron los angulos diedricos por
medio de algoritmos y la determinacion de las desviaciones y demostraron que los
residuos que se encontraban fuera de los rangos permitidos, mostraban predominancia de
aminoacidos polares cargados [90], asi mismo, encontraron que estas variaciones se
encuentra relacionados a aminoacidos altamente conservados; tal es el caso del
glutamato quien posee estas caracteristicas. El presente estudio confirma los resultados
encontrados por dichos autores; es importante anotar que en este trabajo se trabajo con

la totalidad del set de datos de PDB.
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Sin embargo, es importante resaltar que la resolucion cristalogréfica es un factor que
permite aproximarse a los valores propuestos por Ramachandran; asi como lo corroboro
el estudio de Rob y colaboradores en 1997 [92], quienes estudiaron 60 angulos
diedricos extraidos de proteinas con alta resolucion y los contrastaron con el estudio de
Bernstein en 1977 [93], que consistié en extraer 2897 proteinas de PDB y con una
resolucion menor a 2.8 A, y a su vez se comparo con el mapa de Ramachandran; los
datos obtenidos demostraron que a una mayor resolucion los datos se aproximan mas a
el mapa estandar por lo que, los angulos phiy psi tienen una considerable libertad a nivel

conformacional pero con un numero de restricciones importantes [92].

N

Figura 11 Angulos diedricos phi y psi en la molécula del glutamato
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Estructura

Angulo phi*
propuesto por

Angulo phi* propuesto
comparacion por hipoétesis

Angulo psi*
propuesto por

Angulo psi* propuesto
comparacion por

Ramachandran de medias Ramachandran hipétesis de medias
Hélice Alfa 120.0-123.0 | 1329 - 1335 130.0-133.0 138.4 - 139.0
Hoja Beta 119.0-139.0 | 140.2 - 142.2 113.0-135.0 139.1 - 1420

Tabla 6. Comparacion de los angulos phi* (N-CA-C-N) y psi* (C-N-CA-C) propuesto por
Ramachandran y propuesto por comparacion de hipétesis de medias. Léase las medidas
en grados.

Para complementar la inferencia estadistica se realizaron graficas de dispersion para

cada variable: distancia de enlace, angulos de enlace y angulos diedricos (Anexo H, 1,J)

Lo que permite mostrar de manera visual los valores de libertad en los que para el

presente estudio se pueden encontrar los L-glutamatos cuando hacen parte de una

proteina en una regién altamente estructurada. La figura 11 muestra los gréaficos

correspondientes a los &ngulos phi y psi en la molécula de glutamato.

A continuacién (Figura 12) se presenta la grafica que representa los valores (Tabla 6) de

los grados de dispersién que presenta tanto el angulo psi como el angulo phi para hélices

alfa y hojas beta; en esta grafica se muestra que los valores de dispersién para cada

angulo no se cruzan, por ello se delimitan valores para cada caso en particular.
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Figura 12. Comparacion de los valores de dispersion de la media del angulos psi y phi
para estructuras de L-glutamato pertenecientes a hélices alfa y a hojas beta.



5. CONCLUSIONES

Este estudio permitié realizar un estudio estructural y conformacional de las estructuras
del L-glutamato presentes en los datos reportados experimentalmente (DRX) y de los
estados estructurales preferenciales cuando el glutamato hace parte la cadena amino

acidica de una estructura protéica altamente estructurada.

A partir de mineria de datos de coordenadas cristalogréaficas y analisis estadistico .del L-
glutamato abstraidas de la base de datos PDB y el desarrollo e implementacién del
algoritmo “Aminoacid Geometry Made Easy (AGME)" se obtuvieron los valores de los
vectores de las posiciones atémicas de los glutamatos contenidos en estructuras
protéicas en hélices alfa y hojas beta. De esta manera se realiza una prediccién en cuanto
al comportamiento conformacional cuando dicho aminoacido hace parte de regiones
altamente estructuradas. Lo anterior permite que este procedimiento sea aplicado a los

demas aminoacidos, permitiendo ampliar la literatura hasta ahora existente.

A continuacion se recapitulan las conclusiones relevantes del presente trabajo

1. Los valores de las variables internas (distancias de enlace, angulos de enlace,
angulos diedros) del aminoéacido L-glutamato, pueden derivarse a partir del analisis
de sus coordenadas cristalogréaficas, por medio del desarrollo e implementacion
del algoritmo (AGME) , para las proteinas depositadas en el banco de datos de

proteinas PDB (septiembre 2009).
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2. Existe una dependencia conformacional de las interacciones atémicas especificas
del aminoéacido L-glutamato cuando hace parte de una cadena amino acidica y la
region estructurada (hélice alfa y hoja beta) a la cual pertenece; por lo cual las
variables internas presentan diferencias estadisticamente significativas en

términos de distancias de enlace, &ngulos de enlace y angulos diedros.

3. Para el caso de las distancias atomicas presenten en la molécula del glutamato,
se presenta una variacién con un rango pequefio (teniendo en cuenta la diferencia
entre el mayor y el menor de los datos), lo que permite evidenciar que ninguna de

estas relacionada con la estructura especifica para hélice alfa y hoja beta.

4. Los valores obtenidos para los angulos diedros phi y psi en estructuras protéicas
pertenecientes a regiones hélice alfa y hojas beta, con relacion a los valores
permitidos por el plot de Ramachandran para los mismos indicadores; presentan
una desviacion de 9.9° y 5.4 ° respectivamente para el caso de hélices alfa y para
el caso de las hojas beta 1.2° y 4.1 ° respectivamente , dicha situacion puede ser
a que el L- glutamato es un aminoéacido polar cargados y altamente conservado,
caracteristicas que lo hacen preferente para ubicarse en una regiéon no permitida,
ya que presenta flexibilidad en su acomodacién espacial gracias a las

fluctuaciones presentes en las fuerzas estéricas.

5. A partir del analisis estadistico realizado en el presente estudio se establecié que
los valores que presentan los L-glutamatos para los angulos phi que perteneces a

hélices alfa estan entre 132.9° y 133.5° los valores de los angulos phi
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pertenecientes a hojas beta estan entre 140.2° y 142.2°; para los angulos psi
pertenecientes a hélices alfa estan entre 138.4° vy 139.0° y para angulos psi
pertenecientes a hojas beta estan entre 139.1° y 142.0°. Valores que no
corresponden al plot de Ramachandran ya que el L-glutamato presente
caracteristicas fisicoquimicas particulares que le permiten adoptar flexibilidad en
una acomodacién espacial, demostrando de esta manera que existen diferencias
estadisticas significativas dentro de dichos valores, ya que se aleja de las zonas

permitidas propuestas por Ramachandran.
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6. PERSPECTIVAS

El estudio de las propensiones estructurales de los aminoacidos como constituyente de
una estructura protéica ya sea perteneciente a una regiéon alfa o a una regién beta nos
permitira aproximarnos al conocimiento de su estructura tridimensional y redundando en
un mejor entendimiento de diferentes procesos biol6gicos como mecanismo de accion de
varios cofactores involucrados en diferentes rutas metabdlicas en las cuales diferentes
moléculas interactian conservando su identidad quimica, permitiendo de esta forma
comprender la accién de ciertas drogas: con ello, serd méas factible disefar y sintetizar

nuevas drogas con mayores efectos terapéuticos y pocos o ningun efecto colateral.

El calculo de las propensiones internas del glutamato como modelo en el presente
estudio cuando pertenece a regiones altamente estructuradas, permiti6 construir un
inferencia estadistica que puede potencialmente ser aplicado con cada uno de los

aminodcidos y predecir su comportamiento estructural tridimensional.
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8. ANEXOS
Anexo A. ALGORITMO AGM (Aminoacid Geometry Made Easy)

a. Leer archivo de cada modelo. leer columnas de coordenadas x,y,z.
b. Generar vector (x,y,z), (rmn)
c. Generar las parejas de vectores: ver tabla de L,s
d. Generar el producto escalar luego calcular sen de 2 y de 1.
e. Generar tripletes de vectores: ver tablas de A's
f. Generar ki |yego calcular cos ! de 2.
':?"[j?"[_."j "'Elir",{_l-'r",{_fjl ‘2

g. Generar las cuadrupletas de vectores: ver tabla T's

rij Crigerige) (mjaerjae) 2
|ririel o]

i. Agrupar en las tablas individuales los datos de 1,2, y 3 por cada tipo.

j. Calcular todas las estadisticas descriptivas de statistic 6.0 para cada tabla.

Datos

1HG-CG-CD-OE2

2HG-CG-CO-0OE1

CG-CD-OE1-0E2

CG-CD-OE1-HE

HE-OE1-CD-OE2

h. Generar luego calcular sen™ de 3

oo 1y
Ly (yms) (e + 95 +25)

)+ G+ 2]

Ty ) = cos™ [xz-;xjk + e + Kyl

— -1
A= cos (
Ttk T Tik

XX+ Vi Ve T Kl

=cos™1 v 1
'[x TR TR :_;n} - '[-'%"k Vi Tk } -

(25— ) (o — i) + (35 — 7)oy =) + (7, — 2:) (25— z)

[ G =)+ (e = 3)" + (e - 2;}2]% (5= %)+ 05— 3) + (5 -z }2]%

= pos~ 1

Programar los célculos de las variables internas: x,y,z para cada atomo.
Longitud del enlace L, Angulos de enlace, A Angulos de torsién T
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Anexo B.DATOS BASICOS DE LAS PROTEINAS DE HUMANO RESUELTAS POR CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X.

PDB ID

RESOLUCION
CRISTALOGRAFICA

LONGITUD DE LA
SECUENCIA

# MONOMEROS

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

272QS

1.90 A

6812

8

Not Available.

3EGS

3.60 A

5873

peptide on the HIV-1 gp41 epitope recognized by the
broadly neutralizing antibody 2F5.
(2009) J.Phys.Chem.B 113: 13626-13637

3EZZ

2.90A

6881

Crystal structure of the catalytic domain of human MKP-
2 reveals a 24-mer assembly.
(2009) Proteins 76: 763-767

3FEC

1.49 A

5873

Structural insight into the evolutionary and
pharmacologic homology of glutamate
carboxypeptidases Il and Ill
(2009) Febs J. 276: 4448-4462

3FED

1.29A

5819

Structural insight into the evolutionary and
pharmacologic homology of glutamate
carboxypeptidases Il and I
(2009) Febs J. 276: 4448-4462

3FFE

1.37 A

5855

pharmacologic homology of glutamate
carboxypeptidases Il and Ill
(2009) Febs J. 276: 4448-4462

3FM8

2.30A

7165

Phosphorylation-independent dual-site binding of the
FHA domain of KIF13 mediates phosphoinositide
transport via centaurin alphal.

(2010) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 107: 20346-20351

3H90

2.30A

2258

10

Benzo[c][2,7]naphthyridines as inhibitors of PDK-1
(2009) Bioorg.Med.Chem.Lett. 19: 5225-5228
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Anexo C. COORDENADAS x,y,z.

En la pagina de PDB en la seccion de PDB File se encuentran cada una de las coordenadas x,y,z para

cada uno de los glutamatos contenidos en cada proteina, dicha informacién fue abstraida haciendo uso

de un script que permite tener con precision cada una de las coordenadas.

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421

CE2
Cz

CA

CB
CG
CD
OE1l
OE2

CA

CB
CG
CDh1
CD2

CA

CB
CG
CD
OEl
OE2

CA

CB
CG
CD
CE
NZ

PHE
PHE
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS

g i i S i i i i O S =i i i S S e - e - is* i <

493
493
494
494
494
494
494
494
494
494
494
495
495
495
495
495
495
495
495
496
496
496
496
496
496
496
496
496
497
497
497
497
497
497
497
497
497

=11,951
=13.332
-8.800
-7.716
=7.457
=7.147
-6.433
-6.394
-5.003
-4.004
-4.916
-7.584
-7.430
-6.160
-6.215
-7.435
-7.286
-8.284
-7.446
-5.031
-3.742
-3.678
-3.367
-2.521
-2.655
-2.839
-3.386
-2.424
-3.983
-3.908
-4.856
-4.512
-4.219
-3.216
-3.843
—3.775
—2.626

O O NOOOyJoyU N Wb O B0

O ~Jo U dREFEPREPNNDWDNDDNDDNDRE OO

. 532
. 603
.194
.76
.295
. 915
.555
- 929
.553
27199
2197
.475
.024
.637
.181
.353
177
.832
727
.228
.856
.156
.264
.464
.902
.970
.017
. 990
.390
o179
.925
.556
.274
.228
.587
.613
.550

13
13

W W Uy O Jo)yWU i I JO0O)YO0OOO)Oo OOy ~1 0 o I

= = [
OO WLWWOoONRE OV

.152
- 173
.731
.852
-121
- 253
.103
.456
.478
-359
.602
.080
.202
.951
.865
.821
.801
.748
.381
.566
.155
.649
.436
.404
.858
.333
.732
.736
.040
.453
.324
.453
.631
.970
.609
. 737
.55]

PR R RPRPRPRPRPRRRRPRRPRRPRRRRRPRRRRRPRPRRRRRRPRPRRRRPR,REREBERBRE

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

40.
.20
38.
.75
38.
38.
38.
.27
41.
42.
42.
.50
36.
36.
36.
36.
37.
.30
37.
35.
35.
34.
.32
.27
36.
37.
37.
37.
.23
32.
32.
.78
.59
32.
32.
32.
33.

41

38

40

37

37

34

35

33

31
32

92

92

11
08
96

64
42
11

95
22
18
91
12

14
45
04
22

21
19
45
85

60
06

47
97
93
00
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Anexo D. SCRIPTS EMPLEADOS PARA LA MINERIA DE DATOS.

SCRIPT PARA OBTENER 14371 ESTRUCTURAS PROTEICAS RESUELTAS POR RAYOS
X.

El script realiza la secuencia de 6rdenes que consiste en traer desde la base de datos de PDB,
las coordenadas de cada proteina que fue resuelta por cristalografia de rayos X, leerlos, extraer
a partir de alli tnicamente los datos de las coordenadas x,y,z de cada proteina.

wget (http://www.pdb.org/pdbf/files/xray.pdb)|catpdb/files/xray.pdb|grep"$4,$7$9">xray

SCRIPT PARA OBTENER LAS COORDENADAS DE x,y,z DE LOS GLUTAMATOS QUE
HACEN PARTE DE DE LAS 14371 PROTEINAS RESUELTAS POR RAYOS X.

El script realiza la secuencia de 6rdenes que consiste en traer desde la base de datos de PDB,
las coordenadas X,Y,Z de cada glutamato perteneciente a las proteinas resueltas por rayos X,
leerlos, extraer a partir de alli Gnicamente los datos de las coordenadas X,Y,Z de cada
glutamato perteneciente a las proteinas resueltas por rayos X.

wget (xray.txt)|cat xray.txt|grep"$4,$7$9>glutamatos

SCRIPT PARA OBTENER LAS COORDENADAS DE LA PROTEINA Y DE LOS
GLUTAMATOS QUE HACEN PARTE DE REGIONES ALTAMENTE ESTRUCTURADAS

El script realiza la secuencia de 6rdenes que consiste en traer desde la base de datos de PDB,
las coordenadas de cada proteina con sus respectivos glutamatos, leerlos, extraer a partir de
alli inicamente los datos de las coordenadas de los glutamatos que hacen parte de regiones
hélice alfa.

wget (http://www.pdb.org/pdb/files/i.pdb)|catpdb/files/i.pdb|grep"HELIX">helices
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Anexo E.TABLA DE DISTANCIAS, ANGULOS Y DIEDROS DE LOS MONOMEROS
ENCONTRADOS

GLU A2

Distance Bet MODEL1 MODEL 2 MODEL 3IMODEL4 MODELS5 MODEL6 MODEL7 MODEL8 MODEL 9|MODEL 10 MODEL 11
C-CA 153,021 153,014 152,962 153,005 15,301 153,039 152,99 153,07 153,01 152,978 153,017
C-H 313,058 316,427 315,084 29,543 318,384 312,787 295,94 311,18 318,55 311,794 317,856
C-HA 21,596 215,931 215,876 215,867 215,828 21,589 215,96 215,99 215,9 215,919 215,899
CA-CB 153,006 152,929 153,029 152,984 152,985 153,045 153,05 152,98 153,02 153,064 153,015
CA-N 145,334 145,34 145,32 14,527 145,21 145,24 145,29 145,38 145,3 145,322 14,534
CB-CG 153,006 153,05 152,98 153,036 152,92 153,03 153,07 153,02 153 153,026 152,973
CD-OEY 123,974 124,01 123,97 124,039 123,97 1,239 123,99 124 124 123,998 124,035
CD-OE2)] 128,952 129 128,89 129,018 129,04 129,03 128,99 129,09 128,99 129,034 128,925
CG-CD 152,963 153,06 153,03 152,975 152,98 153,03 152,98 15,296 153,06 153,016 152,952
O-C 122,991 123 123,03 122,995 123,07 123,03 123 122,97 123 1213,02 123,015
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Anexo F.SELECCION DE HOJAS ALFA Y BETA.

RANGO DE BUSQUEDA DE LOS GLUTAMATOS
PERTENECIENTES A HOJAS ALFA

HELIX 1 1 GLY A 45 |GLU A S8 (1

HELIX 2 2 SER A 62 |LEU & 91 |1

HELIX 3 3 ALA B 99 |GLY Aa| 1312 (1

HELIX 4 4 THR A | 120 (LYS A | 132 (1

HELIX 5 S ASP A | 133 |[ASN A | 141 |1

HELIX 6 6 SER A | 151 (ASN & | 157 (1

HELIX 7 7 ASP A | 158 (ALA A | 163 | 1

HELIX 8 8 THR A | 170 | ARG A | 176 | 1

HELIX 9 9 GLU A | 207 ( GLU & | 216 | 1

HELIX 10 10 SER A | 228 ( LEU & | 232 | 5

HELIX 11 11 ASN A | 241 | ASN & | 255 | 1

HELIX 12 12 LYS A |270 ) ILE A | 278 | 1

HELIX 13 13 PRO A |282 | CYS & [286 | S

HELIX 14 14 THR A |[295| ASP A |308| 1

HELIX 15 15 ASP A (328 LYS & |345( 1

HELIX 16 16 GLY B 45 GLU B Sg| 1

HELIX 17 17 SER B 62| LEU B a8 1

HELIX 8 8 ALA B 89| GLY B [11i2(| 1

HELIX 19 19 THR B [120| LYS B |132] 1

HELIX 20 20 ASP B |133| ASN B |141| 1

HELIX 21 21 SER B (151| ASN B |157| 1

HELIX 22 22 ASP B |158| ALA B |163| 1

HELIX 23 23 THR B |170/ ARG B |176| 1

HELIX 24 24 GLU B (207 GLU B |[216| 1

HELIX 25 25 SER B |228 LEU B |232( 5

HELIX 26 26 ASN B |241] ASN B |255| 1

HELIX 27 27 LYS B (2700 ILE B |278| 1

HELIX 28 28 PRO B [282] CYS B [28§ S

HELIX 29 29 THR B P95 ASP B [309 1

& VAL & PHE 0

& LEU & ASP i1 © LEU A N PHE
6 GLU & GLY 1 © VAL & N LY¥S
6 ALA & ALEL 1 © ALA R N LEU
& SER & ASN 1 © SER A N ILE
6 ILE & PHE i1 O TYRA N LEU
6 VAL B PHE 0

6 LEU B ASP i1 © LEU N PHE
6 GLU B GLY 1 © VAL N LY¥S
6 ALA B ALL i1 © ALa N LEU
& SER B ASN 1 © SER N ILE
6 ILE PHE i © TYR N LEU

AN yal

RANGO DE BUSQUEDA DE LOS GLUTAMATOS
PERTENECIENTES A HOJAS BETA

ol S

0w ot W W
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Anexo G. COMPOSICION DEL SET DE DATOS

DISTANCIAS DE GLUTAMATOS PERTENECIENTES A REGIONES ALFA

DATOS GRALES DISTANCIAS

PROTEINA | UBICACION | O-C C-01 C-CA CA-N CA-CB CB-CG

9PAl 148 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
9PAI 309 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
9PAl 71 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
9PAI 99 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
121pP 153 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
121P 162 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
121P 91 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
12CA 14 1.4 1.5 1.5 1.4 1.5 1.3
12CA 221 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.3
12GS 112 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
12GS 130 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
12GS 163 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
12GS 197 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
12GS 36 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
12GS 40 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
12GS 85 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
12GS 97 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
14GS 112 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
14GS 130 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
14GS 163 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
14GS 197 1.4 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
14GS 85 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
14GS 97 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
17GS 112 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
17GS 130 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
17GS 163 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
17GS 197 1.4 1.5 1.5 1.4 1.4 1.2
17GS 36 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
17GS 40 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
17GS 85 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
17GS 97 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
18GS 112 1.5 1.5 1.5 1.4 1.5 1.2
18GS 130 1.5 1.5 1.5 14 1.5 1.2
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ANGULOS DE GLUTAATOS PERTENECIENTES A REGIONES ALFA

DATOS GRALES ANGULOS
PROTEINA | UBICACION 0-C-01 0-C-CA 01-C-CA C-CA-N
9PAl 148 113.3 119.3 118.3 115.6
9PAI 309 113.5 119.5 118.0 110.5
9PAl 71 112.8 118.6 117.8 112.1
9PAI 99 113.2 118.8 118.5 120.1
121pP 153 116.5 118.8 114.8 114.9
121P 162 114.3 118.8 118.1 109.8
121P 91 116.7 118.8 116.0 113.0
12CA 14 127.3 116.4 121.8 110.6
12CA 221 115.0 110.9 121.8 111.9
12GS 112 112.8 118.3 121.8 115.7
12GS 130 112.7 118.4 118.4 120.1
12GS 163 112.7 117.6 119.0 120.1
12GS 197 111.9 118.2 119.1 110.5
12GS 36 112.1 118.2 118.5 110.3
12GS 40 112.3 118.4 118.4 107.3
12GS 85 112.9 119.5 117.8 109.7
12GS 97 113.0 119.1 118.6 111.8
14GS 112 113.4 118.5 118.5 116.0
14GS 130 113.6 119.0 118.1 107.8
14GS 163 112.9 118.8 118.2 120.1
14GS 197 112.1 119.1 117.8 110.9
14GS 85 113.8 119.4 117.6 110.0
14GS 97 112.3 119.1 116.8 112.4
17GS 112 113.7 119.1 118.0 120.1
17GS 130 113.9 119.6 118.6 106.2
17GS 163 113.3 118.9 120.1 120.1
17GS 197 111.3 118.8 118.1 112.2
17GS 36 114.4 120.2 118.0 108.5
17GS 40 112.7 118.0 118.8 108.5
17GS 85 113.5 119.0 118.0 111.4
17GS 97 113.8 119.4 118.1 111.9
18GS 112 112.5 118.4 118.2 115.6
18GS 130 113.3 118.9 118.3 120.1
18GS 163 113.7 119.6 117.8 107.6
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ANGULOS DE GLUTAMATOS PERTENECIENTES A REGIONES ALFA

DATOS GRALES DIEDROS
PROTEINA | UBICACION | 0O-C-CA-O1 | O-C-CA-CB | O1-C-CA-N | CA-CB-CG-CD
9PAI 148 120.3 122.2 103.0 129.9
9PAl 309 120.8 122.4 176.1 121.9
9PAl 71 120.2 123.5 111.7 124.7
9PAI 99 120.9 122.6 111.7 121.7
121pP 153 123.6 122.6 111.7 121.7
121P 162 122.0 122.6 120.1 121.7
121pP 91 121.2 122.6 120.1 121.7
12CA 14 120.2 121.4 109.5 124.3
12CA 221 119.7 124.4 105.3 125.7
12GS 112 120.4 120.1 154.8 128.2
12GS 130 121.2 123.1 124.0 117.2
12GS 163 121.0 123.2 163.5 120.7
12GS 197 120.8 122.6 115.5 121.5
12GS 36 120.8 123.2 179.3 121.7
12GS 40 120.8 123.1 108.3 120.1
12GS 85 121.0 122.5 162.0 121.4
12GS 97 120.5 122.2 134.5 123.8
14GS 112 120.2 122.8 147.9 120.1
14GS 130 120.9 120.1 122.1 118.5
14GS 163 120.2 122.8 141.6 120.6
14GS 197 120.9 122.9 113.0 120.9
14GS 85 120.6 122.8 156.0 122.1
14GS 97 120.1 123.9 114.4 124.4
17GS 112 120.9 122.7 166.9 127.4
17GS 130 120.9 121.7 117.9 116.6
17GS 163 120.5 122.3 139.7 120.5
17GS 197 120.8 122.9 106.4 122.0
17GS 36 121.2 121.6 171.9 120.1
17GS 40 120.7 123.0 116.2 120.5
17GS 85 120.0 122.9 164.3 124.5
17GS 97 120.2 122.3 131.6 124.4
18GS 112 120.1 123.3 168.9 127.5
18GS 130 121.2 122.6 121.8 120.1
18GS 163 120.9 120.1 120.1 120.1
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DISTANCIAS DE GLUTAMATOS PERTENECIENTES A REGIONES BETA

DATOS DISTANCIAS

CA-| CB-| CG- CD- CD-
PROTEINA | ubicacién | O-C | C-01 | C-CA | CA-N | CB CG CD OE1l OE2
121P 143 | 15 15 1.4 15] 12 1.2 15 1.2 15
121P 3| 15 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
121P 37| 15 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
121P 49| 15 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
12CA 117 15 15 1.4 15] 12 1.2 15 1.2 15
12GS 30| 15 15 14 15] 1.2 1.2 15 1.2 15
12GS 31| 15 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
14GS 30| 15 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
14GS 31| 15 15 14 15] 13 1.2 15 1.2 15
17GS 30| 15 15 14 15] 1.2 1.2 15 1.2 15
17GS 31| 15 15 15 15] 12 1.2 15 1.2 15
18GS 30| 15 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
18GS 31| 15 15 15 15] 13 1.2 15 1.2 15
1A0L 107 | 1.5 15 1.4 15] 12 1.2 15 1.2 15
1A12 73| 15 15 1.4 15] 12 1.2 15 1.2 15
1A1IM 198 | 15 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
1AIN 198 | 15 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
1A1X 35| 15 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
1A1X 36| 15 15 14 15] 13 12 15 1.2 15
1A31 348 | 14 15 1.4 15] 12 1.2 1.2 1.2 15
1A31 403 | 15 15 14 15] 12 1.2 1.4 1.2 15
1A31 526 | 1.5 15 14 15] 12 1.2 1.2 1.2 15
1A36 348 | 1.5 15 14 15] 1.2 1.2 15 1.2 15
1A36 403 | 14 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
1A36 526 | 1.5 15 14 15] 1.2 1.2 15 1.2 15
1A3Q 245 | 1.5 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
1A3Q 259 | 1.5 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
1A3Q 264 | 1.5 15 14 15] 12 1.2 15 1.2 15
1A3Q 44| 15 15 1.4 15] 13 1.2 15 1.2 15
1A42 117 | 15 15 15 15] 12 1.2 15 1.2 15
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ANGULOS DE GLUTAMATOS PERTENECIENTES A REGIONES BETA

DATOS ANGULOS

O-C-| O-C-| 01-C-| C-CA- CB- | C-CA-
PROTEINA | ubicacién 01 CA CA N CA-N CB
121P 143 | 108.8 | 110.3 | 107.0 | 111.3 116.0 121.3
121P 31100 | 106.3 | 111.7| 110.8| 1175.8| 120.6
121P 37 1108.0 | 103.9 | 1144 | 112.85 116.9 120.8
121P 49 | 108.9 | 109.4 | 113.1 | 110.0 112.8 119.0
12CA 117 | 109.3 | 107.9 | 124.3 | 115.0 112.8 121.6
12GS 301094 | 107.2 | 114.1| 116.0 112.6 118.0
12GS 31|110.1) 1041 | 1128 | 117.0 112.2 118.6
14GS 30 | 109.9 | 1074 | 1152 | 118.0 114.2 119.7
14GS 311099 ] 106.1 | 115.2 | 109.9 111.8 118.9
17GS 30| 108.2 | 109.5 | 115.2 | 110.5 113.1 120.1
17GS 31|108.2 | 1044 | 1135 ]| 1117 112.7 119.0
18GS 30 | 108.5 | 109.0 | 115.0| 1114 113.3 1195
18GS 31| 110.0 | 103.7 | 1134 | 110.8 111.9 118.4
1A0L 107 | 109.9 | 106.3 | 112.5| 111.8 113.5 1194
1A12 7311085 | 112.7 | 115.3| 110.2 113.2 118.8
1A1IM 198 | 109.3 | 109.3 | 115.3| 111.6 113.2 120.6
1AIN 198 | 108.3 | 112.4 | 115.1 | 1116 112.9 118.8
1A1X 35|108.3 | 104.6 | 110.6 | 1105 113.3 117.9
1A1X 36 | 109.9 | 104.6 | 1145 | 108.1 111.9 118.9
1A31 348 | 109.9 | 108.3 | 114.5| 109.0 113.4 118.8
1A31 403 | 109.6 | 108.0 | 114.0 | 109.0 112.0 117.8
1A31 526 | 108.7 | 108.0 | 114.3 | 110.2 112.0 118.1
1A36 348 | 109.5 | 108.0 | 113.5| 110.1 113.3 119.9
1A36 403 | 108.4 | 108.3 | 114.6 | 109.1 113.3 118.6
1A36 526 | 110.1 | 107.9 | 1153 | 109.0 111.9 118.0
1A3Q 245 | 110.1 | 114.0 | 1158 | 109,2 112.1 119.1
1A3Q 259 | 108.6 | 110.4 | 115.1 | 110.2 111.8 118.7
1A3Q 264 | 111.2 | 103.5 | 114.3 | 110.5 113.9 119.7
1A3Q 44 |1 1079 | 108.6 | 113.8 | 110.5 113.1 119.5
1A42 117 | 109.0 | 110.1 | 119.6 | 1105 114.1 119.0
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DIEDROS DE GLUTAMATOS PERTENECIENTES A REGIONES BETA

DATOS DIEDROS
PROTEINA UBICACION | O-C-CA-O1 | O-C-CA-CB | O1-C-CA-N CA-CB-CG-CD CD-CG-OE1-OE2
121P 143 168.1 121.9 155.7 172.9 173.4
121P 3 174.3 117.3 163.4 175.8 174.1
121P 37 106.6 114.3 172.0 113.1 115.6
121P 49 119.4 120.0 170.2 127.5 115.6
12CA 117 115.2 120.0 170.2 159.7 157.4
12GS 30 1741 118.0 170.2 175.3 175.7
12GS 31 174.1 118.0 170.2 112,4 112.3
14GS 30 176.5 118.0 170.2 179.3 177.6
14GS 31 176.5 118.0 153.8 179.3 177.6
17GS 30 168.7 119.9 100.5 174.7 175.8
17GS 31 151.7 115.8 113.8 174.7 175.8
18GS 30 170.0 121.5 100.9 178.7 178.5
18GS 31 163.7 114.2 104.7 108.1 108.0
1A0L 107 121.4 117.8 166.6 140.4 140.4
1A12 73 168.1 124.2 111.7 137.1 138.1
1A1M 198 1715 121.1 151.6 106.6 108.3
1A1IN 198 161.6 123.8 179.0 106.6 133.7
1A1X 35 172.7 116.4 169.2 140.1 140.2
1A1X 36 116.7 128.5 179.9 152.8 152.3
1A31 348 116.7 118.0 102.1 155.0 154.2
1A31 403 129.6 118.1 152.9 158.2 158.0
1A31 526 109.2 122.8 152.9 157.9 156.7
1A36 348 172.7 123.2 152.9 126.3 125.4
1A36 403 140.5 117.9 172.6 168.2 167.7
1A36 526 117.2 118,0 179.3 153.6 153.8
1A3Q 245 140.4 127.3 176.5 153.6 153.8
1A3Q 259 162.1 127.3 178.0 142.7 140.2
1A3Q 264 109.3 110.5 158.2 140.0 140.4
1A3Q 44 123.0 110.5 158.2 103.2 104.1
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Anexo H. GRAFICOS DE MEDIAS DE DISTANCIAS

DISTANCIA O-C
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DISTANCIA CG-CD DISTANCIA CD-OE1
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Anexo |.GRAFICOS DE MEDIAS DE ANGULOS DE ENLACE

ANGULO 0-C-01

ANGULO O-C-CA
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ANGULO CA-CB-CG ANGULO CB-CG-CD
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DIHEDRO

Anexo J. GRAFICOS DE MEDIAS DE ANGULOS DIEDROS
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Anexo K. ESTADISTICA POR INDICADOR

Estadistica Distancia O-C.

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 1.3769 0.002 0.42 1.371585 1.382216
Beta | 3412 1.378661 0.007 0.42 1.36446 1.392862
_________ o
combined | 28057 1.377114 .0025398 . 4254233 1.372136 1.382093
_________ o
diff | -.0017602 .007734 -.0169228 .0134024
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = -0.2276
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4422.49
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.4100 Pr(|T| > |t|) = 0.8200 Pr(T > t) = 0.5900

Estadistica Distancia C-01

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 1.384755 .0026794 .4206289 1.379503 1.390007
Beta | 3412 1.375419 .0074506 .4352054 1.360811 1.390027
_________ o
combined | 28057 1.38362 .0025219 .4224315 1.378677 1.388563
_________ o
diff | .009336 .0079177 -.0061867 .0248588
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = 1.1791

Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4340.27
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Ha: diff < O Ha: diff !'= 0 Ha: diff > O

Pr(T < t) = 0.8808 Pr(|T| > [t]) = 0.2384 Pr(T > t) = 0.1192

Estadistica Distancia C-CA

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev. [95% Conf. Interval]
_________ o o
Alfa | 24645 1.399283 .0027426 .4305581 1.393908 1.404659
Beta | 3412 1.325029 .0067673 .395291 1.311761 1.338298
_________ o
combined | 28057 1.390253 .0025499 .4271084 1.385256 1.395251
_________ o
diff | .0742541 .0073019 .0599388 .0885693
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = 10.1691
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4606.35
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|T| > |t|) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000
Estadistica Distancia CA-N
Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 1.330804 .0025499 .4003 1.325806 1.335802
Beta | 3412 1.383417 .0070553 .4121188 1.369584 1.39725
_________ o
combined | 28057 1.337202 .0024007 .4021163 1.332497 1.341908
_________ o
diff | -.0526135 .007502 -.0673212 -.0379058
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diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = -7.0133

Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4350.01
Ha: diff < O Ha: diff !'= 0 Ha: diff > O
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]|) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Estadistica Distancia CA-CB

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 1.361137 .0027117 .4257044 1.355821 1.366452
Beta | 3412 1.130627 .0059662 .3484988 1.11893 1.142325
_________ o
combined | 28057 1.333104 .0025303 .4238239 1.328145 1.338064
_________ o
diff | .2305093 .0065535 .2176615 .2433572
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = 35.1733
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4936.72
Ha: diff < 0 Ha: diff =0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000

Estadistica Distancia CB-CG

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 1.143622 .0021566 .3385511 1.139395 1.147849
Beta | 3412 1.141372 .0057473 .3357123 1.130103 1.15264
_________ o o
combined | 28057 1.143349 .0020191 .338202 1.139391 1.147306
_________ o
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diff | .0022506 .0061386 -.0097841 .0142853

diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = 0.3666

Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4426.99
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 0.6430 Pr(|T| > |t]) = 0.7139 Pr(T > t) = 0.3570

Estadistica Distancia CG-CD

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 1.154282 .0022499 .3532032 1.149872 1.158692
Beta | 3412 1.394505 .0067613 .3949435 1.381248 1.407761
_________ o
combined | 28057 1.183495 0021912 .3670276 1.1792 1.18779
_________ o
diff | -.2402231 0071258 -.2541934 -.2262527
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = -33.7117
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4201.08
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000
Estadistica Distancia CD-OE1
Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 1.204809 .0024534 .3851514 1.2 1.209617
Beta | 3412 1.126307 .0056213 .328355 1.115286 1.137329
_________ o

88



combined | 28057 1.195262 .002266 .3795625 1.190821 1.199704

_________ +____________________________________________________________________
diff | .0785015 .0061334 .0664773 .0905258
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = 12.7990

Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4810.08
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|T| > |t]|) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000

Estadistica Distancia CD-OE2

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 1.099259 .0025717 .4037219 1.094218 1.1043
Beta | 3412 1.374818 .0074502 .4351855 1.360211 1.389426
_________ +____________________________________________________________________
combined | 28057 1.13277 0024925 .4174999 1.127884 1.137655
_________ +____________________________________________________________________
diff | -.2755592 0078816 -.2910112 -.2601072
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = -34.9624
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4263.89
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000
Estadistica Angulo O-C-O1
Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 114.023 .03322 5.215116 113.9579 114.0881
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Beta | 3412 109.1378 .0804991 4.702139 108.98 109.2957

_________ +____________________________________________________________________
combined | 28057 113.4289 .0322203 5.396969 113.3658 113.4921
_________ +____________________________________________________________________
diff | 4.885139 .0870843 4.714413 5.055866
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = 56.0967
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4653.04
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|IT| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000

Estadistica Angulo O-C-CA

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 113.8371 .0367973 5.776705 113.765 113.9093
Beta | 3412 108.1444 .1486907 8.685367 107.8529 108.4359
_________ o
combined | 28057 113.1448 0386652 6.476514 113.0691 113.2206
_________ o
diff | 5.69273 1531762 5.392416 5.993045
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = 37.16406
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 3839.61
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000
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Estadistica Angulo 01-C-CA

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 114.199 .0335477 5.266556 114.1332 114.2647
Beta | 3412 114.6716 .0914615 5.342481 114.4922 114.8509
_________ o
combined | 28057 114.2565 .0315101 5.278012 114.1947 114.3182
_________ o
diff | -.4725895 .09742 -.663582 -.281597
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = -4.8511
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4379.59
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Estadistica Angulo C-CA-N

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 113.6629 .031014 4.868804 113.6021 113.7237
Beta | 3412 110.4857 .0371777 2.171638 110.4128 110.5586
_________ o
combined | 28057 113.2765 .0283022 4.740687 113.2211 113.332
_________ o
diff | 3.177245 .0484154 3.08234 3.27215
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = 65.6247

Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 9194.08
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Ha: diff < O Ha: diff !'= 0 Ha: diff > O

Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|T| > [t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000

Estadistica Angulo CB-CA-N

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 111.7394 .0348789 5.475541 111.671 111.8078
Beta | 3412 113.6423 .0513649 3.000343 113.5416 113.743
_________ o
combined | 28057 111.9708 .031487 5.274148 111.9091 112.0325
_________ o
diff | -1.90288 .0620878 -2.02459 -1.781169
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = -30.6482
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 7073.66
Ha: diff < 0 Ha: diff = 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Estadistica Angulo C-CA-CB

Group | Obs Mean sStd. Err Std. Dev [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 113.3751 .0307656 4.829813 113.3148 113.4354
Beta | 3412 120.403 .1191297 6.958645 120.1695 120.6366
_________ o
combined | 28057 114.2298 .0335885 5.626153 114.1639 114.2956
_________ o
diff | -7.027928 .1230383 -7.269154 -6.786703
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diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = -57.1199
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 3878.78

Ha: diff < O Ha: diff != 0 Ha: diff > O
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > [t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Estadistica Angulo CA-CB-CG

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 117.3612 .0311292 4.886893 117.3002 117.4222
Beta | 3412 120.3511 .1312203 7.664884 120.0939 120.6084
_________ o
combined | 28057 117.7248 0321914 5.392135 117.6617 117.7879
_________ o
diff | -2.989919 1348622 -3.254328 -2.725509
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = -22.1702
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 3804.06
Ha: diff < 0 Ha: diff = 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000
Estadistica Angulo CB-CG-CD
Group | Obs Mean sStd. Err Std. Dev [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 116.3626 .0351898 5.524353 116.2936 116.4316
Beta | 3412 118.2347 .3025221 17.67102 117.6416 118.8279
_________ o
combined | 28057 116.5902 .0481863 8.07131 116.4958 116.6847
_________ o
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diff | -1.872149 .3045619 -2.469285 -1.275012

diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = -6.1470

Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 3503.84
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > [t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Estadistica Angulo CB-CD-OEL1

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 119.4044 .0600809 9.431939 119.2866 119.5222
Beta | 3412 122.0195 .1979755 11.56421 121.6313 122.4077
_________ o
combined | 28057 119.7224 0582294 9.753555 119.6083 119.8366
_________ o
diff | -2.615082 2068913 -3.020703 -2.209462
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = -12.6399
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4063.45
Ha: diff < 0 Ha: diff =0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000
Estadistica Angulo CG-CO-OE2
Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 121.382 .040873 6.416543 121.3019 121.4621
Beta | 3412 114.5455 .0701508 4.097669 114.408 114.6831
_________ o
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combined | 28057 120.5506 .0392388 6.572595 120.4737 120.6275

_________ +____________________________________________________________________
diff | 6.836455 .0811895 6.677294 6.995615
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = 84.2037

Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 6023.91
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|IT| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000

Estadistica Angulo OE2-CD-OE1

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Intervall]

_________ o
Alfa | 24645 119.6782 .0601853 9.448333 119.5602 119.7961
Beta | 3412 113.4753 .044289 2.587023 113.3885 113.5621

_________ +____________________________________________________________________

combined | 28057 118.9238 .0545006 9.128977 118.817 119.0307

_________ +____________________________________________________________________
diff | 6.202873 0747248 6.056405 6.34934
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = 83.0096

Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 18777.9
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000



Estadistica Dihedro
Group | Obs
_________ o
Alfa | 24645
Beta | 3412
_________ o

combined | 28057
_________ o
diff |

O-C-CA-CB

Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
.
120.8609 .167586 9.789088 120.5323 121.1895
-
-
v R

Satterthwaite's degrees of freedom = 10326.3

Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000
Estadistica Dihedro O1-C-CA-N
Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 132.1481 .1401121 21.99581 131.8735 132.4227
Beta | 3412 158.7356 .5617988 32.81598 157.6341 159.8371
_________ +____________________________________________________________________
combined | 28057 135.3814 .150016 25.12801 135.0874 135.6754
_________ o
diff | -26.58749 5790072 -27.72268 -25.4523
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = -45.9191

Satterthwaite's degrees of freedom = 3846.46
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Ha: diff < O Ha: diff != 0 Ha: diff > O

Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > [t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Estadistica Dihedro CA-CB-CG-CD

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 135.675 .1684072 26.43779 135.3449 136.0051
Beta | 3412 140.4003 .4569263 26.69013 139.5044 141.2962
_________ o
combined | 28057 136.2497 1582853 26.51315 135.9394 136.5599
_________ o
diff | -4.725263 4869729 -5.679975 -3.77055
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = -9.7033
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4389.43
Ha: diff < 0 Ha: diff = 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000
Estadistica Dihedro C-CA-CB-N
Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 139.4419 .1553926 24.39466 139.1373 139.7465
Beta | 3412 175.8725 .3983319 23.26749 175.0915 176.6535
_________ o
combined | 28057 143.8722 .161338 27.02448 143.556 144.1885
_________ o
diff | -36.43056 .4275689 -37.26881 -35.59232
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diff = mean(Alfa) - mean (Beta)

Ho: diff

Il
o

Ha: diff < 0

Satterthwaite's degrees of freedom

Ha: diff

Pr(T < t) = 0.0000 Pr(ITI > [t])

Estadistica Dihedro 01-C-CA-CB

Group | Obs Mean
Alfa | 24645 158.7113
Beta | 3412 138.3145

combined | 28057 156.2309
diff | 20.39675

.1752629

.609641

0.0000

27.51404

35.61055

-85.2040

4513.73

Ha: diff > 0

Pr(T > t)

158.3678

137.1193

= 1.0000

diff = mean(Alfa) - mean (Beta)

Ha: diff < O

Satterthwaite's degrees of freedom

Ha: diff

Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|T| > [t])

0.0000

32.1546

3994.35

Ha: diff > 0

Pr(T > t)

= 0.0000
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Estadistica Dihedro CB-CG-CD-OE1
Group | Obs Mean sStd. Err Std. Dev [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 148.2253 .2043477 32.07999 147.8248 148.6259
Beta | 3412 111.3372 .2447224 14.2948 110.8574 111.817
_________ +____________________________________________________________________
combined | 28057 143.7394 1956665 32.77458 143.3559 144.1229
_________ o
diff | 36.88814 3188213 36.26318 37.51311
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = 115.7016
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 9206.48
Ha: diff < O Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|IT| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000
Estadistica Dihedro CB-CG-CD-OE1
Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Intervall]
_________ +____________________________________________________________________
Alfa | 24645 116.7326 .1609007 25.25937 116.4172 117.048
Beta | 3412 159.4599 .4968665 29.02313 158.4857 160.4341
_________ +____________________________________________________________________
combined | 28057 121.9286 1748602 29.28948 121.5859 122.2714
_________ +____________________________________________________________________
diff | -42.72733 5222694 -43.75125 -41.7034
diff = mean(Alfa) - mean(Beta) t = -81.8109
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4157.58
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0



Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > [t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Estadistica Dihedro O-C-CA-N

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 120.6241 .0577852 9.071543 120.5108 120.7373
Beta | 3412 177.8083 .2434436 14.22011 177.331 178.2856
_________ o
combined | 28057 127.5782 .126107 21.1232 127.331 127.8254
_________ o
diff | -57.18425 2502078 -57.6748 -56.69369
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = -2.3e+02
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 3804.53
Ha: diff < 0 Ha: diff != 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Estadistica Dihedro phi C-N-CA-C

Group | Obs Mean Std. Err Std. Dev [95% Conf. Intervall]
_________ o
Alfa | 24645 133.2178 .1549811 24.33006 132.914 133.5216
Beta | 3412 141.2358 .5224051 30.5149 140.2116 142.2601
_________ o
combined | 28057 134.1929 1510367 25.29898 133.8968 134.4889
_________ o
diff | -8.018051 5449094 -9.086374 -6.949728
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = -14.7145
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4033.52
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Ha: diff < O Ha: diff !'= 0 Ha: diff > O

Pr(T < t) = 0.0000 Pr(|T| > [t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 1.0000

Estadistica Dihedro psi N-CA-C-N

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
_________ o
Alfa | 24645 138.7576 .1741393 27.33765 138.4162 139.0989
Beta | 3412 133.1231 .4731399 27.6372 139.1954 142.0507
_________ o
combined | 28057 138.0724 .1637927 27.43564 137.7513 138.3934
_________ o
diff | 5.634506 .5041685 4.646081 6.622931
diff = mean(Alfa) - mean (Beta) t = 11.1758
Ho: diff = 0 Satterthwaite's degrees of freedom = 4386.57
Ha: diff < 0 Ha: diff = 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 1.0000 Pr(|T| > |t]) = 0.0000 Pr(T > t) = 0.0000
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