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RESUMEN

Introducción: Las histonas H1 modulan la 
estructura y la función de la cromatina. Las 
células somáticas de mamífero contienen los 
subtipos H1°, H1a, H1b, H1c, H1d y H1e; en 
células germinales de testículo y en ovocito, se 
encuentran respectivamente H1t y H1oo. Su 
estructura está conformada por un dominio 
central globular flanqueado por los dominios 
N-Terminal (DNT) y C-Terminal (DCT). 
Objetivo: Caracterizar la estructura secundaria 
de subtipos de la histona H1 mediante dicroísmo 
circular (DC). Materiales y Métodos: La histona 
H1 total se extrajo de núcleos de cerebro de rata 
por cromatografía de intercambio catiónico; la 
H1° se purificó por filtración en gel y las H1a, 
H1b, H1c y H1e por cromatografía líquida de 
alta resolución de fase reversa (RF-HPLC). 
Los espectros de DC se realizaron en tampón 
fosfato 10 mM; tampón fosfato 10 mM, 20% TFE 
(trifluoroetanol); tampón fosfato 10 mM, 40% 
TFE; tampón fosfato 10 mM, 60% TFE; tampón 
fosfato 10 mM, 150 mM NaCl y tampón fosfato 
10 mM, 1 M NaCl. El análisis de los espectros 
se realizó con el programa Standard Analysis. 
Resultados: El porcentaje de hélice-alfa se 
calculó por diferentes métodos matemáticos 
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teniendo en cuenta elipticidad molar a 193 nm y 
a 222 nm; con programa de deconvolución K2D y 
con relaciones cualitativas R1 y R2. El TFE induce 
la estructura en hélice-alfa en cada uno de los 
subtipos, mientras que NaCl no induce ningún 
cambio importante. Conclusión: Los subtipos 
con mayor contenido de hélice-alfa son H1a y 
H1c. Las diferencias observadas en el porcentaje 
de hélice-alfa entre los diferentes subtipos puede 
ser importante para su diferenciación funcional.

Palabras clave: dicroísmo circular, histonas H1, 
estructura secundaria, hélice- alfa, estructura-beta, 
ADN, trifluoroetanol.
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ABSTRACT

H1 histones modulate the structure and 
function of chromatin. Mammalian somatic 
cells contain H1°, H1a, H1b, H1c, H1d and 
H1e subtypes; H1t and H1oo are found in 
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INTRODUCCIÓN

En las células eucariotas la cromatina está 
formada por un complejo de ADN y proteínas 
que compactan eficazmente grandes cantidades 
de ADN dentro del pequeño volumen nuclear. 
Las histonas modulan la estructura y la función 
de la cromatina, las cuales, a su vez, afectan la 
utilización del ADN genómico. La estructura de 
la cromatina está sujeta a procesos de dinámica 
estructural que hacen posibles la replicación, 
la transcripción y la regulación de la expresión 
génica (1, 2).

Las histonas H1 son proteínas básicas que 
interaccionan con el ADN internucleosomal 
(3-5). Se han descrito numerosos subtipos de 
la histona H1 en vertebrados, invertebrados y 
plantas, pero los mejor caracterizados son los 
siete subtipos de los mamíferos, cinco somáticos, 
H1a, b, c, d, e, H1°, y dos específicos de células 
germinales, H1t y H1oo (6), la H5 de eritrocito 
de ave (7) y la B4 de Xenopus (8).

Los diferentes subtipos de histonas sufren 
modificaciones postraduccionales como: 

fosforilación, acetilación, metilación, poli-ADP-
ribosilación y ubiquitinización. Recientemente, 
se han identificado nuevas modificaciones 
postraduccionales en histonas H1 de eritrocitos 
de pollo: cuatro acetilaciones, tres formilaciones 
y dos fosforilaciones (9). Las histonas H1 difieren 
en estabilidad evolutiva (10) y en las tasas 
relativas de síntesis y degradación, en células en 
división y en células quiescentes, propiedades 
que permiten cambios en sus proporciones 
relativas durante el desarrollo y la maduración 
de los tejidos. Las histonas H1 presentan 
diferencias de afinidad relativa por el ADN y 
por la cromatina; la H1a es el subtipo con más 
baja afinidad, las H1b y H1c tienen afinidades 
intermedias y las H1d, H1e y H1° tienen las 
afinidades más altas (11).

La estructura de las histonas H1 está conformada 
por un dominio central globular flanqueado 
por los extremos amino-terminal (N-terminal) 
y carboxilo-terminal (C-terminal); su dominio 
globular interacciona con el ADN de enlace a 
la entrada y salida del nucleosoma (12) y está 
constituido por un haz de 3 hélices-alfa y una 
lámina-beta antiparalela (beta-hairpain) en el 

testicular germ cells and oocyte, respectively. 
Its structure consists of a globular core domain 
flanked by N-terminal (DNT) and C-terminal 
(DCT) domains. Objective: To characterize the 
secondary structure of histone H1 subtypes 
through circular dichroism (CD). Materials and 
Methods: Total histone H1 was extracted for rat 
brain nuclei by cation exchange chromatography; 
histone H1° was purified by gel filtration and the 
histones H1a, H1b, H1c and H1e were purified 
by reversed phase high performance liquid 
chromatography (RP-HPLC). CD spectra were 
performed in 10 mM phosphate buffer; 10 mM, 
20% TFE phosphate buffer (trifluoroethanol); 10 
mM, 40% TFE; phosphate buffer 10 mM, 60% 
TFE; phosphate buffer 10 mM, 150 mM NaCl and 
phosphate buffer 10 mm, 1 M NaCl. The analysis 
of the spectra was performed with JASCO 

Standard Analysis. Results: The percentage 
of alpha-helix was calculated using different 
mathematical methods, taking into account the 
molar ellipticity at 193 nm, and 222 nm, with 
K2D deconvolution program and the R1 and 
R2 qualitative relationships. The results indicate 
that TFE induced the alpha-helix structure in 
each of the subtypes, whereas NaCl did not 
induce any significant change. Conclusion: 
H1a and H1c are subtypes with highest content 
of alpha-helix. The observed differences in the 
percentage of alpha-helix between different 
subtypes may be important for their functional 
differentiation.

Key words: circular dichroism, histone H1, 
secondary structure, alpha- helix, beta- structure, 
DNA, trifluoroethanol.
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extremo carboxílico. El dominio N-terminal 
(DNT) presenta dos regiones claramente 
diferenciadas: la región más cercana al N-terminal 
tiene carácter apolar, por la presencia de residuos 
de alanina y prolina y la otra región, adyacente 
al dominio globular, es similar al dominio 
C-terminal en composición aminoacídica, 
contiene residuos básicos, especialmente lisina. 
Por su parte, el dominio C-terminal (DCT), rico 
en lisina, serina, prolina y alanina, interacciona 
con el ADN entre los nucleosomas, neutraliza su 
carga y facilita la compactación de la cromatina 
(13). El primer nivel de compactación de la 
cromatina, el nucleosomal, puede deberse, en 
parte, a interacciones electrostáticas entre las 
cargas positivas de la histona H1 y los fosfatos 
del ADN internucleosomal (14). Es probable que 
los dominios terminales de la H1 se plieguen en 
hélice-alfa y lámina-beta al interaccionar con el 
ADN (15). 

Por otra parte, los extremos N-terminal y 
C-terminal son altamente básicos. En disolución, 
estos dominios están desestructurados, 
probablemente como consecuencia de la 

distribución regular de residuos de prolina y 
por las repulsiones entre las cargas positivas de 
las cadenas laterales de los numerosos residuos 
de lisina y arginina, estos residuos constituyen 
casi el 30% del total (16).

La variación en secuencia y estructura de los 
subtipos de la histona H1 ha sido ampliamente 
reconocida como un importante factor en la 
determinación de la estabilidad local de la 
cromatina. La variación en las secuencias de 
aminoácidos entre los subtipos de una misma 
especie radica en la extensión de los dominios 
policatiónicos (N-terminal y C-terminal), 
mientras que el dominio globular es conservado 
en su secuencia de aminoácidos. Dentro de 
un mismo organismo, el peso molecular de 
dos subtipos de la histona H1 puede diferir 
en aproximadamente 1 kDa (Tabla 1) (17, 18); 
esta diferencia se debe al dominio C-terminal 
de la molécula. La distinta composición y 
conformación de los dominios de los subtipos 
pueden jugar múltiples papeles funcionales en 
la estructura de la cromatina y en el proceso de 
regulación génica.

Tabla 1. Características de subtipos de la H1. PM: pesos moleculares; Nºaa total: número de aminoácidos 
totales; Nºaa N-ter: número de aminoácidos del dominio N-terminal; Nºaa Globular: número de 

aminoácidos del dominio globular; Nºaa C-ter: número de aminoácidos del dominio C-terminal; y punto 
isoeléctrico (17, 18).

Histona PM Nºaa total Nºaa N-ter Nºaa 
Globular

Nºaa C-ter Punto
isoeléctrico

H1º ratón 20716,30 193 20 76 97 10,98
H1º rata 20755,40 193 20 76 97 10,91
H1º humano 20733,50 193 20 76 97 10,85
H1a ratón 21655,70 212 34 76 102 10,93
H1a humano 21713,00 214 35 76 103 11,00
H1b ratón 22477,30 222 32 76 114 10,91
H1b humano 22181,30 222 35 76 111 10,90
H1c ratón 21137,70 211 32 76 103 11,00
H1c humano 21235,70 212 32 76 104 10,94
H1d ratón 21970,90 220 33 76 111 11,03
H1d humano 22221,10 220 33 76 111 11,03
H1e ratón 21848,70 218 32 76 110 11,11
H1e rata 21858,80 218 32 76 110 11,11
H1e humano 21736,70 218 32 76 110 11,03
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En presencia de inductores de hélice-alfa_ el 
DCT adopta una estructura en cortos segmentos 
de hélice, interrumpidos por los residuos de 
prolina (19, 20), que podrían interaccionar con 
uno de los surcos del ADN (21). Se ha propuesto 
que los motivos (S/T)P(K/R)(K/R), presentes 
en el DCT, adoptan una estructura de giro 
_eta (b ) (22). A su vez, estudios con péptidos, 
correspondientes a los extremos N-terminal y 
C-terminal de las histonas H1º y H1e, mediante 
dicroísmo circular (DC) y resonancia magnética 
nuclear en dos dimensiones demostraron que los 
péptidos se estructuran en hélice-alfa y codos 
b,s  o  s,b  (23). Igualmente, se determinó que los 
elementos de estructura secundaria, presentes 
en el DCT unido a ADN, incluyen hélice-alfa, 
estructura-beta, giros y bucles abiertos (15).

En presencia de agentes aglomerantes, el DCT de 
las histonas H1t y H1° se estructura en hélice-alfa, 
banda-beta y bucles abiertos; además, el DCT 
no unido se encuentra en un estado de glóbulo 
fundido, como en la estructura secundaria 
nativa, pero carece de la estructura del dominio 
cooperativamente unida al ADN (24).

El efecto de la fosforilación sobre la estructura 
secundaria del complejo DCT-ADN es específico 
de sitio y depende del número de grupos 
fosfato. La fosforilación completa aumenta la 
proporción de estructura-beta y disminuye la de 
hélice-alfa, mientras que la fosforilación parcial 
aumenta la cantidad de estructura indefinida 
y causa disminución de la hélice-alfa, sin un 
aumento significativo de la estructura-beta. 
El grado de fosforilación también tiene efecto 
sobre la afinidad del DCT unido al ADN; la 
fosforilación parcial reduce drásticamente la 
agregación de fragmentos de ADN por el DCT, 
pero la fosforilación completa restaura, en gran 
medida, la capacidad de agregación del DCT no 
fosforilado (25).

La unión del dominio C-terminal al ADN 
es básicamente electrostática; esto implica 
compensación de la carga recíproca de los fosfatos 
del ADN y los grupos amino de la lisina. La 

eliminación de la carga de la lisina a pH alcalino 
induce el plegamiento del DCT con proporciones 
de motivos de estructura secundaria similares 
a los observados en complejos con ADN; 
estas observaciones condujeron a sugerir que 
el aumento de hidrofobicidad de las cadenas 
laterales anfipáticas de la lisina, que genera la 
neutralización de la carga en la interacción con 
el ADN, es el responsable del plegamiento del 
dominio C-terminal (26).

Se ha determinado el efecto de varios detergentes 
sobre la estructura secundaria del DCT, utilizando 
espectroscopia de infrarrojo (27). Los detergentes 
neutros, Brij 35 y Triton X-100, y el detergente 
iónico, SDS, inducen el plegamiento del DCT 
no fosforilado, con proporciones de estructura 
secundaria similares a los encontrados en 
complejos ADN-DCT. La fosforilación del DCT 
se comporta como un interruptor estructural; 
en la presencia de detergentes, aumenta la 
cantidad de estructura- beta y disminuye la 
hélice-alfa. El mayor efecto se observa en el DCT 
completamente fosforilado, en presencia de SDS, 
cuando se convierte en una proteína todo beta 
y se forman fibras amiloideas. En condiciones 
similares, cuando la H1° está completamente 
fosforilada forma fibras amiloideas (27).

Por otra parte, el DC es una técnica estándar 
para medir la actividad óptica de moléculas 
asimétricas en disolución, como las proteínas 
y los ácidos nucleicos, mediante la absorción 
desigual de la luz polarizada circularmente 
a la derecha y a la izquierda por moléculas 
activas ópticamente. El espectro de DC se 
puede observar en dos regiones espectrales: en 
el ultravioleta (UV) lejano, o región amida (170 
nm - 250 nm), debido a los enlaces peptídicos, 
y en el UV cercano (250 nm - 330 nm), debido 
a los aminoácidos aromáticos. La región amida 
da información sobre la organización estructural 
de una proteína y es usada para caracterizar 
la estructura secundaria y sus cambios; por 
ejemplo, la estructura en hélice-alfa muestra un 
fuerte y característico espectro en la región del 
UV lejano. 
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Espectros de referencia observados en varias 
proteínas, con conformación en hélice-alfa, 
muestran dos picos negativos: uno con un valor 
de elipticidad molar de -35700 a 222 nanómetros 
de longitud de onda ([θ]222 - 35700) y otro con un 
valor de elipticidad molar de -32600 a 208 nm 
([θ]208 - 32600); además, aparece un pico positivo 
de +76900 a una longitud de onda de 191 nm 
([θ]191 + 76900). El espectro característico de 
la banda beta muestra una banda negativa de 
-18400 de elipticidad molar ([θ]217 - 18400) y una 
banda positiva con valor de elipticidad molar 
de + 31900 ([θ]195 + 31900). La conformación 
desestructurada (random coil) presenta un 
pequeño pico a 217 nm de 4600 y uno mayor a 
197 nm (-41900) (28).

Las conformaciones básicas de las proteínas son 
fácilmente distinguibles por su espectro de DC. 
Las histonas disueltas en agua, o en disolución 
a muy baja fuerza iónica, se encuentran 
desestructuradas. Las histonas H1 tienen un 
espectro de DC característico de hélice-alfa 
en presencia de sal o de inductores como TFE 
(trifluoroetanol) o NaClO4 (perclorato de sodio). 
Por tanto, a partir de los espectros de DC en la 
región amida, se pueden utilizar varios modelos 
matemáticos para determinar la estructura 
secundaria de las proteínas (29-32). 

Como se ha descrito en párrafos anteriores, la 
mayoría de estudios sobre la estructura de las 
histonas H1 incluye determinación de estructura 
secundaria de péptidos correspondientes a 
los dominios terminales y determinación de 
estructura de los dominios amino y carboxi-
terminales de algunos subtipos como H1°, H1e 
y H1t y su interacción con moléculas como 
ADN, agentes aglomerantes y trifluoroetanol, 
a través de diversas técnicas, pero, poco hay 
reportado sobre la determinación de la estructura 
secundaria de las histonas H1 completas; 
por ejemplo, se ha determinado la estructura 
secundaria en histonas H1 parcialmente 
purificadas como en la mezcla de H1bcde, en 
H1a, y H1t (33); en este contexto, por lo tanto, 
este trabajo de investigación tuvo como objetivo 

caracterizar la estructura secundaria de subtipos 
de la histona H1 (H1°, H1a, H1b, H1c, H1e) 
mediante DC.

MATERIALES Y MÉTODOS

Purificación de núcleos

Los núcleos se purificaron a partir de cerebro 
de ratas, de la cepa OFA Sprague Dawley, de dos 
grupos de edad, de 15 días, para la posterior 
purificación de H1a y H1b, y de 30 días o 
más, para purificar H1° (34, 35). El tejido se 
homogeneizó con sacarosa 1 M en cacodilato 
sódico 4 mM, KCl 100 mM, espermina 0,60 mM, 
espermidina 200 mM, EDTA 4 mM, tiodiglicol 
4%, PMSF 0,1 mM, 0,1 mg de aprotinina, 0,1 
mg de leupeptina y 0,1 mg de pepstatina. Los 
núcleos se precipitaron por centrifugación 
del homogeneizado sobre una disolución de 
sacarosa 2M, a 28.000 rpm, en un rotor Beckman 
SW 28. El precipitado nuclear se resuspendió en 
cacodilato sódico, KCl, espermina, espermidina, 
CaCl2 y tiodiglicol y se comprobó el estado de 
los núcleos al microscopio óptico.

Extracción de la histona H1 total

Para purificar la H1 total de cerebro de rata se 
modificó el método de extracción salina (36). 
Teniendo en cuenta la concentración de ADN 
en la disolución de núcleos, se realizó digestión 
con 5 ml de nucleasa micrococal (0,5 unidades/ 
ml) durante 10 min a 37ºC. Los núcleos se 
recuperaron en el precipitado después de 
centrifugar durante 10 min a 12.000 rpm; se 
resuspendieron en 2 ml de EDTA 1 mM, Tris 10 
mM, inhibidores a pH 7,4 y se dializaron toda la 
noche a 4ºC frente a EDTA 1 mM, Tris 10 mM a 
pH 7,4. Después de este proceso de lisis nuclear, 
la cromatina quedó libre en la disolución.

La cromatina solubilizada se ajustó a una 
concentración 0,35 M de NaCl con gotas de NaCl 
4 M a pH 8,8. Después, se añadió Carboximetil-
Sephadex C-25 hidratado (CM-S) (24 mg/ml) 
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y se agitó en hielo durante 2 horas; en este 
período, las histonas H1 cargadas positivamente 
fueron selectivamente extraídas de la cromatina 
y unidas a la resina de CM-S –operación por 
tandas– (36, 37).

Después del proceso de intercambio catiónico, la 
suspensión se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 
min para recuperar, en el precipitado, las histonas 
unidas a la resina de CM-S y, para eliminar, en 
el sobrenadante, los restos de cromatina, ADN 
e histonas no unidas. La suspensión de CM-S, 
con histonas unidas, se lavó cuatro veces más 
con NaCl 0,35 M, Tris 10 mM, PMSF 0,1 mM a 
pH 8,8 para retirar todos los restos.

Posteriormente, el CM-S, con histonas unidas 
y equilibrado con NaCl 0,35 M, Tris 10 mM, 
PMSF 0,1 mM a pH 8,8, se cargó en una columna 
que contenía 3 ml de Sephadex G-25, también, 

previamente equilibrada con NaCl 0,35 M, Tris 
10 mM y pH 8,8.

Las histonas H1, unidas a la resina de CM-
Sephadex, se eluyeron con 60 ml de un gradiente 
lineal de NaCl 0,35 M a 1,2 M, Tris 10 mM/
pH 8,8. El perfil de elución se registró a 226 
nm con un detector Unicord SII de Pharmacia-
Biotech y se recogieron fracciones de 1 ml. La 
composición de las fracciones se comprobó en 
geles de poliacrilamida con SDS (38, 39); el gel 
de resolución se preparó con poliacrilamida al 15 
%, porque se obtiene mejor resolución de la H1 
de rata (38); el gel de concentración se preparó 
al 5%. Las fracciones correspondientes al pico en 
el cromatograma (Figura 1) se dializaron frente a 
ácido acético al 1%, se liofilizaron y se utilizaron 
como material de partida para separar cada uno 
de los subtipos: H1°, H1a, H1b, H1c y H1e.

a)      b)
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Figura 1. Extracción de la histona H1 total. a) Perfil de elución de la separación de la H1 total por 
intercambio catiónico con CM-Sephadex a partir de cerebro de rata. La elución se realizó con un 
gradiente lineal de 0,35 M a 1,2 M NaCl, Tris 10 mM, pH 8,8, se recogieron fracciones de 1 ml, 
se obtuvo un solo pico correspondiente a la mezcla de histonas H1a, b, c, d, e y H1° extraídas 
de la cromatina. b) Análisis en gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE). 
Carril 1: marcador de peso molecular de bajo rango de BIO-RAD. Carril 2: patrón de mezcla de 
las histonas H1. Carriles 8-16: mezcla de histonas del único pico del cromatograma, la banda 
con menor movilidad electroforética corresponde a la mezcla de H1a, b, d, e, la segunda banda 
corresponde a la H1c y la tercera a la H1°. Las histonas H1 tienen una movilidad electroforética 
aparente de 30 kDa (ver Tabla 1).
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Separación de la histona H1º

La separación de la H1° se realizó a partir de H1 
total purificada de cerebro de rata de 30 días o 
más; a esta edad, esta proteína se encuentra en 
mayor proporción (40). Se separó por filtración 
en gel (41) con Biogel P100 en una columna 
de 160 cm de longitud y un diámetro de 2 
cm. Entre 1,25 y 3 mg de H1 total liofilizada, 
obtenidos por intercambio catiónico con CM-
S, se resuspendieron en 2 ml de urea 4 M, Tris 
10 mM, se cargaron en la superficie del gel y 
se realizó elución con 10 mM HCl, 0,02 azida 
sódica (NaN3), a temperatura ambiente, a 
una velocidad de 10 ml/hora y se recogieron 
fracciones de 3,5 ml. El perfil de elución 
se registró con un detector Unicord SII de 
Pharmacia-Biotech. Las fracciones de los picos se 
analizaron por electroforesis de poliacrilamida 
con SDS (38, 39).

Purificación de las histonas H1a, H1b, H1c, H1e

A partir de la histona H1 total, extraída por 
intercambio catiónico, las histonas H1a, b, c y 
e se separaron por Cromatografía Líquida de 
Alta Resolución de Fase Reversa (RP-HPLC) 
(42). La cromatografía se realizó en un sistema 
modular Waters, que consiste en dos bombas 
(modelo 150), un inyector de líquido (UGK) 
y un detector de absorbancia modelo 490E. El 
sistema fue controlado por el programa Máxima 
820 (Dynamic Solution, Division of Millipore Corp.). 
Se usó una columna Vydac C18 de 28 cm de 
longitud. Se preparó como disolución A, ácido 
trifluoracético al 0,1%, y como disolución B, ácido 
trifluoracético al 0,1% y acetonitrilo (CH3CN) al 
95%. La histona H1 total liofilizada (obtenida 
por intercambio catiónico) se resuspendió en 1 
ml de disolución A y se centrifugó a 13.000 rpm 
durante 5 min, para eliminar cualquier material 
particulado antes de inyectar la muestra en el 
sistema de HPLC; posteriormente, se realizó la 
inyección manual de la muestra. La elución se 
realizó durante 140 min a un flujo de 0,7 ml/min 
con el siguiente gradiente: de 0 a 10 min 100% de 
A, de 10 a 15 min 80% de A y 20% de B, de 15 a 

115 min 60% de A y 40% de B, de 115 a 120 min 
10% de A y 90% de B, y finalmente de 120 a 140 
min 100% de A. El perfil de elución se registró a 
214 y a 280 nm de longitud de onda.

Las fracciones se analizaron por PAGE-SDS y 
PAGE-AU, geles de poliacrilamida con urea-
acético de alta resolución (38, 40, 43). El gel de 
resolución con 15% de acrilamida, urea 2,5 M, 
ácido acético 0,9 M, persulfato de amonio al 0,5% 
y 400 ml  TEMED (tetra-metil-etilen-diamina). 
se dejó polimerizar toda la noche15. El gel de 
concentración se preparó con acrilamida al 7%, 
urea 2,5 M, ácido acético 0,9 M, persulfato de 
amonio al 0,5% y TEMED. 

Se realizó pre-electroforesis, a 200 voltios (v) 
durante 12 horas a 4ºC, para remover radicales 
libres del gel (38); se usó ácido acético 0,9 M 
como tampón de recorrido. Después de la pre-
electroforesis, el tampón se cambió por ácido 
acético 0,9 M fresco y se cargaron las muestras. 
Previamente, un volumen de 50 ml de cada 
muestra fue evaporado y disuelto en 10 ml de 
tampón de muestras (urea 8 M, tiodiglicol 5%, 
ditiotreitol 0,1 mM, pironina 0,01% y ácido 
acético 0,9M) (38). La electroforesis se corrió a 
320 v durante 29 horas. El gel se sumergió en 
una disolución de metanol/agua/acético (5:5:1) 
durante 30 min, con el fin de fijar las proteínas, 
y luego se tiñó durante toda la noche con negro 
amido. El gel se destiñó con una disolución de 
metanol/agua/acético (45:45:10).

Desnaturalización-renaturalización de las 
proteínas

Antes de medir los espectros de DC, todos los 
subtipos de la H1 se sometieron a un proceso 
de desnaturalización-renaturalización. La 
desnaturalización se realizó con urea 6 M y la 
renaturalización se realizó por diálisis frente a 
concentraciones decrecientes de urea 6 M, 3 M, 
1,5 M, 0,75 M, 0,3 M en NaCl 0,2 M y tampón 

5 Una característica del ácido acético es que inhibe el 
proceso de polimerización, razón por la cual es necesario 
utilizar mayor cantidad de TEMED que en PAGE-SDS.
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fosfato 10 mM a pH 7; finalmente, las proteínas 
se dializaron frente a NaCl 0,14 M y tampón 
fosfato 10 mM a pH 7.

Dicroísmo circular

Los espectros de DC se registraron con un 
espectropolarímetro JASCO J-715. El análisis de 
los espectros se realizó con el programa “Análisis 
Estándar” de JASCO, que permite realizar los 
espectros de diferencia, el cambio de unidades 
a elipticidad molar _q__ (deg.cm2/dmol de 
residuo) y la reducción de ruido de fondo, si es 
necesario. Los espectros se realizaron con una 
cubeta de cuarzo rectangular de 0,1 cm de paso 
de luz a 20ºC; los parámetros seleccionados 
fueron: rango 260-190 nm, amplitud de la banda 
2,0 nm, resolución 0,5 nm, acumulación 4, 
sensibilidad 50 mdeg, respuesta 2 s y velocidad 
50 nm/min. Para cada uno de los subtipos H1°, 
H1a, b, c y e, se realizó una serie de espectros 
en: tampón fosfato 10 mM; tampón fosfato 10 
mM, 20% TFE; tampón fosfato 10 mM, 40% TFE; 
tampón fosfato 10 mM, 60% TFE; tampón fosfato 
10 mM, 150 mM NaCl y tampón fosfato 10 mM, 
1M NaCl. Las concentraciones de las proteínas 
se midieron espectrofotométricamente usando 
e210

1% = 205 (44, 45).

Los porcentajes de hélice-alfa se calcularon por 
diferentes modelos matemáticos, a partir de los 
espectros de DC. El primer modelo se basa en 
la ecuación empírica que expresa que: % hélice 
a   = 100 [q] 222 / (-39500 (1- 2,57 / n))], donde n 
es el número de enlaces peptídicos y [q] 222] es 
la elipticidad molar de las proteínas a 222 nm 
de longitud de onda (29). El segundo modelo, 
utiliza la elipticidad molar a 193 nm, usando la 
ecuación: % hélice- a = 14,769 + 0,0010261 [q] 
193], en la cual [q] 93] es la elipticidad molar de 
la proteína a 193 nm de longitud de onda (30). 
La ecuación fue obtenida por correlación de 
los cambios de elipticidad molar a 193 nm con 
el contenido de hélice obtenido del método de 
Chen et al. (29); con esta ecuación, es posible 
obtener el contenido de hélice-alfa corregido 
por la contribución de aminoácidos aromáticos 
en proteínas o péptidos con fenilalanina.

Puesto que la elipticidad molar a 222 nm y a 193 
nm depende de la exactitud en la determinación 
de la concentración de las proteínas, con el 
propósito de eliminar posibles errores en su 
determinación, se usaron dos parámetros 
independientes de la concentración: R1 y R2, que 
son relaciones de intensidades en los espectros 
de DC (31). R1 es definido como la relación entre 
[q]  máxima en el rango de longitud de onda de 
190 nm a 195 nm y la q mínima en el rango 195 
nm a 210 nm, y R2 se define como la proporción 
entre [q]  222 nm y q mínima. 

Por último, se usó el programa de deconvolución 
K2D, que proporciona una estimación de los 
porcentajes de estructura secundaria de las 
proteínas, a partir de los espectros de DC, 
teniendo en cuenta el intervalo entre 200 nm 
a 240 nm (32), que tampoco depende de la 
concentración.

RESULTADOS

Purificación de los subtipos de la H1

La histona H1 se extrajo por cromatografía 
de intercambio catiónico como se describe en 
Materiales y Métodos. En el perfil de elución, 
se obtuvo un único pico (Figura 1a) porque el 
proceso de intercambio catiónico, en este caso, 
es un proceso preparativo de la mezcla de 
histonas H1 (H1°, H1a, b, c, d, e), en el cual estas 
proteínas se separan de la cromatina y se unen 
al CM-Sephadex a una concentración 0,35 M de 
NaCl. El único pico eluyó a partir de 0,6 M y el 
máximo se registró a 0,7 M.

Cuando la histona H1 total se separa en geles de 
poliacrilamida con SDS da origen a un patrón de 
tres bandas electroforéticas. La banda con menor 
movilidad corresponde a la mezcla de histonas 
H1a, b, d, e; por debajo de esta, corre la H1c y la 
tercera banda con mayor movilidad corresponde 
a la H1°, carril 2 (Figura 1b) (38, 43).

En el análisis electroforético de la H1 total, 
extraída por intercambio catiónico (carriles 
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8-16, Figura 1b), las bandas más intensas 
corresponden al máximo del pico observado 
(carriles 9, 10, Figura 1b). En todos los carriles, 
se observa la banda con menor movilidad 
electroforética formada por H1b, d, e; en el 
carril 8, por debajo de la anterior, corre con 
una movilidad ligeramente superior, la H1a; la 
siguiente banda corresponde a la H1c que se ve 
más intensa en los carriles 9-13, y por último 
aparece la H1º a partir del carril 12.

La H1a eluyó a una concentración 0,6 M, 
mientras que la H1° eluyó al final del pico, a una 
concentración 0,8M, (a partir del carril 12). La 
elución más rápida de la H1a indica una menor 
afinidad de este subtipo por el CM-Sephadex; 
esto significa que existe un mecanismo de 

separación electrostático, con la mayor carga 
positiva en los subtipos que eluyeron al final.

La histona H1° se separó por filtración en gel. 
En el cromatograma (Figura 2a) se observaron 
dos picos, el primero corresponde a la mezcla de 
histonas H1a, b, c, d y e, que empezó a eluir a 
los 166 ml y se recogió en un volumen de 17 ml 
(fracciones 50-54) y el segundo corresponde a la 
H1°, que empezó a eluir a los 190 ml y se recogió 
en un volumen de 14 ml (fracciones 57-60). En el 
análisis electroforético (Figura 2b), en los carriles 
4, 5, 6, 7 y 8, se observa la mezcla de histonas 
del primer pico que se separa en las dos bandas 
electroforéticas típicas, y en los carriles 11, 12, 
13 y 14, se observa la H1° que tiene la mayor 
movilidad en geles de poliacrilamida con SDS.

       a)                                    b)
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Figura 2. a) Perfil de elución de la purificación de la H1º por filtración en gel. La elución se 
realizó con HCl 10 mM, azida sódica 0,02%. El primer pico del cromatograma corresponde a la 
mezcla de histonas H1a, b, c, d, e y el segundo pico corresponde a la H1º separada de los demás 
subtipos. b) Análisis en gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE). Carril 
1: marcador de peso molecular de bajo rango de BIO-RAD. Carril 2: patrón de la mezcla de 
histonas H1a, b, c, d, e y H1°. Carriles 4, 5, 6, 7, 8: fracciones 50-54 (primer pico), en la primera 
banda aparece la mezcla de H1a, b, d, e y en la segunda banda H1c. Carriles 11, 12, 13, 14: 
fracciones 57 a 62, en estas fracciones se recogió la H1° (segundo pico).
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La separación de las histonas H1a, b, c y e, 
por RP-HPLC, se realizó a partir de H1 total 
purificada de cerebro de rata de 15 días, 
cuando la H1a y la H1b se encuentran en mayor 
proporción (40). Con el gradiente utilizado, como 
se describe en Materiales y Métodos, las histonas 
se separaron en 5 picos (cromatograma, Figura 
3a). El análisis de las fracciones correspondientes 
a cada uno de los picos se realizó en geles de 
poliacrilamida de urea-acético de alta resolución 

(Figura 3b); se usó como marcador de peso 
molecular una mezcla de histonas (carriles 1, 15, 
16 y 27); en el carril 27 del gel, se observa que 
el subtipo con menor movilidad es H1a, luego 
aparecen H1b y H1d; luego se observa la banda 
con la mezcla H1c-H1e, que tiene la misma 
movilidad, y por último, H1º, que se separa en 
sus dos componentes H1ºa y H1ºb. Estas bandas 
electroforéticas corresponden con las descritas 
por otros investigadores (38, 40, 43).

a)

b)

c)

0

b a e c

1          2         3          4         5         6        7

Figura 3. a) Perfil de elución de la separación de las histonas H1a, b, c, d, e por cromatografía líquida 
de alto rendimiento (HPLC). b) Análisis en gel de poliacrilamida con urea-acético (AU-PAGE) de 
las histonas. El gel se corrió durante 29 horas a 4°C y a 320 voltios. Carriles 1, 15, 16 y 27: patrón 
de la mezcla de las histonas H1a, b, c, d, e y H1°. Carril 7: mezcla de H1 b y H1° (pico 1) en el 
cromatograma. Carril 8: H1b (pico 2). Carriles 10 y 11: H1a (pico 3). Carriles 12, 13 y 14: H1e (pico 4). 
Carriles 17, 18, 19: mezcla H1d y H1c (pico 5). Carril 20: H1c recogido manualmente de la parte final 
del pico 5. c) Análisis en poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio (PAGE-SDS) para comprobar 
la identificación y la pureza de los subtipos separados por HPLC. Carril 1: mezcla H1b y H1° (pico 
1). Carril 2: H1b. Carril 3: H1a. Carriles 4 y 5: H1e. Carril 6: mezcla H1d y H1c. Carril 7: H1c.
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El análisis en gel de urea-acético muestra que 
el primer pico del cromatograma corresponde 
a una mezcla de H1b y H1°, el segundo pico 
corresponde a H1b, el tercer pico a H1a y el 
cuarto a H1e; estos cuatro picos eluyeron de la 
columna, respectivamente, a los 90, 104 y 107 
min. En el quinto pico, que eluyó a los 110 min, 
se solaparon en gran porcentaje H1c y H1d. La 
histona H1c se recogió manualmente al final del 
quinto pico. 

Como en el gel de urea-acético la H1e y la H1c 
tienen la misma movilidad electroforética (38, 
40, 43), las fracciones correspondientes a los 5 
picos de la RP-HPLC se separaron en gel de 
poliacrilamida con SDS para comprobar su 
identidad (Figura 3c). En este gel, la H1e está 

ubicada en la primera banda, de acuerdo con su 
movilidad electroforética característica en SDS-
PAGE (carril 4), y la H1c en la segunda banda 
(carril 7). También, se observa que las proteínas 
no están mezcladas con otros subtipos y su 
movilidad electroforética es la característica en 
cada uno de los subtipos (38, 43).

Predicción de estructura secundaria a partir de 
los espectros de dicroísmo circular

En los espectros de DC de las histonas realizados 
con 150 mM de NaCl y con 1 M de NaCl en 
tampón fosfato 10 mM, no se aprecian cambios 
importantes, si se comparan con los espectros 
a baja fuerza iónica con 10 mM TP (Figura 4). 

Figura 4. Espectros de dicroísmo circular (DC) de las histonas H1. Efecto del NaCl. a) H1°. 
b) H1b. c) H1c. d) H1a. e) H1e. Se observa el espectro de DC a baja fuerza iónica en tampón 
fosfato10 mM ___, con 150 mM NaCl ___ y con 1 M NaCl ___.
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En los espectros de las histonas H1°, H1a, H1b, 
H1c y H1e con TFE (Figura 5), se observa que, 
al añadir TFE, va disminuyendo el valor de la 
elipticidad molar a 222 nm y van aumentando 
los valores con longitudes de onda menores 
a 200 nm; es decir, el perfil de elipticidad va 
adquiriendo la forma típica de hélice-alfa. En 

las histonas H1°, H1a, H1c y H1e el cambio más 
importante se produjo al pasar de un 20% a un 
40% de TFE. En el caso de la H1b, en contraste 
con los demás subtipos, el aumento de hélice-
alfa se produjo de manera gradual al añadir 
cantidades crecientes de TFE.

Figura 5. Espectros de dicroísmo circular (DC). Efecto del TFE sobre la inducción de estructura 
secundaria en subtipos de la H1. a) H1°. b) H1b. c) H1c. d) H1a. e) H1e. Se observa el espectro 
de DC a baja fuerza iónica en tampón fosfato 10 mM ___, DC con 20% TFE ___, 40% TFE ___, 
y 60% TFE ___.

DISCUSIÓN

Purificación de los subtipos

Para extraer la histona H1, la edad se tuvo 
en cuenta porque los subtipos H1a y H1b se 
encuentran en mayor proporción en el cerebro 
de ratas jóvenes y la H1° se acumula en neuronas 
en proceso de diferenciación, es decir, a partir 
de 10 días de edad. Los subtipos H1c, d y e son 
los más abundantes a cualquier edad, aunque 

también se encuentran en diferente proporción 
según el grado de desarrollo del tejido (35, 40).

Teniendo en cuenta que la histona H1 es una 
proteína policatiónica, se realizó una extracción 
preparativa usando como intercambiador 
catiónico carboxi-metil-Sephadex C-25, en la 
cual, en un primer paso, las histonas H1 se 
unieron a una suspensión de CM-S, operación 
por tandas (36, 37) y, en un segundo paso, la 
suspensión de resina-histonas unidas se cargó en 
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una columna de 28 cm sobre 3 ml de Sephadex 
G-25; el paso por Sephadex G-25 evitó que las 
histonas separadas del CM-S en el proceso 
de elución con el gradiente lineal de NaCl se 
volvieran a unir a esta resina. Esta modificación 
se realizó al método de extracción salina (36), 
porque, en los primeros ensayos, las histonas 
quedaban retenidas en la resina de CM-S y 
no se recuperaban en el tampón de elución; 
además, si se aplicaba un gradiente con mayor 
concentración de NaCl se unían las histonas 
internas (H2A, H2B, H3 y H4). Las histonas H1 
se separan a una fuerza iónica de 0,35 M porque 
se encuentran unidas a la entrada y a la salida 
de los nucleosomas; por el contrario, las histonas 
internas forman el centro del nucleosoma y es 
necesario aplicar mayor fuerza iónica para su 
separación de la cromatina (3-5).

En el análisis electroforético de la purificación 
de la H1, se tuvo en cuenta que aunque la 
electroforesis en geles que contienen SDS separa 
proteínas de acuerdo con su peso molecular, las 
histonas realizan contribuciones sustanciales a 
la carga de sus complejos con SDS y tienen un 
comportamiento anómalo; estas histonas con 
peso molecular entre 20 y 22 kDa (Tabla 1) (17, 
18) migran como un grupo de proteínas de peso 
molecular aparente entre 30 y 35 kDa (38), como 
se observa en el gel respecto al marcador de peso 
molecular (Figura 1b). 

A pH ácido y baja fuerza iónica la precipitación 
de histonas es mínima; sin embargo, bajo estas 
condiciones, las histonas existen como cadenas 
extendidas, se comportan de manera anómala 
en cromatografía de filtración en gel y exhiben 
pesos moleculares que pueden estar en un 
factor de 2 a 6 veces más altos que sus pesos 
moleculares normales (41, 46); esta característica 
de mostrar pesos moleculares anómalos permite 
separar la H1° de la mezcla de histonas H1a, 
b, c, d, e y H1° por filtración en gel con Biogel 
P100, producto utilizado por los investigadores 
para separar histonas (41, 46, 47) y que en este 
trabajo permitió la separación de la H1° de los 
demás subtipos.

Por RP-HPLC se logró la separación de los 
subtipos H1a, H1b, H1c y H1e. Los resultados 
obtenidos se contrastaron con distintos 
protocolos de separación realizados por varios 
investigadores (42, 48-50). En uno de los trabajos, 
el proceso de separación de las histonas H1 de 
hígado de rata se realizó durante 45 min a un 
flujo de 0,5 ml/min, con gradiente lineal desde 
60% de disolvente A y 40% de disolvente B hasta 
42% de A y 58% de B (disolvente A: 0,1% de ácido 
trifluoroacético en agua; disolvente B: 0,1% de 
ácido trifluoroacético en 70% de acetonitrilo) 
y obtuvieron 6 picos, correspondientes a las 
histonas H1°, H1b, H1a, H1d, H1e+c y H1c (48). 
Estos autores, también, separaron H1 de testículo 
de rata, entre ellas, la H1t, específica de células 
germinales masculinas, que eluyó a los 38 min 
en el pico 7. El gradiente y el tiempo utilizado 
por estos autores es diferente al utilizado en 
esta investigación, en la cual se obtuvieron 5 
picos que corresponden, consecutivamente, a las 
histonas H1°+b, H1b, H1a, H1e, H1d+c y al final 
del quinto pico, se recogió manualmente la H1c.

Otros investigadores separaron histonas H1 
fosforiladas, utilizando RP-HPLC con una 
columna C4 de Nucleosil 300-5; en este caso, la 
cromatografía se realizó durante 35 min, a un 
flujo de 1,5 mil/min, con un gradiente lineal de 
acetonitrilo. En este gradiente, se utilizó como 
solvente A 0,1% de TFA y como solvente B 70% 
de acetonitrilo y 0,1% TFA; el gradiente empezó 
con 53% de A y 47% de B; la concentración de 
B aumentó linealmente de 47 a 55% en 35 min. 
Con esta cromatografía, las histonas se separaron 
en dos picos: en el primero, se separó la H1b, y 
el segundo correspondió a una mezcla de los 
otros subtipos. Para separar los subtipos de la 
mezcla, se utilizó una cromatografía líquida de 
interacción hidrofílica (49).

Otra contrastación se realizó con el trabajo de 
investigadores que utilizaron células 3T3 de 
ratón para separar las histonas H1º, H1b, H1c 
y H1e; además, separaron las histonas totales 
con un gradiente lineal creciente de tampón A 
(0,1% TFA y 95% de acetonitrilo). Los pasos del 
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gradiente fueron: 0,1-25% durante 10 min, 25-
30% durante 15 min, 30-55% durante 100 min y 
55-90% durante 5 min (42).

En ninguno de los casos descritos se logró 
la purificación completa de los 5 subtipos 
somáticos de histona H1. En cada uno de estos 
trabajos, el material de partida, los gradientes y 
los tiempos de elución fueron diferentes; estas 
variables pueden influir en la separación de 
cada uno de los subtipos. Como consecuencia, 
los protocolos de purificación por HPLC varían; 
esta situación hace necesaria su optimización en 
cada caso. 

En resumen,  se sabe que las  técnicas 
cromatográficas no permiten la purificación 
simultánea de todos los subtipos de la histona H1 
y sus formas modificadas (49). Generalmente, se 
requieren sistemas cromatográficos combinados. 
Por este motivo, en esta investigación se 
realizaron diferentes tipos de cromatografía para 
la purificación de los subtipos H1a, b, c, e y H1º. 
Primero, se usó la cromatografía de intercambio 
catiónico con CM-S, para purificar la H1 total, 
a partir de cerebro de rata. La purificación por 
este método, que utilizó el gradiente lineal de 
NaCl, evita el tratamiento de las proteínas con 
ácido perclórico o ácido clorhídrico, sistemas 
más usados para su extracción, protegiendo, de 
esta manera, la desestructuración del dominio 
globular (51). 

En segundo lugar, se utilizó la cromatografía de 
filtración en gel, la cual permitió la separación de 
la histona H1º de las demás histonas de manera 
completamente pura. La histona H1 se obtuvo 
a partir de ratas con más de 30 días de edad, 
debido a que este es el período del desarrollo 
durante el cual se acumula mayor cantidad de 
H1º en neuronas en proceso de diferenciación 
(40). 

Por último, se usó RP-HPLC para la purificación 
de las histonas H1a, b, c, e. Algunos autores 
(43, 49) han descrito que este método permite 
la separación de formas modificadas y no 

modificadas de las histonas y también la 
separación parcial de varios subtipos de histona 
H1 y sus formas fosforiladas. En comparación 
con el proceso de filtración en gel para purificar 
la H1º, la RP-HPLC tiene importantes ventajas 
como el tiempo de duración de la cromatografía 
y los componentes de la fase móvil, que protegen 
las proteínas de procesos de desnaturalización.

Predicción de estructura secundaria a partir de 
los espectros de dicroísmo circular

De los porcentajes de hélice-alfa para cada uno de 
los subtipos estudiados (Tabla 2), se deduce que 
los espectros de DC de cada uno de los subtipos 
en tampón fosfato 10 mM presentan un espectro 
característico de hélice-alfa, aunque en muy bajo 
porcentaje, debido posiblemente a que los iones 
fosfato en la disolución estabilizan parcialmente 
las regiones helicoidales del dominio globular 
de las proteínas (33). Si se compara el valor de 
elipticidad molar de los diferentes subtipos, se 
observa que la H1b es el subtipo que menos se 
estructura en tampón fosfato, mientras que el 
subtipo que más se estructura es H1c.

Al incrementar progresivamente el porcentaje 
de TFE, los valores de elipticidad molar, a 
menos de 200 nm, aumentan progresivamente 
hasta hacerse claramente positivos, mientras 
que los valores entre 208 y 230 nm disminuyen, 
formándose dos mínimos, uno entre 205 y 208 
nm y el otro a 222 nm. Estos cambios indican 
que el TFE induce cada vez más un espectro 
típico de estructura en hélice-alfa e incrementa 
el contenido de hélice-alfa, posiblemente 
porque estabiliza los puentes de hidrógeno 
intramoleculares entre los aminoácidos (20).

Al comparar los porcentajes de hélice-alfa 
calculados (Tabla 2) se observa variabilidad en 
los valores obtenidos a partir de la elipticidad 
molar a 193 nm, la elipticidad molar a 222 nm 
y el programa de deconvolución K2D. Esta 
variabilidad en el porcentaje de hélice-alfa 
según el modelo matemático utilizado, ha sido 
ampliamente reflejada en la literatura, al no 
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existir un método claramente establecido (20, 
30, 31, 52, 53). Así, para Pintar et al. (52), los 
porcentajes de hélice-alfa obtenidos a partir 
de la elipticidad a 222 nm son afectados por la 
presencia de otras conformaciones (distintas a 
las de hélice) y por la contribución de residuos 
aromáticos. Algunos autores han establecido 
un método para el cálculo del porcentaje de 
hélice-alfa en péptidos, a partir del valor de 
elipticidad molar a 193 nm, con el fin de corregir 

el error producido por la presencia de anillos 
aromáticos (30). En el caso de los programas 
de deconvolución, el problema radica en saber 
hasta qué punto las proteínas de la base de datos 
del programa son adecuadas para las proteínas 
en estudio. En la determinación de contenido de 
hélice-alfa a partir de espectros de DC realizados 
con distintos métodos, se obtienen diferencias 
de más del 50% (52).

Tabla 2. Porcentaje de hélice-alfa calculado a 193 nm, 222 nm y por el programa K2D.

Histonas % hélice-alfa
(193 nm)

% hélice-alfa
(222 nm)

% hélice-alfa
Deconvolución

H1º/TP 10 mM 6,70 6,81 7
H1º/TP 10 mM/20% TFE 13,07 9,74 8
H1º/TP 10 mM/40% TFE 22,57 17,31 14
H1º/TP 10 mM/60% TFE 29,08 19,41 26
H1º/TP 10 mM 6,81
H1º/TP 10 mM/NaCl 150 mM 6,95
H1º/TP 10 mM/NaCl 1M 7,05
H1a/TP 10 mM 10,82 10,84 8
H1a/TP 10 mM/20% TFE 16,3 13,17 9
H1a/TP 10 mM/40% TFE 27,23 21,20 24
H1a/TP 10 mM/60% TFE 30,9 24,17 32
H1a/TP 10 mM/NaCl 150 mM 10,27
H1a/TP 10 mM/NaCl 1M 10,39
H1b/TP 10 mM 8,87 4,23 7
H1b/TP 10 mM/20% TFE 12,98 10,80 8
H1b/TP 10 mM/40% TFE 22,29 17,64 17
H1b/TP 10 mM/60% TFE 28,83 22,19 24
H1b/TP 10 mM/NaCl 150 mM 4,95
H1b/TP 10 mM/NaCl 1 M 8,86
H1c/TP 10 mM 8,70 12,04 9
H1c/TP 10 mM/20% TFE 17,00 17,10 24
H1c/TP 10 mM/40% TFE 33,42 30,68 29
H1c/TP 10 mM/60% TFE 41,34 36,04 28
H1c/TP 10 mM/NaCl 150 mM 13,67
H1c/TP 10 mM/NaCl 1M 14,85
H1e/TP10 mM 7,18 10,37 7
H1e/TP10 mM/20% TFE 14,56 14,09 10
H1e/TP10 mM/40% TFE 24,94 21,73 26
H1e/TP10 mM/60% TFE 31,56 27,81 28
H1e/TP10 mM/NaCl 150 mM 10,15
H1e/TP10 mM/NaCl 1 M 11,05
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La variabilidad de los porcentajes, debido a 
los distintos modelos utilizados, es del mismo 
orden que las diferencias encontradas en los 
porcentajes de hélice-alfa entre los diferentes 
subtipos. En consecuencia, estas diferencias de 
porcentajes entre los distintos subtipos no se 
pueden considerar significativas. No obstante, 
podemos observar que la H1c presentó siempre 
un mayor contenido de hélice-alfa en tampón 
fosfato, en los distintos porcentajes de TFE y en 
presencia de NaCl.

En estudios anteriores de DC, realizados con 
subtipos H1 parcialmente purificados (H1bcde, 
H1a y H1t, en 1 M NaCl y 60% de TFE), se 
obtuvieron valores de elipticidad molar a 220 
nm, similares a los del presente trabajo y se 
propuso que la hélice-alfa observada a 1 M de 
NaCl se debe tan solo a la estructuración del 
dominio globular, mientras que el porcentaje 
de hélice-alfa en presencia de TFE se debe a 
la inducción de hélices-alfa en los dominios 
terminales (33).

Por otro lado, se ha observado que el TFE 
incrementa el porcentaje de hélice-alfa de la 
histona H1 y de la histona H5 de pollo más 
eficazmente que el NaClO4 y el NaCl (19). Estos 
autores proponen que la unión de los ligandos 
al ADN estabiliza fragmentos de hélice-alfa en 
los dominios C-terminales de la H1 y de la H5. 
En este sentido, resultaría interesante estudiar 
los cambios que se producen en el espectro de 
DC del ADN, al añadir cada uno de los subtipos 
de la histona H1 (54).

Por espectroscopia de infrarrojo (IR) se 
determinó la estructura secundaria de los 
dominios C-terminal de los subtipos H1° y H1t 
unidos a ADN; el dominio C-terminal tiene poca 
estructura en solución acuosa, pero llega a ser 
extensivamente plegado en interacción con el 
ADN, encontrándose elementos de estructura 
secundaria como hélice-alfa, estructura-beta, 
y giros. La estructura del dominio C-terminal 
de la H1° unido a ADN muestra dependencia 
de la concentración de sal; en concentración 

fisiológica de sal, 140 mM, llega a ser altamente 
estructurado con 24% de hélice-alfa, 25% de 
estructura-beta, 17% de loops abiertos y 33% de 
giros (15).

Se ha observado que la fosforilación del 
DCT de la H1° genera un reordenamiento 
estructural caracterizado por una disminución 
en la proporción de hélice-alfa y un aumento 
en la proporción de banda-beta. A una relación, 
proteína/ADN (r) (peso/peso) de 0,25 o 
menos, la hélice-alfa disminuye del 24 al 8% y 
la banda-beta aumenta del 24 al 36% en el DCT 
fosforilado; a r = 0,5, la hélice disminuye hasta 
una proporción de 6% y la banda-beta aumenta 
hasta 46% y cuando, r = 0,7, aproximadamente 
la proporción de saturación, el CTD finalmente 
se convierte en una proteína todo-beta, sin 
hélice-alfa, 16% de regiones flexibles, 20% de 
giros y 74% estructura-beta. El DCT de H1e 
de ratón (CH1e) no fosforilado presentó una 
proporción significativamente mayor de hélice-
alfa (34%) y menor proporción de estructura-
beta (18%). El CH1e fosforilado presentó menor 
cantidad de hélice-alfa, que de estructura-beta; 
pero a diferencia del DCT de H1°, el CH1e 
completamente fosforilado conserva una 
proporción significativa de hélice-alfa (17%) y el 
aumento de estructura fue menos pronunciado 
(55%) (25).

Se ha estudiado el efecto de detergentes neutros, 
Brij 35 y Triton X-100, y detergente aniónico, 
SDS, sobre la estructura secundaria del DCT 
de histona H1, por espectroscopia de IR a 
concentración de sal fisiológica (140 mM NaCl). 
En presencia de TritonX-100, las proporciones de 
motivos de estructura secundaria encontrados 
son 34% de giros, 27% de hélice-alfa, 19% 
plegamientos al azar y regiones flexibles y 20% 
de estructura-beta. En presencia de SDS, las 
proporciones son similares con 38% de giros, 
26% de hélice-alfa, 16% de plegamientos al azar 
y flexibles y 20% estructura-beta. Debido a su 
carácter aniónico, el SDS es capaz de realizar 
interacciones electrostáticas e hidrófobas (27).
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El porcentaje de hélice-alfa en TFE al 60% 
encontrado en este trabajo, desde 19,41% para 
H1° hasta 30,68% para H1c a 222 nm (Tabla 2), es 
semejante al porcentaje de hélice-alfa encontrado 
en el C-terminal de la H1 unido al ADN (15, 25) 
y unido a detergentes (27). Este hallazgo aporta 
a la hipótesis de que en presencia de TFE la 
estructuración en hélice-alfa de las histonas H1 
se debe a los dominios C-terminales.

Ahora bien, las relaciones R1 y R2 son pruebas 
útiles para determinar la cantidad relativa de 
hélice-alfa presente en dos o más proteínas 
similares, y son característicos de la forma del 
espectro. Además, proporcionan bases precisas 

para la comparación de la cantidad de hélice-
alfa presente, independiente de la concentración 
de las proteínas (31). Teniendo en cuenta estos 
criterios, se calcularon los valores R1 y R2 para 
todos los subtipos en las diferentes condiciones. 
Los subtipos H1º, H1a, H1b y H1e presentaron 
un valor positivo de R1 en TP 10 mM, mientras 
que para la H1c es negativo (Figura 6). En TFE, 
al 20%, R1 es negativo para todos los subtipos, y 
al incrementar el TFE al 40% y al 60% los valores 
se hacen cada vez más negativos. Además, se 
observa que el cambio más significativo sucede 
cuando la concentración de TFE pasa del 20% 
al 40% (Figura 6).

Figura 6. Gráficas de las relaciones R1 y R2 versus %TFE para cada uno de los subtipos de la 
histona H1 en TP 10 mM; TP 10 mM/ 20% TFE; TP 10 mM/40% TFE; TP 10 mM/60% TFE.

R1 es positivo cuando la [q]  máxima y la [q]  
mínima son negativas e indica bajos niveles de 
formación de hélice-alfa. Cuando la [q]  máxima 
es positiva y la [q]  mínima es negativa, R1 
disminuye, lo cual indica que el contenido de 
hélice-alfa aumenta; estos valores confirman 
que, a medida que se incrementa el porcentaje 
de TFE en cada uno de los subtipos, aumenta 
el porcentaje de hélice-alfa; a medida que los 
valores R2 se acercan a 1 aumenta el contenido 
de hélice-alfa. Teniendo en cuenta los valores 
R1 y R2, los subtipos con mayor contenido de 
hélice-alfa son la H1a y la H1c.

Se han realizado muchos estudios sobre 
la  estructura secundaria  de péptidos 
correspondientes a los dominios N y C-terminales 
(23), sobre la estructura del DCT desfosforilado, 
del DCT fosforilado, sobre complejos ADN-DCT, 
DCT-aglomerantes, DCT-detergentes (15, 25, 
27), pero muy pocos estudios con los subtipos 
completos, como el realizado por infrarrojo en 
presencia de detergentes (27). En este sentido, los 
resultados de esta investigación son importantes 
porque contribuyen a la comprensión de la 
estructura secundaria de subtipos de la histona 
H1 completos.
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Por último, los resultados indican que los 
porcentajes de hélice-alfa son similares en 
los métodos estudiados; sin embargo, se 
observaron pequeñas diferencias que podrían 
ser importantes en la diferenciación funcional 
de los subtipos, junto a otras variables como 
la longitud de los dominios, el número y la 
distribución de cargas y las diferentes afinidades 
por el ADN y la cromatina.
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