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RESUMEN 

La hip·tesis del ñRNA Worldò es, a d²a de hoy, la propuesta m§s aceptada por la comunidad 

científica para tratar de arrojar algo de luz sobre los comienzos de la vida celular en nuestro planeta. 

Define la síntesis prebiótica de ciertos componentes primordiales, su evolución bioquímica y las 

propiedades que estos hubiesen otorgado a los primeros organismos, llegando a suponer ventajas 

fundamentales para su supervivencia y así, más adelante, dar origen a toda la biodiversidad que 

conocemos actualmente. Mediante estudios basados en rutas de síntesis, distintos modelos 

estructurales y ensayos de interacción con moléculas conocidas en el presente, se intentan elucidar 

estas incógnitas originales para que puedan ser aplicables y servir de utilidad en la bioquímica 

moderna. En este sentido, haciendo uso de técnicas como la RMN, fluorescencia, CD y PAGE entre 

otras, este trabajo representa un esbozo sobre el estudio de algunas de estas posibles moléculas, 

haciendo hincapié en pequeños péptidos posiblemente prebióticos, sus propiedades estructurales y su 

actividad frente a diferentes tipos de RNAs y sus unidades moleculares, el material genético 

primordial por excelencia. Como resultado hemos podido conocer la estructura, plegamiento y 

actividad de estas moléculas; hemos identificado cuáles son los residuos esenciales para su 

estabilidad y hemos tratado de mejorar sus propiedades de interacción con pequeños ligandos 

nucleotídicos. En definitiva, hemos querido hacer patente la posibilidad de una coexistencia entre 

péptidos y RNAs en las etapas definidas por la hipótesis de un presunto ñRNA-peptide Worldò. Estos 

estudios han servido al mismo tiempo para extraer numerosas conclusiones adicionales respecto al 

diseño de péptidos y nos han permitido también conocer con más detalle los fenómenos de 

interacción entre proteínas y pequeños ligandos, tales como RNAs, NTPs o arenos. 
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Es inusual encontrar un libro sobre bioquímica general que no comience abordando el tema 

sobre el origen de la vida y defina a continuación cómo dicha disciplina estudia los mecanismos que 

tienen lugar en las células que componen los organismos vivos. Todos y cada uno de estos procesos 

son fruto de la interacción entre un enorme abanico de biomoléculas y moléculas inorgánicas, 

formadas a su vez por componentes elementales, cuyo comportamiento se encuentra definido por una 

serie de leyes fisicoquímicas. Existe, por tanto, una inevitable relación entre la vida y las leyes que 

rigen este universo en su mayoría inerte.  

 

 

1.1. Abiogénesis y moléculas prebióticas  

 

¿Cuáles fueron los procesos por los que tuvo lugar la formación de las primeras moléculas 

orgánicas? Esta pregunta, tras el establecimiento del concepto de célula (Hooke 1665) y el 

descubrimiento de la existencia de las enzimas (Buchner 1897) fue adquiriendo un gran 

protagonismo, especialmente durante el siglo XX, gracias a los avances tecnológicos que han ido 

dando lugar a nuevos hallazgos y técnicas empleadas en la actualidad. ¿Cuáles fueron los 

compuestos primigenios que posibilitaron la posterior aparición de complejos supramoleculares 

estables y con propiedades autorreplicativas durante los orígenes de la vida en nuestro planeta? 

Desde la aparici·n del concepto de ñsopa primitivaò propuesto por Oparin y Haldane en los a¶os 20 

(Oparin 1924; Haldane 1929) y los experimentos de Miller y Urey (Urey 1952; Miller 1953), durante 

los años 50, esta cuestión ha sido un motivo de estudio inherente a la propia bioquímica. Las 

principales teorías se centran en la búsqueda de unas funciones o propiedades determinadas para 

estas moléculas y, más en concreto, en aquellas características que se consideran esenciales en las 

primeras etapas de la evolución prebiótica: estabilidad, interacción, polimerización, autorreplicación 

y, finalmente, función. La mayoría de los modelos propuestos tienen en común la búsqueda de las 

condiciones de reacción propicias para que tuviesen lugar determinados mecanismos químicos que 

propiciasen la aparición de moléculas orgánicas complejas estables, que tuviesen las propiedades 

mencionadas. Por ello, los estudios realizados al respecto se centran en las principales unidades 

estructurales de las que se componen los sistemas biológicos actuales: ácidos nucleicos, 

aminoácidos, azúcares y/o lípidos.  
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Ya en el célebre experimento ideado por Miller, teniendo en cuenta las circunstancias 

ambientales definidas en la atmósfera primigenia propuesta por Urey, al hacer reaccionar CH4, NH3, 

H2 y H2O, hirviendo la mezcla y administrando descargas durante una semana para promover la 

formación de radicales, se pudieron detectar trazas de aminoácidos mediante cromatografía en papel. 

Se encontraron principalmente Gly, Asp, Ala y un derivado del ácido aminobutírico, relacionado 

directamente con el metabolsimo de Ser y Glu (Figura 1). Durante los años siguientes se realizaron 

experimentos similares aprovechando los avances científicos y tecnológicos desarrollados hasta la 

fecha, con el objeto de llevar a cabo la síntesis de moléculas orgánicas complejas en determinadas 

condiciones. Es por ello que la lista de compuestos que podían ser obtenidos de forma viable en un 

supuesto mundo prebiótico iba aumentando año tras año, al igual que las posibles condiciones en las 

que estos podían surgir. Entre los modelos iniciales destaca el experimento de Matthews and Moser, 

en el que se empleó una atmósfera menos reductora formada por HCN, NH3 y vapor de agua; como 

resultado de la reacción se obtuvieron péptidos de hasta 12 residuos, además de varios aminoácidos 

no observados en experimentos anteriores. Recientemente, el mismo procedimiento llevado a cabo 

por Miller 45 años atrás fue reproducido por triplicado por el grupo de Bada, empleando los mismos 

compuestos de partida y aplicando descargas eléctricas durante una semana haciendo uso de un 

generador Tesla (Johnson et al. 2008) o simulando que esta atmósfera primigenia hipotética era 

también rica en H2S (Parker et al. 2011); los resultados fueron analizados mediante 

MALDI -TOF-MS y HPLC con detección de fluorescencia en el rango de luz ultravioleta. Así, a lo 

largo de los experimentos realizados desde entonces, se ha demostrado que la síntesis de novo de 

 
Figura 1. Cromatografía en papel en la que se indica la presencia de Asp, Gly, Ala y §cido Ŭ amino-n-butírico, entre 

otras especies no identificadas (A y B), corrida primero en una disolución acuosa de ácido acético y butanol y después en 

fenol. El revelado que permitió observar los diferentes aminoácidos se realizó con ninhidrina. La certeza en la 

identificaci·n de §cido Ŭ amino-n-butírico es poco clara debido a que se observan puntos pero de forma muy débil 

(Miller 1953). 
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todos los aminoácidos canónicos o naturales, a excepción de Trp, Asn y Gln, es perfectamente 

plausible en una atmósfera reductora formada por compuestos sencillos como CH4, NH3, HCN, H2S 

y H2O, sobre la cual se aplican descargas eléctricas. Adicionalmente, como ya se ha mencionado, se 

ha detectado también la aparición de pequeños péptidos de hasta 12 residuos, así como la presencia 

de aminoácidos no estándares que hubiesen podido ser precursores de otros menos estables o 

provenir del metabolismo de estos, como es el caso de la Orn, posible precursor de Arg, Glu y Pro.  

Es interesante señalar que en la formación de aminoácidos en condiciones prebióticas existe 

predilección por la aparición de formas L sobre las formas D durante los procesos de síntesis. Ello 

daría pie a pensar que esta autocatálisis asimétrica natural pudo originar la homoquiralidad presente 

en los compuestos aminoacídicos que conocemos actualmente, la cual a su vez influyó 

probablemente sobre la quiralidad de los azúcares que forman parte de los ácidos nucleicos. Esta 

enantioselectividad, que parece ser clave tanto en la estructura como en la funcionalidad de las 

macromoléculas contemporáneas, es otro de los misterios que rodean al origen de la vida en términos 

moleculares y siembra dudas sobre la exclusividad del RNA como compuesto representativo durante 

estos primeros estadios (Podlech 2001; Bielski and Tencer 2007; Breslow and Cheng 2010). 

Por otro lado, experimentos similares a los descritos al comienzo de este apartado tampoco 

arrojaban luz sobre el origen de los azúcares y las nucleobases que forman parte de los nucleótidos. 

Los mecanismos propuestos para la síntesis de novo tanto de ribosa como de lípidos se basaba en el 

uso de glicerol obtenido a partir de formaldehido (Weber 1992). En cuanto a las bases nitrogenadas, 

las principales hipótesis se centraban en el uso de formamida y su precursor, cianuro de hidrógeno, 

como compuestos de partida. A pesar de la dificultad que hubiese entrañado su formación en la 

atmósfera primitiva propuesta, las reacciones de síntesis también podrían haber ocurrido en 

condiciones hidrotermales plausibles o sobre superficies salinas con catalizadores inorgánicos tales 

como fosfatos, carbonatos o silicatos (Oro 1961; Sanchez et al. 1967; Ferris et al. 1978; Ferris 1993; 

Huber and Wachtershauser 2006; Plankensteiner et al. 2006; Saladino et al. 2011). Aun con todo, el 

rendimiento de las reacciones de síntesis de ribosa, de nucleobases o de la posterior condensación de 

ambos para dar lugar a los nucleósidos era muy limitado, sobre todo en el caso de compuestos con 

bases nitrogenadas pirimidínicas. Es por ello que recientemente se propuso un mecanismo alternativo 

en el que, en lugar de buscar la síntesis de azúcares y nucleobases por separado para intentar unirlos 

después, se optó por obtener intermedios de reacción que ya incluyesen el enlace crítico y no fuese 

necesaria la condensación de ambos compuestos por separado. En este modelo se lleva a cabo una 

reacción de síntesis empleando, como reactivos iniciales: cianamida, cianoacetileno, giceraldehído y 

gicolaldehído en disolución acuosa y en presencia de fosfato inorgánico. Es este fosfato inorgánico el 

que, gracias a sus propiedades sirve a la vez como elemento tamponante y catalizador, favoreciendo 
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la obtención de los nucleótidos monofosfato, pudiendo además haber participado en la formación de 

AMP, ADP y ATP (Figura 2). 

 

Figura 2. Representación esquemática del mecanismo de 

síntesis de pirimidinas. En azul se observan los pasos 

seguidos en un modelo en el que la condensación entre la 

base nitrogenada y la ribosa no era factible debido a las 

propias condiciones de reacción. En verde, el modelo 

propuesto por Sutherland y sus colaboradores para obtener 

nucleótidos monofosfato estables en condiciones de 

reacción, a pH neutro y con un rendimiento aceptable. Del 

mismo modo, se han propuesto rutas similares para la 

síntesis de nucleótidos de purina (Powner et al. 2009; 

Powner et al. 2010). 

 

 

 

 

Centrándonos en la búsqueda de las condiciones que hubiesen podido dar origen a estos 

componentes prebióticos se han postulado diversas teorías, cada una de ellas con más o menos 

partidarios y detractores. Sin tener en cuenta el origen extraterrestre de la vida o panspermia 

(Arrhenius 1903; Pizzarello 2007), que no trata directamente el origen de la vida en la Tierra sino 

que lo ñtrasladaò, nos encontramos con que cada una de las hipótesis más defendidas nos ofrece 

conceptos muy interesantes. Tener en cuenta los aspectos más importantes de cada uno de ellos 

servirá de ayuda a la hora de unificar un modelo no excluyente. Por ejemplo, hay teorías que 

defienden la importancia de las superficies minerales como reservorio de agentes reductores, 

cofactores o catalizadores en las reacciones de síntesis de compuestos orgánicos complejos, a la vez 

que sirven como ambiente estable que promueve los diferentes procesos de reacción, ya sea por 

fenómenos de adsorción, interacción electrostática, apilamiento o favoreciendo la  polimerización de 

monómeros (Bernal 1949; Wachtershauser 1992; Lambert 2008; Kawamura et al. 2011). Otras 

hipótesis apoyan la idea de que los lípidos fueron las primeras moléculas orgánicas estables con 

capacidad autorreplicativa y que las vesículas formadas pudieron servir como reactores para la 

química abiótica (Segre and Lancet 2000; Segre et al. 2001). Basándose en el bajo rendimiento y la 

inestabilidad de los oligómeros y polímeros de algunos de los modelos de síntesis propuestos, 

también existe gran aceptación en cuanto al origen de la vida en condiciones hidrotermales (Hennet 

et al. 1992; Marshall 1994; Andersson et al. 2000; Aubrey et al. 2009). No obstante, los 
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ribonucleótidos de una tierra primordial no hubiesen soportado estas condiciones a menos que 

formase polímeros o existiese algún tipo de mecanismo para evitar su degradación (Kawamura et al. 

2005). Surge así la teoría más aceptada actualmente, la teoría del ñRNA Worldò, la cual abordaremos 

a continuación teniendo presente que la mayoría de ideas propuestas por el resto de hipótesis no son 

necesariamente incompatibles. 

 

 

1.2. El ñRNA Worldò y la evolución de una teoría 

 

Actualmente, la mayoría de descubrimientos científicos realizados al respecto coinciden en 

reconocer al RNA como la primera biomolécula capaz de formar estructuras complejas estables, con 

propiedades catalíticas y con capacidad de autorreplicación. Parece, por tanto, que podríamos estar 

ante el constituyente primordial de los primeros entes vivos hace cuatro mil millones de años 

(Schidlowski 1988; Gesteland et al. 2006; Bywater 2012). O eso es, al menos, lo que afirma la 

hip·tesis del ñRNA Worldò, la m§s aceptada hoy en d²a para tratar de explicar cómo tuvo lugar este 

fenómeno o conjunto de fenómenos de tal transcendencia. Cuando este término fue acuñado por 

Walter Gilbert en 1986 (Gilbert 1986), el RNA ya parecía tener un papel crucial en las teorías sobre 

el origen de la vida desde antes de la década de los 70 (Crick 1968; Orgel 1968). Es posible que 

hasta hace 30 años tales conceptos careciesen de los apoyos empíricos suficientes, pero gracias a 

descubrimientos tan relevantes como la existencia de las ribozimas (Kruger et al. 1982; Guerrier-

Takada et al. 1983) o las rutas de síntesis de novo de cadenas de RNA ideadas más recientemente 

(Powner et al. 2009), esta hipótesis cada vez ha ido cobrando más fuerza y evolucionando del mismo 

modo que las moléculas que intenta describir. Por ello, a día de hoy, se habla incluso de dos ramas de 

esta hipótesis del mundo del RNA: la primordial y la contemporánea (Cech 2011). La primera, habla 

hipotéticamente de una era donde el RNA tenía capacidades funcionales a la vez que servía de 

almacén para la información genética. La segunda, nos propone un mundo prebiótico en el que las 

moléculas compuestas por ribonucleótidos tenían funciones más específicas, al igual que ocurre con 

los sistemas biológicos actualmente, participando en catálisis de reacciones bioquímicas, traducción 

de mRNAs, regulación de la expresión génica e incluso protección frente a agentes externos 

(ribozimas, riboswitches, microRNAsé) (Ban et al. 2000; Collins et al. 2009; Wang et al. 2010). 
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1.3. ñRNA-peptide Worldò: una alternativa viable 

 

En la hipótesis del mundo del RNA se defiende que los ácidos ribonucleicos fueron 

moléculas esenciales para la evolución prebiótica, en parte por ser capaces de catalizar la 

polimerización de aminoácidos y la unión de pequeños péptidos. Basándonos en los modelos de 

síntesis prebiótica descritos anteriormente, péptidos y aminoácidos serían unos candidatos más que 

aceptables para coexistir junto a los RNAs en un mundo primigenio, surgiendo de forma casi 

inevitable el concepto de ñRNA-peptide Worldò. Junto con este término se postula la idea de que la 

cohabitación entre aminoácidos y ribonucleótidos en condiciones supuestamente prebióticas fue 

relevante para la catálisis de la replicación y polimerización de ambos compuestos, posibilitando así 

la formación de las ribonucleoproteínas y complejos macromoleculares que más tarde pudiesen 

llegar a favorecer las condiciones esenciales para la aparición de un proto-ribosoma, para finalmente 

dar lugar al mundo del DNA que hoy conocemos (Di Giulio 1997; Collins et al. 2009; Kurland 

2010).  

Numerosos estudios atribuyen las propiedades autocatalíticas y autorreplicativas propias de 

los RNAs (Wochner et al. 2011) también a péptidos sencillos (Lee et al. 1996; Severin et al. 1997; 

Issac et al. 2001; Issac and Chmielewski 2002). Se conocen procesos catalíticos entre ácidos 

ribonucleicos y péptidos, que permiten favorecer la interacción, replicación y la polimerización de 

ambos (Illangasekare and Yarus 1999; Matsumura et al. 2003; Tamura and Schimmel 2003) e 

incluso, en algunos trabajos, se va m§s all§ y se habla de un ñPNA Worldò previo al resto de etapas, 

con los ácidos nucleicos peptídicos (PNA) como molécula clave (Nielsen 2007): una suerte de 

híbridos diseñados inicialmente para ser usados en terapia génica, en los que el esqueleto de 

azúcar-fosfato es sustituido por residuos aminoacídicos unidos por enlaces peptídicos, haciéndolos 

más estables que los RNAs.  

Así mismo, tal y como defienden alguna de las teorías expuestas, lípidos y azúcares surgirían 

en este mundo primigenio durante alguna de las etapas mencionadas y ambos se encontrarían 

directamente relacionados con los péptidos prebióticos (Burroughs et al. 2012); según parece, la 

flexibilidad estructural que los caracteriza hubiese sido crucial en la evolución química de los 

primeros compuestos prebióticos hacia la formación de macromoléculas mejor adaptadas a las 

características del medio. A su vez, estas macromoléculas supondrían evidentes ventajas para la 

supervivencia de los proto-organismos. Es por ello que surgen teorías como la del mundo de las 

fibras de amiloides y ácidos nucleicos (ñANA Worldò), en la que los §cidos nucleicos reclutar²an 

péptidos mediante la interacción de las cargas con los grupos fosfato y darían lugar a la formación y 

crecimiento de fibras de amiloide, cuyas estructuras secundarias, al disociarse, promoverían la 
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hibridación y replicación de las cadenas nucleotídicas. Las vesículas formadas a partir de lípidos 

también podrían cumplir un papel contendor y de compartimentación de dichos procesos, para 

después permitir la separación entre macromoléculas con diferentes capacidades (elongación, 

replicación, etc.) (Braun et al. 2012). 

En definitiva, se hace patente que todos estos descubrimientos giran en torno a la idea de un 

más que de sobra aceptado mundo prebiótico, cuyas etapas iniciales tienen como principales 

protagonistas a los aminoácidos, péptidos y ácidos ribonucleicos. Es por eso que durante este trabajo 

se ha tratado de conocer mejor cómo interaccionan entre sí y cuáles serían las propiedades 

estructurales y funcionales de los complejos formados. 
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En este trabajo se pretende comprobar la viabilidad de la coexistencia entre péptidos y RNAs 

en un plausible ambiente prebiótico. Centrándonos en la evolución de estas proto-biomoléculas, 

nuestros objetivos experimentales se han basado en las ideas de la línea más contemporánea de la 

hipótesis del ñRNA Worldò y en los conceptos planteados por Di Giulio (Di Giulio 1997). Hemos 

querido poner a prueba la hipótesis de la generación de nucleótidos y aminoácidos en las condiciones 

extremas de un ambiente prebiótico, que más tarde podrían haber dado lugar a la coexistencia de 

ácidos ribonucleicos y péptidos. Estas moléculas, al ser capaces de interaccionar entre sí, permitirían 

después la formación de los complejos que supondrían una ventaja evolutiva para promover la 

supervivencia de los organismos de ese hipotético mundo primigenio (de Vladar 2012) (Figura 3). 

 

 

 

 

Figura 3. Representación esquemática de la evoluci·n de nuestra idea de ñRNA-peptide worldò, desde un mundo 

primigenio hasta nuestros días. De una mezcla de compuestos orgánicos, formados bajo condiciones putativamente 

prebióticas, solo aquellas moléculas con estructuras estables capaces de polimerizar habrían superado los fuertes 

requisitos evolutivos de esas primeras etapas; el desarrollo de propiedades de autorreplicación y la interacción entre ellos 

permitirían después catalizar la formación de moléculas más complejas con capacidades funcionales específicas hasta 

que, finalmente, con la aparición del proto-ribosoma y la selección natural del DNA como reservorio genético daría 

comienzo el mundo del DNA. 
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Partiendo del diseño de péptidos sencillos presuntamente prebióticos, durante este trabajo se 

han cumplido de forma concreta los siguientes objetivos: 

1- Diseñar péptidos que adoptarán conformaciones helicoidales y poseerán afinidad por los RNAs. 

2- Realizar un estudio estructural de estos nuevos péptidos. 

3- Probar su acción frente a RNAs de diversa estabilidad conformacional.  

4- Estudiar los efectos de la supresión de los residuos C-terminales aromáticos en la estructura de 

péptidos formados por aminoácidos putativamente prebióticos. 

5- Poner a prueba la capacidad de unión de arenos con estos péptidos prebióticos. 

6- Diseñar péptidos sencillos que puedan adoptar una estructura en horquilla ɓ. 

7- Determinar la estructura y estabilidad de dichos péptidos. 

8- Monitorizar la interacción entre estos péptidos y los diferentes NTPs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. ESTUDIOS PREVIOS  
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3.1. Péptidos KIA : secuencias presuntamente prebióticas ricas en Lys 

 

En base a métodos de diseño de moléculas aminoacídicas presuntamente prebióticas (Crick 

1953; Schafmeister et al. 1997; Zhang et al. 2002) se propuso una serie de péptidos formados 

mayoritariamente por posibles residuos generados en condiciones prebióticas. Sin ninguna intención 

de restar credibilidad a la idea de que el RNA fuese la primera biomolécula que apareció en la Tierra, 

sí podríamos considerar a estos compuestos unos candidatos válidos para haber compartido ese 

ñRNA Worldò con los §cidos nucleicos. Siguiendo estas premisas, unos años atrás se llevó a cabo el 

estudio estructural y funcional de un conjunto de posibles péptidos prebióticos de estructura 

helicoidal y características anfipáticas. La estructura primaria de estos péptidos, englobados dentro 

de la serie de compuestos denominada ñserie KIAò, sigue una secuencia consenso compuesta por 20 

aminoácidos distribuidos de la siguiente manera: Ac-AKAxAAxxKAxAAxxKAGGY -NH2, donde 

ñxò puede ser Ala o Ile, de modo que se estudiaron los péptidos resultantes de todas las posibles 

combinaciones que se pueden obtener con 4 Ile y 2 Ala (Boon et al. 2004). Tras analizar la estructura 

y estabilidad de los péptidos y poner a prueba la interacción entre monómeros se observó que los 

monómeros de diez de ellos interaccionaban para dar lugar a estructuras helicoidales de tipo glóbulo 

fundido; dos parecían quedar desestructurados; dos se auto-asociaban para dar lugar a filamentos 

helicoidales de varias micras de longitud (Frost et al. 2005) (Figura 4) y el caso más sorprendente fue 

el de KIA7, que presentaba una elevada estabilidad con respecto al resto de péptidos de esta misma 

familia y, al contrario que ellos, presentaba una fluorescencia del ANS mucho menor en 

comparación con el elevado contenido de h®lice Ŭ detectado en su estructura (ANS es un fluoróforo 

de gran utilidad empleado para detectar conformaciones de glóbulo fundido ya que es secuestrado 

por los bolsillos hidrófobos generados). El hecho de que el ANS tuviese impedimentos para acceder 

a las zonas hidrófobas de KIA7, junto con la elevada proporci·n de estructura en h®lice Ŭ detectada, 

 

 

 

Figura 4. Imagen obtenida mediante AFM en la que pueden observarse las 

fibras formadas por el p®ptido KIA13, a una concentraci·n de 120 ɛM en 

presencia de NaCl 1M. La prueba decidió llevarse a cabo tras observarse 

cambios en los espectros de CD y al haberse percibido cierta turbidez durante 

la manipulación de las muestras (Frost et al. 2005). 
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sugería que el péptido era capaz de adoptar una conformación tetramérica estable y bien plegada 

conocida como conformación ñfour helix bundleò. Poseía una disposición espacial de los monómeros 

en forma de ñXò (ñfour helix X-bundleò) y presentaba una cooperatividad entre las unidades similar 

a la observada en proteínas nativas con este tipo de dominios (Harris et al. 1994; Kamtekar and 

Hecht 1995; Hill and DeGrado 1998).  

Mediante experimentos de centrifugación analítica, se corroboró la presencia de estructuras 

oligoméricas en las muestras estudiadas, apoyando la idea de las conformaciones tetraméricas 

deducidas a partir de los resultados obtenidos por RMN y las estructuras logradas en los cálculos de 

dinámica molecular. Los NOEs intermoleculares detectados mediante espectroscopia de RMN y los 

experimentos de MS realizados para detectar enlaces por puentes disulfuro entre péptidos CG3KIA7 

(con extremos modificados añadiendo tres Gly y una Cys), permitieron conocer que las hélices de los 

cuatro monómeros que formaban el ovillo se encontraban orientadas de forma antiparalela dos a dos, 

albergando un ñbolsilloò hidrófobo en el centro. Así, se hizo patente el hecho de que péptidos 

compuestos prácticamente por solo tres tipos de aminoácidos pueden dar lugar a conformaciones 

estables con cierta especificidad estructural. 

 En trabajos posteriores, el objetivo fue el estudio de dichos péptidos tetraméricos 

helicoidales, la variabilidad de su secuencia y la contribución a la integridad estructural de cada uno 

de los aminoácidos propuestos durante su diseño. Como fruto de estas nuevas investigaciones surgió 

la familia de los péptidos KIA7. 

 

 

3.2. Péptidos KIA7 : tetrámeros helicoidales, unión y degradación de RNAs 

 

Centrándose en los tetrámeros helicoidales formados durante el análisis de los péptidos KIA, 

se propuso el diseñó una nueva batería de compuestos: los péptidos KIA7, con una secuencia 

Ac-AKAAAAAIKAIAAIIKAGG ◖-NH2 con los extremos modificados, en la que el extremo 

C-terminal se modificó empleando diferentes aminoácidos (◖: Phe, His, Ile, Trp o Tyr), o se eliminó 

provocando la deleción de uno (KIA7ȹ) o más (KIA7ȹȹȹ) de estos residuos carboxiterminales. 

Mediante estudios de estabilidad conformacional se pretendía comprobar cuál era la expresión 

mínima de este tipo de compuestos para que péptidos sencillos pudiesen haber dado lugar a proteínas 

específicamente plegadas en un ambiente prebiótico. Al mismo tiempo, se intentó elucidar el papel 

de los residuos C-terminales en el establecimiento de estructuras estables (López de la Osa et al. 

2007; López-Alonso et al. 2010). Después de analizar la estructura y estabilidad de los polipéptidos, 
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las investigaciones llevadas a cabo permitieron descubrir que para adoptar una conformación 

tetramérica única, bien definida y estable, las proteínas de esta serie requieren de una secuencia con 

una extensión de al menos 20 aminoácidos, en la que es preciso que el residuo C-terminal tenga una 

cadena lateral aromática. En el caso de estas estructuras helicoidales, péptidos de menor tamaño son 

demasiado sencillos y presentan estructuras total o parcialmente desplegadas, si bien se ha 

descubierto que secuencias menores son capaces de formar estructuras en hebra ɓ y amiloides 

estables.  

Los péptidos KIA7 ven aumentada su estabilidad a medida que incrementa el tamaño y la 

hidrofobicidad de los grupos aromáticos (His
+
 < His

0
 < Tyr < Phe < Trp) (López-Alonso et al. 2010) 

(Figura 5). Los aminoácidos aromáticos, con ayuda del giro formado por las Gly, son capaces de 

orientarse hacia el bolsillo hidrófobo estableciendo interacciones de van der Waals con los residuos 

adyacentes (Figura 6). Por otro lado, la variante KIA7I de estos péptidos, con un residuo 

carboxiterminal de Ile, quedaba totalmente desplegada en agua y sólo daba lugar a los tetrámeros 

helicoidales en presencia de altas concentraciones de sal (Na2SO4 0,5 M). Aun con todo, dichos 

péptidos peor plegados poseían una estabilidad moderada frente al intercambio H/D, un 

desplegamiento térmico cooperativo y un núcleo hidrófobo estrechamente empaquetado. Por ello, 

desentrañar cuánto afecta la ausencia de grupos aromáticos a la estructura de este tipo de compuestos 

fue una de las prioridades en los ensayos posteriores, los cuales se detallan más adelante en el 

capítulo 5. 

Figura 5. Espectros de CD, en el rango de luz UV cercano, donde pueden observarse de forma representativa tanto la 

estructura como la curva de desnaturalización de algunas de las variantes de los péptidos KIA y KIA7. Las muestras se 

encuentran a una concentración de 120 µM en presencia de NaCl 0,2 M y en disolución 90% H2O/10% D2O tamponada a 

pH 5.0 con H/NaAc 10 mM. KIA5 (rojo) y KIA10 (naranja) parcialmente desestructurados y con temperaturas de fusión 

menores de 20 ÜC; KIA7ȹ (negro) y KIA7I (verde) con m²nimos a ɚ = 200 nm caracter²sticos de estructuras de ovillo 

estadístico y temperaturas de fusión muy bajas; KIA7F (violeta), KIA7Y (azul claro) y CG3KIA7 (azul oscuro), con 

curvas típicas de conformaciones en hélice Ŭ y temperaturas de fusión de hasta 70 ºC (López de la Osa et al. 2007). 
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Figura 6. Superposición de diez estructuras calculadas para diferentes variantes 

de KIA7: KIA7Y, en rojo (PDB: 2jo4); KIA7F, en azul (PDB: 2jo5); KIA7H, en 

verde; y KIA7W, en naranja. Cabe destacar el empaquetamiento del grupo 

aromático C-terminal (con Tyr, Phe, His y Trp, respectivamente) hacia el bolsillo 

hidrófobo (López-Alonso et al. 2010). 

 

 

También se puso a prueba la capacidad de interacción y la funcionalidad de los péptidos más 

estructurados de la serie frente a RNAs de distinta naturaleza: RNA Ű10 (relacionado con 

enfermedades como Alzheimer y Parkinson, ya que controla la proporción de isoformas de proteína 

tau encargadas de estabilizar los microtúbulos en las neuronas del sistema nervioso central) de 

estructura en ñstem-loopò (tambi®n denominado estructura de tallo-lazo o en horquilla) (D'Souza and 

Schellenberg 2005; Rosenmann et al. 2012), un ssRNA sin estructura definida y el tRNA
1

Tyr
 de E. 

coli. Como resultado se encontró que péptidos sencillos de 20 residuos, compuestos en su mayoría 

por aminoácidos putativamente prebióticos, son capaces de interaccionar con RNAs y catalizar la 

digestión de ácidos ribonucleicos con estructura definida de forma selectiva, en presencia de ciertos 

cationes divalentes (predominantemente Mg
2+

 y Mn
2+

) (Figura 7). La interacción con los péptidos 

KIA7 aumenta la velocidad de degradación de los RNAs en un factor de 10
3
-10

4
, un valor similar al 

observado en construcciones artificiales que se han creado hasta la fecha intentando imitar el 

rendimiento logrado por las ribonucleasas naturales (Mironova et al. 2007; Kovalev et al. 2008). La 

hipótesis principal se basa en que estos péptidos provocan cambios conformacionales en las 

estructuras bien definidas de los RNAs, a los que permanecen unidos mediante interacciones 

coulombianas o fuerzas de van der Waals. Es entonces cuando tiene lugar el ataque electrofílico por 

parte de los aminoácidos básicos sobre el sustituyente 2ǋ-OH de los grupos fosfato que quedan menos 

protegidos. 
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3.3. Química prebiótica y síntesis peptídica: Arg frente a Lys 

 

Conocidas algunas de las propiedades que debían de poseer estos péptidos a la hora de dar 

lugar a estructuras estables y bien plegadas capaces de interaccionar con RNAs, la idea que surgió a 

continuación fue la de obtener péptidos similares, formados exclusivamente por aminoácidos 

plausiblemente prebióticos y que tuviesen mejores capacidades de unión a ácidos nucleicos. Este 

sería uno de los requisitos indispensables para poder defender la cohabitación entre péptidos y RNAs 

en un posible ambiente primigenio, por lo que dirigimos nuestro interés hacia los dominios ricos en 

Arg (ARMs), presentes fundamentalmente en proteínas que se unen a RNA y que en la mayoría de 

los casos resultan ser dominios esenciales para la funcionalidad de las macromoléculas de las que 

forman parte (Lazinski et al. 1989; Frankel and Smith 1998; Perez-Canadillas and Varani 2001). En 

base a esto, se propuso sustituir las Lys de los péptidos KIA7 por Arg, surgiendo de esta forma los 

péptidos RIA7. 

Figura 7. Resultados de un ensayo en gel desnaturalizante urea-PAGE al 20% tras 56 horas de reacción entre diferentes 

p®ptidos KIA7 y RNA Ű10 (izquierda) en presencia de cationes divalentes y EDTA, a pH 7.2 y 30 ºC, con unas 

concentraciones finales de péptido y RNA de 0,15-0,60 y 0,4 respectivamente. El marcador de tamaño mostrado está 

formado por una mezcla de ssDNA con 24, 20, 16, 12 y 8 nucleótidos. Se pueden observar los productos de la actividad 

ribonucleolítica de +KIA7H- (una variante de KIA7H sin los grupos N-acetil y C-amida terminales), KIA7H y KIA7W. 

La identidad de las bandas más nítidas fue determinada mediante MS: a) RNA intacto 
5ôpppG1-C253ô, b) A4-C25, 

c) U12-C25, d) A13-C25, e) pppG1-U12>p y f) A4-U12>p (López-Alonso et al. 2010). Los sitios de corte 

predominantes en el RNA Ű10 se encuentran indicados por las flechas en la imagen de la izquierda (Varani et al. 1999). 
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Aunque, al igual que Lys, la Arg podría no parecer el candidato perfecto como aminoácido 

putativamente prebiótico (Amend and Shock 1998; Trifonov 2000; Higgs and Pudritz 2009), como 

se ha mencionado, su presencia es muy frecuente en péptidos y proteínas que se unen a RNAs (Weiss 

and Narayana 1998). Por ello, en este proyecto, nos propusimos incluir Arg en las secuencias de 

KIA7 y así intentar mejorar su estabilidad y capacidad de interacción con los RNAs dentro de un 

hipot®tico ñRNA-peptide worldò. Al igual que sus predecesores, los p®ptidos RIA7 estan compuestos 

solo por Ala, Gly, Ile y un residuo aromático C-terminal (Tyr en el caso de RIA7Y, el péptido sujeto 

a los experimentos realizados de forma representativa), además de Arg ocupando el lugar de las Lys. 

Hemos estudiado la estructura y la estabilidad conformacional de los péptidos RIA7, así como su 

actividad frente a RNAs de diversa naturaleza, mediante experimentos de DC, monitorización de la 

desnaturalización, ensayos de intercambio de hidrógeno, espectroscopia de RMN y espectrometría de 

fluorescencia, entre otras técnicas. Escogimos RIA7Y (estructura primaria: 

Ac-ARAAAA AIRAIAAIIRAGGY -NH2) como péptido de referencia para el resto de compuestos de 

la misma familia, al suponer un comportamiento similar al de sus homólogos con Lys, entre los que 

KIA7Y poseía unas capacidades de plegamiento e interacción con RNAs intermedias dentro del 

conjunto de moléculas (Diez-Garcia et al. 2012). Además de por la capacidad de unión a RNA que 

caracteriza a los motivos ricos en Arg, pensamos también que el cambio otorgaría a los péptidos unas 

mayores capacidades de reconocimiento e interacción con los ácidos nucleicos, gracias a la 

flexibilidad de la cadena lateral de la Arg y a las propiedades del grupo guanidino. Esta clase de 

sustituyentes podría dar lugar a un mayor número de puentes de hidrógeno, tanto con las bases 

(especialmente si existen apareamientos G·U) como con los grupos fosfato del ácido nucleico 

(Cheng et al. 2003; Woods and Ferre 2005), pudiéndose también formar interacciones del tipo 

catión-ˊ con las bases nitrogenadas (Dougherty 1996) o incluso llegar a ocurrir fenómenos de 

apilamiento con el RNA (Figura 8). 

Figura 8. Gráfico en el que se resumen los datos extraídos de una 

base de datos de interacciones proteína-RNA en la que se recogen 

las estructuras en alta resolución de hasta 42 complejos 

RNA-proteína no redundantes depositados en el PDB 

(http://www.bioc.rice.edu/~shamoo/prid.html). El estudio muestra 

los aminoácidos que interaccionan preferentemente con RNA a 

través de puentes de hidrógeno (verde), interacciones 

electrostáticas (azul) o fenómenos de apilamiento (rojo). En el 

gráfico de menor tamaño se recogen los valores obtenidos para los 

residuos que presentan interacciones más débiles. Observando el 

diagrama de barras se puede ver perfectamente que la Arg sería el 

candidato perfecto para formar parte de un péptido que 

interactuase con RNA (Morozova et al. 2006). 

 

http://www.bioc.rice.edu/~shamoo/prid.html
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En principio, el intercambio de Arg por Lys en la secuencia de péptidos KIA7 no debería 

afectar demasiado a la estructura de los compuestos, sobre todo si tenemos en cuenta que las cadenas 

laterales de estos aminoácidos básicos se situarían orientadas hacia el exterior de las hélices. 

Además, tal y como demuestran algunos estudios, la Arg por sí misma otorgaría una estabilidad 

superior a la ofrecida por los residuos de Lys, especialmente en lo concerniente a su sensibilidad 

térmica (Menendez-Arias and Argos 1989; Mrabet et al. 1992; Betts and Russell 2003). Según las 

estructuras de proteínas almacenadas en las bases de datos actuales se ha podido también descubrir 

que a menor longitud en la estructura de los péptidos helicoidales mayor es la frecuencia con la que 

Lys y, en mayor medida Arg, aparecen en las secuencias de los mismos (Wang and Feng 2003). La 

capacidad para formar puentes de hidrógeno y su carácter anfipático son dos de las propiedades clave 

que habrían hecho a la Arg predominante sobre otros aminoácidos en estructuras de proteínas 

capaces de formarse en condiciones extremas. Esta mayor frecuencia de aparición en los organismos 

más primitivos explicaría también que dicho residuo esté tan degenerado desde el punto de vista del 

código genético actual, pudiendo ser codificado por hasta seis codones diferentes (White 1992). 

Otros autores tratan de dar explicación a su aparición a partir de la evolución química de la Lys u 

Orn (McDonald and Storrie-Lombardi 2010). En cualquier caso, todas estas hipótesis se centran en 

desentrañar las primeras etapas que dieron origen a su aparición, ya que no parece haber ninguna 

duda sobre la necesidad de contar con la Arg en las secuencias pept²dicas de un posible ñRNA-

peptide Worldò (Kashiwagi et al. 2009; Perez-Cano and Fernandez-Recio 2010). 

 

 

4.1. Caracterización estructural: conformación ñfour helix bundleò 

 

Conocidas las estructuras representativas de la familia de péptidos KIA7, nos propusimos 

elucidar la conformación adoptada por RIA7, un péptido de secuencia análoga con Arg en lugar de 

Lys. Teniendo en cuenta que el intercambio de un aminoácido básico por otro no debería alterar las 

estructuras, era de esperar una conformación tetramérica helicoidal en forma de ovillo, quizás con 

cierta alteración en la ordenación espacial debido al carácter desnaturalizante del grupo guanidino y 

la deslocalización de las cargas en los extremos de las cadenas laterales de las Arg. El estudio 

estructural se llevó a cabo mediante ensayos por espectroscopia de RMN, CD y ensayos de dinámica 

molecular. 
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4.1.1. CD: estructuras helicoidales de estabilidad similar a la de péptidos con Lys 

 

El péptido RIA7 fue analizado inicialmente mediante dicroísmo circular, empleando el 

material y los métodos descritos en la sección 8.3 de este mismo trabajo. En el caso concreto de los 

experimentos de CD de RIA7, la concentración de las muestras fue de 120 - 600 µM (635 µM para 

los experimentos de estabilidad térmica) con NaCl 0,2 - 1 M en 90% H2O/10% D2O, todo ello 

tamponado a pH 5.0 con H/NaAc 10 mM (condiciones idóneas para realizar también las medidas de 

RMN) y fueron escaneadas a razón de 20 nm/min, recogiéndose 4 acumulaciones por espectro, de 

forma que los valores de CD aparecen en nuestros resultados como elipticidad molar ([Ū]). También 

se llevaron a cabo experimentos de desnaturalización térmica, monitorizando la señal a 222 nm a 

diferentes intervalos de temperaturas, desde -2 o -5 ºC hasta 85 ºC en intervalos de 0,5 ºC 

(aumentándose la temperatura unos 40 ºC cada hora). Todas las muestras recuperaron su elipticidad 

inicial al enfriarse hasta la temperatura de partida y el valor de temperatura correspondiente al valor 

intermedio entre la elipticidad máxima y mínima fue tomado como valor medio de desnaturalización 

térmica, excepto para los casos en los que la desestructuración de la molécula era patente. La 

estabilidad térmica del péptido y la constante del equilibrio de desnaturalización (K) se calcularon 

suponiendo un modelo extendido de dos estados para RIA7 en el que desplegamiento y disociación 

se encuentran vinculados. Se considera el siguiente equilibrio de plegamiento/desplegamiento entre 

conformaciones tetraméricas plegadas y unidades monoméricas desnaturalizadas: 

. ᴾτ$            (1) 

+  
Ͻ Ͻ

           (2) 

Donde Ct es la concentración de RIA7 en términos de tetrámeros y FD es la fracción de péptido que 

se encuentra desnaturalizado, cuyos valores se conocieron, en presencia de urea, teniendo en cuenta 

la siguiente ecuación: 

&              (3) 

 

Donde ñyò, ñnò y ñdò son los valores de elipticidad obtenidos, experimentalmente, en estado nativo y 

en estado desnaturalizado respectivamente, a una temperatura dada (Backmann et al. 1998). 
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Después, de acuerdo con las ecuaciones de Vanǋt Hoff y Gibbs, se determinaron la entalpía y 

la entropía mediante la regresión lineal entre ln K y 1/T, donde T es la temperatura absoluta. Las 

curvas resultantes de estos experimentos de CD fueron similares a las obtenidas con las variantes 

más estables de KIA7 analizadas en las anteriores publicaciones. Los espectros de CD, adquiridos a 

25 ºC (Figura 9A), mostraban unos claros valores mínimos a 221 y 208 nm y un máximo a 

longitudes de onda inferiores a 200 nm, lo que indica que RIA7 adopta claramente una estructura de 

hélice Ŭ. Como se ve reflejado en el experimento de desnaturalización térmica (Figura 9B), el 

péptido es bastante estable (Tm å 50 ÁC) y se puede observar que los valores máximo y mínimo 

característicos de la estructura helicoidal apenas varían después de alcanzarse la temperatura de 

fusión, de lo que se deduce que la desnaturalización es reversible. 

 

Figura 9. A) Experimento de CD de muestras de RIA7, antes (azul) y después (rojo) de alcanzar la temperatura de fusión 

en una disolución con NaCl 0,2 M en presencia de H/NaAc 10 mM a pH 5.0 y 25 ºC. B) Ensayo de estabilidad térmica 

para RIA7 en disolución NaCl 0,2 M, en presencia de H/NaAc 10 mM a pH 5.0. 

 

En base a experimentos adicionales de desnaturalización térmica, llevados a cabo con 

distintas concentraciones tanto de RIA7 como de KIA7, variando además la proporción de NaCl 

presente en las muestras, pudimos concluir que la estabilidad térmica de una y otra clase de péptidos 

es equivalente, una vez que se tienen en cuenta las condiciones experimentales en cada caso 

(Apéndice 1). 

 

 

 




















































































































































































































































