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Resumen  

Entamoeba histolytica es el agente causal de la amebiasis, una enfermedad que afecta a 

millones de personas en el mundo. Su capacidad de adaptación, colonización e invasión tisular 

depende de mecanismos de regulación transcripcional que involucran factores de transcripción 

(FT) y proteínas modificadoras de cromatina, algunos de los cuales han sido caracterizados. 

En este trabajo se analizó al FT EhMyb10, miembro de la familia EhMybR2R3, cuyo dominio 

de unión al DNA (DBD) presenta similitud estructural con el del FT pionero c-Myb humano. 

Los factores pioneros se caracterizan por su capacidad de unirse a cromatina compacta y 

promover estados transcripcionalmente activos mediante el reclutamiento de proteínas 

remodeladoras y modificadoras de histonas. Para evaluar el posible papel de EhMyb10 como 

FT pionero, se generaron trofozoítos que sobreexpresan de manera estable a esta proteína 

fusionada a una etiqueta HA (EhMyb10ox). La sobreexpresión fue confirmada mediante 

RT-qPCR y Western blot, observándose una localización predominantemente nuclear por 

inmunofluorescencia. Ensayos de inmunoprecipitación seguidos de espectrometría de masas 

identificaron 32 proteínas candidatas a interactuar con EhMyb10, incluyendo proteínas 

relacionadas con vías de señalización celular, como proteínas Ras/cinasas y la lectina 

Gal/GalNAc, lo que sugiere que EhMyb10 podría participar también en procesos de 

señalización asociados con adaptación y virulencia del parásito. Además, la sobreexpresión de 

EhMyb10 incrementó la abundancia de EhMAT1A y de la metiltransferasa EhPKMT2, así 

como el patrón global de proteínas dimetiladas en lisina. Mediante inmunofluorescencia y 

microscopía electrónica de transmisión se observó que EhMyb10 colocaliza con EhMAT1A, 

EhPKMT2 y con marcas epigenéticas asociadas a enhancers activos (H3K4me1 y H3K27ac), 

así como con marcas relacionadas con activación (H4K12ac) y represión transcripcional 

(H3K27me3). La interacción entre EhMyb10 y EhPKMT2 fue validada mediante ensayos de 

pull-down empleando EhMyb10 recombinante. Finalmente, se realizaron ensayos de 

inmunoprecipitación de cromatina los cuales mostraron el reclutamiento de EhMyb10 a la 

región promotora distal del gen ehmat1a en la condición control. La ausencia de 

enriquecimiento en la condición de sobreexpresión sugiere que la cromatina en este locus 

podría encontrarse previamente en un estado más accesible debido a la actividad de EhMyb10. 

En conjunto, estos hallazgos sugieren que EhMyb10 podría presentar características 

funcionales compatibles con un FT pionero y una participación en la regulación epigenética, 

transcripcional y de vías de señalización en E. histolytica. 
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Abstract 

Entamoeba histolytica is the causative agent of amoebiasis, a disease affecting millions 

of people worldwide. Its ability to adapt, colonize, and invade host tissues depends on 

transcriptional regulatory mechanisms involving transcription factors (TFs) and 

chromatin-modifying proteins, which remain poorly characterized in this organism. In this 

work, the TF EhMyb10, a member of the EhMybR2R3 family, was analyzed. Its 

DNA-binding domain (DBD) displays high structural similarity to that of the human canonical 

pioneer TF c-Myb. Pioneer factors are characterized by their ability to bind compact 

chromatin and promote transcriptionally active states through the recruitment of 

chromatin-remodeling and histone-modifying proteins. To evaluate the potential role of 

EhMyb10 as a pioneer factor, trophozoites stably overexpressing HA-tagged EhMyb10 

(EhMyb10ox) were generated. Overexpression was confirmed by RT-qPCR and Western blot 

analyses, and immunofluorescence assays revealed a predominantly nuclear localization. 

Immunoprecipitation assays followed by mass spectrometry identified 32 candidate proteins 

potentially interacting with EhMyb10, including proteins associated with cellular signaling 

pathways, such as Ras proteins/kinases and the Gal/GalNAc lectin, suggesting that EhMyb10 

may also participate in signaling processes related to parasite adaptation and virulence. 

Furthermore, EhMyb10 overexpression increased the abundance of EhMAT1A and the 

methyltransferase EhPKMT2, as well as the global pattern of lysine-dimethylated proteins. 

Immunofluorescence and transmission electron microscopy analyses showed that EhMyb10 

colocalizes with EhMAT1A, EhPKMT2, and epigenetic marks associated with active 

enhancers (H3K4me1 and H3K27ac), as well as marks related to transcriptional activation 

(H4K12ac) and transcriptional repression (H3K27me3). The interaction between EhMyb10 

and EhPKMT2 was validated by pull-down assays using recombinant protein. Finally, 

chromatin immunoprecipitation assays revealed the recruitment of EhMyb10 to the distal 

promoter region of the ehmat1a gene under control conditions. The absence of enrichment in 

the overexpression condition suggests that chromatin at this locus may already be in a more 

accessible state due to prior EhMyb10 activity. Collectively, these findings suggest that 

EhMyb10 exhibits functional features compatible with a pioneer TF and its possible 

involvement in epigenetic, transcriptional, and signaling pathway regulation in E. histolytica. 
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1.​ Introducción (antecedentes generales) 

1.1 Regulación transcripcional 
La expresión génica es un proceso complejo y dinámico que implica la regulación de 

muchos eventos, desde el inicio de la transcripción hasta la modificación postraduccional 

(PTM) de proteínas. En este contexto, la regulación transcripcional constituye uno de los 

principales niveles de control de la expresión génica. La transcripción es un proceso 

fundamental que ocurre en el núcleo celular, en el cual una secuencia de DNA específica se 

transcribe en una molécula de mRNA que puede ser posteriormente traducida en una proteína 

para desempeñar funciones específicas en la célula. Este proceso está altamente regulado, 

copia selectivamente solo ciertas partes del genoma y puede producir desde una hasta cientos 

y miles de copias de una sección, en respuesta a señales extracelulares y a los requerimientos 

fisiológicos celulares, como el et al.,crecimiento, estrés, diferenciación, etcétera (Watson et al., 

2016; Lopez, 2023). La regulación transcripcional se define como el conjunto de mecanismos 

moleculares mediante los cuales una célula determina, el momento, el nivel y los genes que 

deben expresarse permitiendo así un control preciso de la expresión génica. Este conjunto de 

mecanismos puede actuar a nivel nuclear, de cromatina y de la secuencia de DNA (Figura 1). 

Los cuales incluyen la organización espacial del DNA dentro del núcleo, la remodelación de la 

cromatina a través de las PTMs de los nucleosomas, así como las interacciones entre factores 

de transcripción, co-reguladores y proteínas asociadas a la maquinaria transcripcional y a 

regiones promotoras y secuencias reguladoras, como los enhancers, para activar o reprimir la 

expresión de genes específicos (Watson et al., 2016; Lopez, 2023).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
​
​
Figura 1. Niveles de regulación transcripcional. Esquema representativo de los distintos niveles de regulación 
transcripcional en células eucariotas. Imagen basada en Van et al., 2003, y elaborada en BioRender.  
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1.2 Regulación a nivel del núcleo 

Durante la fase de mitosis del ciclo celular, el material genético de la célula se organiza 

en estructuras altamente condensadas y visibles denominadas cromosomas que permiten la 

segregación equitativa del DNA hacia las células hijas. Sin embargo, la organización 

cromosómica no ocurre únicamente durante esta etapa. Durante la interfase, aunque los 

cromosomas no son visibles como estructuras compactas, el genoma mantiene una 

organización tridimensional altamente ordenada dentro del núcleo. Esta organización 

desempeña un papel fundamental en diversos procesos celulares, incluyendo la regulación de 

la expresión génica, la replicación del DNA y el mantenimiento de la estabilidad genómica 

(Wang, 2021; Su et al., 2020). La organización de la cromatina en niveles superiores y la 

arquitectura nuclear, influyen en la formación de distintos epigenomas y en la diferenciación 

de células con funciones específicas (Su et al., 2020). ​

​ Los territorios cromosómicos (CTs, por sus siglas en inglés chromosome territories) 

constituyen una característica importante de la arquitectura nuclear. Los territorios 

cromosómicos son regiones definidas e irregulares dentro del núcleo, con un tamaño 

aproximado de 1 a 2 μm, y están formados por subdominios más pequeños, como los 

compartimentos A y B, que corresponden a la eucromatina y la heterocromatina, 

respectivamente; los dominios asociados a la lámina (LADs), los dominios topológicamente 

asociados (TADs) y los bucles de cromatina (loops) (Figura 2A-B). La formación y 

estabilización de bucles de cromatina y de estas interacciones espaciales dependen de 

proteínas estructurales como CTCF y los complejos de cohesina (Hansen et al., 2018; Cremer 

et al., 2001; Tecalco et al., 2021). Dentro de cada territorio cromosómico, los LADs, 

generalmente se relacionan con cromatina compacta y transcripcionalmente inactiva. 

Asimismo, la cromatina forma TADs, regiones con alta frecuencia de interacciones locales 

entre secuencias distales del DNA. Los TADs pueden organizarse en compartimento A, 

caracterizado por eucromatina menos condensada y genes transcripcionalmente activos, o en 

compartimento B, asociado con heterocromatina y represión génica (Hansen et al., 2018; 

Cremer et al., 2001; Tecalco et al., 2021).​

​ Los CTs, están presentes en eucariotas superiores, mientras que en organismos como la 

levadura los cromosomas se encuentran más desplegados y con menor compactación 

territorial, por lo que esta organización resulta menos evidente. Estos territorios se ubican muy 

próximos entre sí e incluso pueden superponerse parcialmente en sus bordes. Además, los 
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cromosomas presentan poca movilidad dentro del núcleo y su posición tiende a conservarse de 

la célula madre a la célula hija durante la división celular, lo que sugiere que esta organización 

espacial cumple una función biológica relevante (Cremer et al., 2001). 

Figura 2. Organización tridimensional de los territorios cromosómicos y dominios de cromatina en el 
núcleo celular. A) Organización de los cromosomas  dentro del núcleo en regiones definidas conocidas como 
territorios cromosómicos. B) Organización espacial de los cromosomas dentro del núcleo interfásico de 
fibroblastos de pollo. a, b y c) Mediante hibridación fluorescente in situ (FISH) multicolor, cada cromosoma es 
marcado con diferentes fluoróforos permitiendo visualizar territorios cromosómicos definidos y separados entre 
sí. Imagen realizada en BioRender y modificada de  Cremer et al., 2001. 

La regulación de la expresión génica a nivel nuclear se explica principalmente por esta 

organización espacial del genoma, especialmente mediante la interacción entre los CTs, y el 

compartimento intercromatínico (IC, del inglés interchromatin compartment). Cada 

cromosoma ocupa una región discreta dentro del núcleo, en lugar de distribuirse de forma 

aleatoria. Estos territorios no son estructuras compactas cerradas, sino que presentan una 

organización irregular y plegada, semejante a una “esponja”, con canales internos que 

permiten la entrada del compartimento intercromatínico (Cremer et al., 2001). El modelo 

central que explica esta organización es el modelo CT–IC, en el cual los CTs contienen la 

cromatina, mientras que el compartimento intercromatínico alberga factores necesarios para 

procesos fundamentales como la transcripción, el splicing, la replicación y la reparación del 

DNA. Esto implica que los genes no tienen el mismo acceso a la maquinaria transcripcional, 

sino que dicho acceso depende de su localización dentro de la arquitectura nuclear. Los genes 

transcripcionalmente activos suelen localizarse en la superficie de los territorios 
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cromosómicos o en loops de cromatina que se proyectan hacia el IC, facilitando su contacto 

con la RNA polimerasa II, factores de transcripción y la maquinaria de procesamiento de 

mRNA. En este sentido, una mayor exposición al compartimento intercromatínico se traduce 

en una mayor probabilidad de transcripción (Cremer et al., 2001).​

​ Por el contrario, los genes reprimidos suelen localizarse en el interior de dominios 

compactos de cromatina, cerca de la heterocromatina centromérica, asociados a la lámina 

nuclear o en la periferia nuclear. Estas regiones presentan menor accesibilidad para los 

complejos transcripcionales, favoreciendo el silenciamiento génico. Así, una mayor 

compactación y aislamiento cromatínico se asocian con represión transcripcional. Un ejemplo 

de esta organización se observa en los cromosomas 18 y 19 de las células humanas. Aunque 

ambos presentan tamaños similares, el cromosoma 18, pobre en genes, se localiza 

preferentemente en la periferia nuclear, mientras que el cromosoma 19, rico en genes, se 

encuentra en el interior del núcleo, demostrando que la posición nuclear depende más de la 

densidad génica que del tamaño cromosómico (Cremer et al., 2001). En mamíferos, donde 

este modelo ha sido más estudiado, se observa una clara separación de los CTs ya que los 

genes activos se localizan en la periferia de los CTs y los genes reprimidos están asociados a 

regiones heterocromáticas. Además, durante la diferenciación celular, ciertos genes cambian 

de posición: algunos salen de regiones heterocromáticas para activarse, mientras que otros se 

reclutan en compartimentos represivos para silenciarse. Esto indica que la regulación génica 

también depende de una reorganización tridimensional del genoma, en la que cambian la 

cromatina local y su posición dentro del núcleo. En resumen, la regulación génica a nivel de 

núcleo es un fenómeno topológico en el que la arquitectura nuclear desempeña un papel 

esencial (Cremer et al., 2001). 

1.3 Regulación a nivel de la cromatina: modificaciones 

postraduccionales de histonas 
 

La organización tridimensional del genoma dentro del núcleo constituye un importante 

nivel de regulación transcripcional; sin embargo, el control de la expresión génica también 

depende de mecanismos locales asociados a la estructura de la cromatina. La cromatina 

permite el empaquetamiento y la organización del DNA dentro del núcleo y funciona como 

una plataforma dinámica que modula la accesibilidad de regiones genómicas específicas para 

generar estados transcripcionalmente activos o reprimidos (Bannister et al., 2011). 
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La cromatina está compuesta por DNA asociado a proteínas histonas y no histonas. Las 

proteínas histonas son responsables del primer nivel de organización cromosómica 

denominado nucleosoma. Cada nucleosoma consta de una molécula de DNA de 145-147 pb 

envuelta alrededor de un octámero de histonas que comprende dos copias de cuatro proteínas 

histonas H2A, H2B, H3 y H4. Los nucleosomas se encuentran unidos entre sí por el DNA 

conector y la histona H1, formando diferentes órdenes de organización de la cromatina. La 

mayor parte de la cromatina en la célula se encuentra en forma de filamento de 30 nm, 

solenoides, fibras de 300 y 700 nm durante la mayoría parte del ciclo celular. Sin embargo, 

para que la transcripción ocurra, la cromatina debe ser remodelada o modificada para permitir 

el acceso de la maquinaria transcripcional al DNA (Ramazi et al., 2020).   

La remodelación de la cromatina consiste en el desplazamiento, expulsión, 

reorganización o deslizamiento de los nucleosomas. Este proceso es llevado a cabo por 

complejos remodeladores dependientes de ATP como SWI/SNF e ISWI, que alteran la 

disposición de los nucleosomas y, en consecuencia, regulan la expresión génica (Reyes et al., 

2021). Por otro lado, la modificación de la cromatina comprende cambios químicos reversibles 

en las histonas, denominados modificaciones postraduccionales (PTMs). Estas modificaciones 

ocurren principalmente en las colas amino-terminales de las histonas H3 y H4 que sobresalen 

del nucleosoma y funcionan como señales epigenéticas asociadas a estados 

transcripcionalmente activos o represivos, aunque las histonas H2A y H2B también pueden 

modificarse (Liu et al., 2023; Bannister et al., 2011). La combinación de estas marcas 

constituye el llamado “código de histonas”, un sistema epigenético que determina si una 

región genómica está activa o reprimida (Liu et al., 2023; Strahl et al., 2000). 

Las modificaciones más comunes de las histonas incluyen la metilación, acetilación, 

fosforilación, sumoilación y ubiquitinación de residuos de lisina (K) o arginina (R) (Figura 3) 

(Liu et al., 2023; Oraphanides et al., 2002). Estas modificaciones pueden actuar de forma 

cooperativa o antagonista; por ejemplo, la metilación y desmetilación de un mismo residuo, 

así como la acetilación y desacetilación, regulan de manera opuesta la expresión génica. La 

metilación suele ser más estable y representa una marca epigenética duradera, mientras que la 

acetilación, ubiquitinación y fosforilación son más dinámicas y permiten una regulación más 

flexible (Liu et al., 2023). 

La acetilación de histonas fue la primera PTM ampliamente estudiada y es una 

modificación reversible que ocurre principalmente en K. Se asocia generalmente con 

activación transcripcional porque neutraliza la carga positiva de K, debilitando la interacción 
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entre histonas y DNA, lo que relaja la cromatina y favorece el acceso de factores de 

transcripción. Esta modificación es catalizada por las enzimas histona acetiltransferasas 

(HAT), que utilizan acetil-CoA como donante del grupo acetilo. Entre las principales familias 

de HAT se encuentran CBP/p300, GCN5 y la familia MYST. Un ejemplo es HBO1 (histone 

acetyltransferase binding to ORC1), una acetiltransferasa clásica que acetila principalmente 

H3K9, H3K14 y H4K5, H4K8 y H4K12. El complejo BRPF2-HBO1 favorece especialmente 

H3K14ac. Por otro lado, la acetilación de H3K27 es catalizada por las histonas 

acetiltransferasas p300 y CBP, asociadas con activación transcripcional. En contraste, la 

desacetilación está mediada por proteínas histonas desacetilasas (HDAC o KDAC), de las 

cuales existen 18 en humanos. Las HDAC promueven la compactación de la cromatina y el 

silenciamiento génico (Figura 4) (Liu et al., 2023). 

Por otro lado, la metilación de proteínas es una PTM versátil que puede resultar tanto 

en la inhibición como en la activación de la expresión génica. La metilación de histonas ocurre 

principalmente en K y R, especialmente en histonas H3 y H4. Esta modificación es catalizada 

por histonas metiltransferasas (HMT), que utilizan S-adenosilmetionina (SAM) como donador 

de grupos metilo. El efecto biológico de la metilación depende del residuo modificado. Entre 

las principales modificaciones asociadas con activación génica se encuentran las metilaciones 

de K4 de la histona H3 (H3K4me1, H3K4me2 y H3K4me3). H3K4me1 se localiza 

principalmente asociada con enhancers activos o poised, mientras que H3K4me2 se asocia con 

regiones transcripcionalmente permisivas, incluyendo promotores y enhancers. Por su parte, 

H3K4me3 es una marca característica de promotores activos y sitios de inicio de la 

transcripción. Entre las modificaciones que participan en la represión de la transcripción se 

encuentra H3K27me3 que representa una marca de silenciamiento génico y heterocromatina 

facultativa, mientras que H3K27me2 se ha asociado con estados represivos intermedios (Liu et 

al., 2023; Lanouette et al., 2014; Jenuwein et al., 2001). Por otro lado, las metilaciones en 

residuos R como H3R17me2a, H3R26me2a y H4R3me2a, se relacionan con cromatina activa 

y promoción de la transcripción. En contraste, otras marcas participan en el establecimiento de 

estados represivos de la cromatina como H4R3me2s y H3R8me2s (Figura 4) (Liu et al., 

2023).  

La fosforilación y la ubiquitinación son otras modificaciones postraduccionales de las 

histonas que participan en la regulación de la cromatina y de la expresión génica. La 

fosforilación consiste en la adición de grupos fosfatos en histonas,  principalmente en residuos 

de serina (S), treonina (T) y tirosina (Y) y, aunque también se pueden reconocer K con grupo 
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hidroxilo (Figura 4). Esta modificación disminuye la afinidad entre histonas y DNA, 

activando la transcripción de manera reversible, regulada por quinasas y fosfatasas. La 

fosforilación suele actuar como una plataforma de señalización que desencadena eventos en 

cascada y establece la interacción con otras PTMs. Esta modificación está implicada en la 

división celular, la condensación cromosómica, la respuesta a daño en el DNA y la reparación. 

Por ejemplo, la fosforilación de los residuos de aminoácidos S10 y S28 de la histona H3, se ha 

asociado con su acetilación, activando la transcripción. La fosforilación de H3S10 está 

estrechamente acoplada a la acetilación de los residuos K9 y K14 en la histona H3 (H3K9ac y 

K14ac), ambas marcas de activación transcripcional. La fosforilación del residuo S28 de H3 

también desempeña un papel en combinación con H3K27ac en la activación de la 

transcripción. La fosforilación de H3S28 asociada con los promotores de genes puede 

desplazar los complejos represores de la cromatina Polycomb e inducir la desmetilación y 

acetilación del residuo K27 de H3 adyacente en estos loci, activando así la transcripción 

(Rossetto et al., 2012; Karakatsanis et al., 2024)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Modificaciones de las histonas y su efecto en la cromatina. Imagen que muestra las principales 
modificaciones de las histonas como acetilación, metilación, ubiquitinación y fosforilación para modular la 
estructura de la cromatina. Imagen modificada de  Lu et al., 2025. 
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Por otro lado, la ubiquitinación de histonas consiste en la adición de ubiquitina sobre 

K, principalmente en H2A y H2B, para la regulación transcripcional y reparación del DNA. 

Esta modificación requiere la acción secuencial de enzimas E1 (activadora), E2 (conjugadora) 

y E3 (ligasa), y puede revertirse por enzimas desubiquitinantes (Oss-Ronen et al., 2022). En 

H2A, la monoubiquitinación en el residuo K119, está relacionada con la represión 

transcripcional debido a que los nucleosomas marcados con H2AK119ub conducen a la 

deposición de H3K27me3, lo cual promueve la compactación de la cromatina (Oss-Ronen et 

al., 2022). En H2B, el principal sitio es H2BK120ub en mamíferos (H2BK123ub en levadura) 

y está relacionado con transcripción activa y reparación de daño en el DNA. H2Bub favorece 

la metilación de H3K4, H3K79 y otras marcas relacionadas con reparación de DSB (Liu et al., 

2023). En conjunto, todas estas PTMs no actúan de forma aislada, sino como una red compleja 

que regula la estructura de la cromatina para la activación o silenciamiento génico en procesos 

como la reparación del DNA, la diferenciación celular y la mitosis, entre otros  (Figura 4) 

(Liu et al., 2023). 

Por último, la sumoilación es una modificación dinámica y reversible que consiste en 

la conjugación covalente de la proteína SUMO (del inglés Small Ubiquitin-like MOdifier) a 

residuos K de proteínas, mediante una cascada enzimática análoga a la de la ubiquitinación 

(Hendriks et al., 2016) (Figura 4). Esta modificación es revertida por proteasas específicas 

como Ulp1 y Ulp2 en Saccharomyces cerevisiae (Hickey et al., 2012; Ryu et al., 2021). La 

sumoilación de histonas se ha asociado inicialmente con represión génica. Por ejemplo, en 

células humanas la sumoilación de H4K12 recluta a HDAC1 y HP1, que elimina marcas de 

acetilación activadoras y compacta la cromatina hacia un estado silenciado, respectivamente 

(Shiio et al., 2003; Ryu et al., 2021). En levadura se observó algo similar: la sumoilación de 

H2B y H4 compite con la acetilación y la ubiquitilación de histonas, bloqueando marcas que 

promueven la transcripción (Nathan et al., 2006; Ryu et al., 2021). Asimismo, la sumoilación 

de H3K18, se asocia con represión transcripcional y la compactación de cromatina, aunque los 

mecanismos moleculares específicos de H3K18-SUMO no han sido tan detallados como los 

de H4K12-SUMO (Shiio et al., 2003; Hendriks et al., 2014). Igualmente, se han observado en 

H2A y H2B, señales débiles de sumoilación que se asocian con represión transcripcional o 

compactación de cromatina. En levadura, la sumoilación de H2B en los residuos K6, K7, K16, 

K17 y en H4 en los residuos K5, K8, K12, K16, K20 se ha relacionado con una regulación 

transcripcional dual (Nathan et al., 2006). Por otro lado, la sumoilación de H1 fue reportada en 

un análisis proteómico de proteínas nucleolares (Matafora et al., 2009). Dado que H1 participa 
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en la compactación de cromatina de orden superior, su sumoilación podría modular esta 

función, aunque su mecanismo no ha sido descrito en profundidad (Ryu et al., 2021). Sin 

embargo, la función de la sumoilación no puede definirse simplemente como negativa (Ryu et 

al., 2021). En levadura se ha demostrado que la poli-sumoilación de H2B y H4 bloquea 

temporalmente el reclutamiento de la quinasa Ctk1, necesaria para fosforilar el extremo 

carboxilo-terminal (CTD) de RNAPII y permitir la elongación. Cuando Ulp2 elimina estas 

cadenas de SUMO en el momento adecuado, Ctk1 puede actuar y la transcripción avanza por 

lo que la sumoilación funciona como un regulador temporal (Ryu et al., 2019). Asimismo, la 

sumoilación de histonas, junto con H3K4me2, recluta el complejo deacetilasa SET3C al 

interior de los genes durante la elongación. SET3C deacetila las histonas en estas regiones, 

impidiendo que promotores internos crípticos generen transcritos de RNA no codificante 

espurios como un mecanismo de control de calidad de la transcripción (Ryu et al., 2020). Por 

lo tanto, la sumoilación de histonas funciona como señal regulatoria de precisión cuyo 

resultado depende del contexto y de su interacción dinámica con otras modificaciones ya sea 

reprimir genes, facilitar la elongación, mantener la fidelidad transcripcional o dirigir la 

localización de variantes de histonas. (Ryu et al., 2021). 

Figura 4. PTMs de histonas y su relación con la regulación transcripcional. Se ilustran diversas 
modificaciones postraduccionales en histonas, incluyendo acetilación, metilación, fosforilación y ubiquitinación, 
indicando su asociación con activación o represión transcripcional del DNA. Imagen creada con BioRender.  
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1.3.1 Metiltransferasas  

Las metiltransferasas de histonas (HMT) actúan como enzimas tipo “writers”, que 

catalizan la adición de grupos metilo sobre residuos específicos de histonas y otras proteínas y 

desempeñan un papel fundamental en la regulación epigenética a nivel de la cromatina. Se 

caracterizan por su versatilidad funcional, debido a que pueden generar mono-, di- o tri 

metilaciones y pueden asociarse tanto con la activación como con la represión transcripcional 

(Figura 5) (Hyun et al., 2017).​

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Principales proteínas writers, erasers y readers asociadas a la metilación de residuos de lisina en 
las histonas H3 y H4. Se muestran los principales sitios de metilación en histonas H3 y H4, así como las enzimas 
responsables de adicionar o remover estas marcas epigenéticas según su especificidad por el estado de metilación. 
Los círculos indican el grado de metilación: círculo simple, monometilación (me1); círculo doble, dimetilación 
(me2); círculo triple, trimetilación (me3). Imagen modificada de Hyun et al., 2017. 

Cuando una histona es metilada, el efecto biológico es ejercido principalmente a través 

de proteínas efectoras o “readers”, que reconocen estas modificaciones. Estas proteínas 

contienen dominios de unión a metil-lisina, entre los que destacan los dominios PHD, chromo, 

Tudor, PWWP, WD40, BAH, ADD, MBT, repetición de anquirina y zn-CW. Además, estos 

dominios pueden distinguir los residuos metilados en función de su estado de metilación y del 

contexto de aminoácidos circundantes (Hyun et al., 2017). Dentro de la regulación 

epigenética, las más importantes son las proteínas metiltransferasas de lisina y arginina 
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(PKMT y PRMT, respectivamente), ya que participan directamente en el control de la 

expresión génica. Ambas familias de HMT utilizan un cofactor común de molécula pequeña 

S-adenosil-L-metionina (SAM), como donante universal de metilo para modificar los residuos 

K y R (Copeland et al., 2009).​

​ Las PKMTs pertenecen en su mayoría a la familia con dominio SET (Su(var)3–9, 

Enhancer of Zeste, and Trithorax). Este dominio permite reconocer la histona y transferir el 

grupo metilo desde SAM hacia la lisina blanco. Entre las PKMTs más importantes se 

encuentran SUV39H1/2, G9a, SETDB1, SMYD3 y EZH2, mientras que DOT1L es una 

excepción importante sin dominio SET (Hyun et al., 2017). Estas metiltransferasas presentan 

especificidad tanto por el residuo de histona como por el grado de metilación que establecen 

(Figura 6). Por ejemplo, las metilaciones de H3K4 (H3K4me1, H3K4me2 y H3K4me3), 

generalmente asociadas con la activación transcripcional, son catalizadas principalmente por 

metiltransferasas de la familia SET1/MLL (KMT2). En contraste, las marcas represivas 

H3K27me2 y H3K27me3 son establecidas principalmente por EZH1 y EZH2, subunidades 

catalíticas del complejo represivo Polycomb PRC2 (Hyun et al., 2017). Por otro lado, la 

eliminación de estas marcas está mediada por histonas desmetilasas (HDM), principalmente de 

las familias JMJC y LSD, siendo LSD1 (KDM1A) la primera desmetilasa descrita que 

funcionan como “erasers”, debido a que eliminan estas marcas de metilación, contribuyendo 

así a la regulación dinámica de la cromatina y de la expresión génica (Hyun et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

​
 

Figura 6. Proceso de metilación y desmetilación de lisinas. Imagen que muestra el proceso de metilación de 
lisina que puede aceptar hasta tres grupos metilo, dando lugar a mono-, di- o trimetil lisina. Las metiltransferasas 
de lisina (KMTs) catalizan la adición de grupos metilo a los sustratos, mientras que las desmetilasas de lisina 
(KDMs) eliminan los grupos metilo. Imagen modificada de Han et al., 2019 
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Por otro lado, las PRMT (del inglés protein arginine methyltransferases) constituyen 

una familia de nueve enzimas en mamíferos (PRMT1–9) encargadas de modificar residuos R 

en histonas y otras proteínas nucleares. A diferencia de las PKMT, estas enzimas no poseen el 

dominio SET y se clasifican según el tipo de dimetilación que generan. Las PRMT catalizan la 

monometilación (MMA), y dos tipos de dimetilación: asimétrica (aDMA) y simétrica (sDMA) 

sobre residuos específicos de arginina en las histonas H3 y H4. En la dimetilación asimétrica, 

ambos grupos metilo se adicionan al mismo nitrógeno terminal del grupo guanidino de la 

arginina, mientras que en la dimetilación simétrica cada nitrógeno terminal recibe un grupo 

metilo. Por ejemplo, PRMT1, PRMT3, PRMT4, PRMT6 y PRMT8 generan dimetilación 

asimétrica, mientras que PRMT5 y PRMT7 producen dimetilación simétrica. Estas diferencias 

estructurales influyen en el reconocimiento de las marcas por parte de proteínas efectoras y en 

sus funciones biológicas (Bedford et al., 2005; Liu et al., 2023).​

​ Las metilaciones de arginina también participan en la regulación transcripcional, la 

remodelación de la cromatina y la señalización celular. Dependiendo del contexto y del 

residuo modificado, estas marcas pueden asociarse tanto con activación como con represión 

génica. Por ejemplo, H3R17me2a y H3R26me2a, catalizadas principalmente por 

PRMT4/CARM1, así como H4R3me2a, establecida por PRMT1, se relacionan con estados de 

cromatina activa y promoción de la transcripción. En contraste, marcas como H4R3me2s y 

H3R8me2s, generadas principalmente por PRMT5, se asocian con silenciamiento 

transcripcional y formación de cromatina represiva (Bedford et al., 2005; Liu et al., 2023). En 

conjunto, tanto PKMT como PRMT son fundamentales para establecer marcas epigenéticas 

estables en la cromatina, ya que regulan la accesibilidad del DNA y el reclutamiento de 

complejos transcripcionales.  

1.3.2 Metionina adenosiltransferasa (MAT) 

Las proteínas metionina adenosiltranferasas (MAT), son enzimas esenciales para la 

biosíntesis de S-adenosil metionina (SAM ó AdoMet) a partir de ATP y metionina, el principal 

donante de grupos metilo para la metilación de ácidos nucleicos, fosfolípidos, histonas, aminas 

biógenas y proteínas, siendo el segundo cofactor enzimático más utilizado en la célula 

(Ramani et al., 2017; Kotb et al., 1993; Niland et al., 2021; Rodríguez et al., 2007). En 

mamíferos se han identificado tres genes distintos, MAT1A, MAT2A y MAT2B, que codifican 

las proteínas MATα1, MATα2 y MATβ, respectivamente, las cuales actúan como subunidades 

catalíticas o reguladoras de las isoenzimas MAT (Tabla 1). La subunidad MATα1 se expresa 
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principalmente en el hígado, especialmente en hepatocitos, y en células acinares 

pancreáticas.Por otro lado, MATα2 (395 aminoácidos) y MATβ (334 aminoácidos) se expresan 

en tejidos extrahepáticos, así como en células estrelladas hepáticas y células de Kupffer. La 

interacción entre MATα2 y MATβ da lugar a la isoenzima MATII (Ramani et la., 2017).  

Por otro lado, la expresión de los genes MAT1A, MAT2A y MAT2B está regulada por 

distintos factores de transcripción y mecanismos epigenéticos. En el caso de MAT1A, su 

promotor contiene sitios de unión para factores como HNF, C/EBP, AP-1, STAT, c-Myc y 

v-Myb, los cuales participan en su regulación, especialmente en el hígado. La expresión de 

MAT1A se favorece por hipometilación e hiperacetilación de citosina, mientras que la 

hipermetilación de su promotor reduce su transcripción (Ramani et la., 2017). Mientras que 

MAT2A es regulado positivamente por factores como Sp1, E2F y c-Myb, además de NF-κB, 

AP-1 e HIF-1α en condiciones de regeneración hepática, cáncer o hipoxia. Por ejemplo, se ha 

visto que en el promotor de MAT2A hay sitios de consenso para los factores de transcripción 

c-Myb y Sp1, exclusivamente en células de carcinoma hepatocelular (HCC), pero no en 

hígado normal. Asimismo, se observó una mayor unión de ambos factores al promotor de 

MAT2A, activando directamente su transcripción. En particular, c-Myb actúa como un 

regulador positivo clave de MAT2A, promoviendo su sobreexpresión en HCC y contribuyendo 

al fenotipo proliferativo de las células cancerosas (Ramani et la., 2017; Yang et al, 2001).  ​

 

Tabla 1. Características de las proteínas MAT 
 

Modificado de Ramani et al., 2017.​
 
 

Además de la regulación transcripcional, la función de las proteínas MAT también está 

controlada por diversas modificaciones postraduccionales que influyen en su actividad y 

estabilidad. En MATα1, procesos como la nitrosilación y la oxidación disminuyen su actividad 
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Modificaciones 
postraduccionales 

MAT1A MATα1 
(catalítica) 

MATI, 
MATIII 

MATI 
homotetramérica: 

(α1)₄, MATIII 
homodimérica: 

(α1)₂ 

Citoplasma y 
núcleo 

(hepatocitos) 
C/EBP Nitrosilación 

Fosforilación 

MAT2A MATα2 
(catalítica) 

MATII 
Heterooligoméric

a(α2)₂(β)₁ ó 
(α2)₄(β)₂ 

Citoplasma y 
núcleo (tejidos 
extrahepático) 

Sp1, c-Myb, E2F, 
TNF-α, HIF-1α, 
PPARγ, PPARβ 

Sumoilación 
Fosforilación 
Acetilación 

MAT2B MATβ 
(reguladora) TNF-α, Sirtuin 1 Fosforilación 
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enzimática e incluso pueden inactivarla, mientras que la fosforilación contribuye a mantener 

su función adecuada. En MATα2 y MATβ, la fosforilación aumenta la estabilidad y favorece la 

su función celular. De manera similar, la sumoilación de MATα2 promueve su estabilidad y 

fortalece sus interacciones proteicas. En contraste, la acetilación de MATα2 produce un efecto 

opuesto, al favorecer su desestabilización y reducir su permanencia celular. En conjunto, estas 

modificaciones regulan de forma positiva o negativa la función de las enzimas MAT según el 

contexto celular (Ramani et la., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Participación de MATIIα en la regulación epigenética mediante su interacción con MafK y 
metiltransferasas. Se muestra la interacción de MATIIα con el FT MafK y con metiltransferasas, formando un 
módulo funcional que regula la expresión génica. MATIIα es reclutada a elementos MARE, donde actúa como 
correpresor al proporcionar S-adenosilmetionina (SAM) localmente, contribuyendo a la represión transcripcional. 
Imagen modificada de Katoh et al., 2011, Kera et al., 2013 y Igarashi et al., 2013. 

La localización subcelular de las proteínas MAT constituye otro factor importante que 

influye en su función. Inicialmente, las enzimas MAT se consideraban proteínas 

exclusivamente citosólicas, y se pensaba que SAM producida en el citoplasma era 

transportada al núcleo para llevar a cabo reacciones de metilación de DNA e histonas. Sin 

embargo, estudios posteriores demostraron la presencia de isoenzimas MAT activas dentro del 

núcleo, particularmente de MATI/III (MATα1), tanto en hepatocitos como en otros tejidos de 

mamíferos. Esta localización nuclear, donde incluso se detectaron formas tetraméricas y 

monoméricas con actividad catalítica, sugiere una producción local de SAM necesaria para 

procesos epigenéticos específicos. Además, la acumulación nuclear de MATα1 se correlacionó 

con el aumento de la trimetilación de H3K27 (H3K27me3), una marca epigenética asociada 
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con la represión génica. De manera similar, las subunidades MATα2 y MATβ de la isoenzima 

MATII también se han identificado en el citoplasma y en el núcleo, indicando que su función 

puede depender de su localización subcelular y de su participación en distintos complejos 

regulatorios dentro del ambiente nuclear (Ramani et la., 2017). 

Sin embargo, la función de MAT en el núcleo es en gran medida desconocida. De 

manera interesante, se ha demostrado que las proteínas MAT también pueden interactuar con 

factores de transcripción para regular la expresión génica. Por ejemplo, el análisis del 

interactoma del FT MafK reveló su interacción con MATIIα, formando una red de interacción 

con proteínas asociadas a la cromatina, incluyendo complejos remodeladores como Swi/Snf y 

NuRD. Además, MATIIα es reclutada al elemento de reconocimiento Maf (MARE) presente 

en el gen de la hemo oxigenasa-1 (HO-1), donde actúa como correpresor transcripcional junto 

con MafK. En este contexto, MATIIα proporciona SAM localmente y, junto con MATIIβ, 

forma un módulo funcional denominado SAMIT, el cual favorece el suministro de grupos 

metilo necesarios para la represión transcripcional. Este SAM puede ser utilizado en 

modificaciones epigenéticas como la metilación de histonas, incluyendo H1 y H3, 

particularmente en marcas como H3K4me2 y H3K9me2, asociadas con la regulación de la 

cromatina. Esta función depende tanto de su interacción con reguladores de cromatina como 

de su capacidad para suministrar SAM a las metiltransferasas. De esta manera, MATII 

funciona como un puente entre el metabolismo de SAM y la regulación epigenética de la 

expresión génica (Figura 7) (Katoh et al., 2011; Kera et al., 2013). 

 
1.4 Regulación a nivel de secuencia: Factores de transcripción 

pioneros 
 

Una vez establecida la accesibilidad cromatínica, la regulación transcripcional depende 

de interacciones específicas entre factores reguladores y secuencias particulares del DNA. A 

nivel de secuencia, elementos cis-regulatorios como promotores y enhancers funcionan como 

plataformas de unión para factores de transcripción y complejos co-reguladores que controlan 

el reclutamiento de la maquinaria transcripcional y la expresión de genes específicos (Klemm 

et al., 2019; Ong et al., 2011). Este proceso es esencial para el control preciso de la expresión 

génica, ya que el inicio de la transcripción es el punto de control más importante y está 

regulado por dos clases de proteínas: 1) factores generales de transcripción, como la RNA 

pol II, proteínas accesorias y enzimas que intervienen en las modificaciones de las histonas y 

                                                                                        TESIS                                                                                           31 



POSGRADO EN CIENCIAS GENÓMICAS 

la metilación del DNA; y 2) factores específicos de los genes, también llamados "factores de 

transcripción" (FT) (Suter, 2020). 

Los FT, están regulados por una amplia gama de vías de señalización celular que 

determinan su activación. Una vez activados los FT, deben reclutar a proteínas co-reguladoras 

para la descompactación local de la cromatina y permitir el acceso de la RNA pol II y la 

maquinaria de general de transcripción a la región promotora, regulando así la expresión 

génica (Oraphanides et al., 2002). Los FT reconocen secuencias específicas en el DNA 

mediante la formación de interacciones no covalentes entre residuos de aminoácidos y los 

grupos funcionales de las bases nitrogenadas del DNA, lo cual contribuye a la especificidad de 

unión FT-DNA. Los FT se clasifican de acuerdo a su modo de acción como: migrantes, que 

requieren la participación de cofactores; colonizadores, que requieren la descompactación de 

la cromatina; y pioneros, son los primeros en unirse al DNA ya que pueden reconocer sus 

secuencias aún y cuando están en las estructuras nucleosomales, debido a que tienen la 

capacidad bioquímica intrínseca de escanear motivos de secuencias parciales de DNA que 

están expuestas en la superficie de un nucleosoma y modifican la estructura de la cromatina de 

su sitio objetivo, permitiendo el acceso a otros FT y remodeladores de la cromatina (Fuglerud 

et al., 2017; Fuglerud et al., 2018; Zaret et al., 2020; Slattery et al., 2014). 

Los FT pioneros se consideran reguladores maestros debido a su capacidad de cambiar 

las redes reguladoras de genes y la identidad celular, por lo tanto, cumplen una función clave 

en la diferenciación celular y en el desarrollo de órganos y tejidos (Slattery et al., 2014). 

Recientemente, se han identificado algunos factores pioneros. Sin embargo, con excepción de 

FoxA1 (considerado el FT pionero prototipo) no se conoce  completamente cómo funcionan 

estos FT pioneros a nivel molecular. Por ejemplo, FoxA1, tiene un dominio “forkhead” que le 

permite interactuar con los nucleosomas y modular la accesibilidad de la cromatina. No 

obstante, esta función se limita a FoxA1 (Fuglerud et al., 2017; Fuglerud et al., 2018).  

Por otro lado, los FT pioneros se unen comúnmente a potenciadores (enhancers), que 

son elementos distales que aumentan la transcripción de un gen al interactuar, donde la 

accesibilidad a la cromatina varía según el tipo de célula. Los factores pioneros suelen 

interactuar con modificadores de la cromatina y facilitan la acetilación de histonas (por 

ejemplo, la H3K27ac) en los potenciadores. La acetilación de histonas en potenciadores 

permite la relajación de la estructura de cromatina resultante de la eliminación de la carga 

positiva de las histonas, la unión de proteínas con bromodominios y la comunicación 

potenciador-promotor mediante bucles de cromatina (Fuglerud et al., 2017; Fuglerud et al., 
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2018). Algunos ejemplos de factores de FT pioneros incluyen Paired box 7 (PAX7) y el factor 

de células T (TCF1), los cuales pueden dirigirse a regiones de cromatina asociadas con marcas 

represivas como H3K27me3 y H3K9me3, induciendo posteriormente la activación de las 

secuencias de DNA subyacentes. Sin embargo, no todos los estados de heterocromatina 

parecen ser igualmente permisivos para la acción de estos FT. Por ejemplo, PAX7 puede 

activar potenciadores asociados con regiones marcadas por H3K9me2, pero no con regiones 

más compactas enriquecidas en H3K9me3, lo que sugiere que ciertos estados de cromatina 

requieren mecanismos adicionales de descompactación para permitir la unión y acción de los 

factores pioneros. A pesar de ello, los mecanismos moleculares mediante los cuales estos FT 

interactúan con regiones heterocromáticas permanecen poco comprendidos (Figura 8) (Barral 

et al., 2024; Mayran et al., 2018; Johnson et al., 2018). 

Por otro lado, se ha observado que las PTMs desempeñan un papel importante en la 

función de los FT pioneros, ya que pueden modular sus actividades de escaneo, unión al DNA 

y apertura local de la cromatina. Por ejemplo, la acetilación de PAX7 modula su unión a la 

cromatina y, en consecuencia, el perfil de expresión génica, mientras que su metilación es 

necesaria para su asociación con cromosomas mitóticos. En este sentido, la identificación de 

PTMs en factores pioneros, así como de las enzimas responsables de dichas modificaciones y 

sus efectos funcionales, representa un aspecto clave para futuras investigaciones (Figura 8) 

(Barral et al., 2024; Mayran et al., 2018; Sincennes et al., 2021; Wu et al., 2015). 

 Otro ejemplo es el FT c-Myb (acrónimo virus de la mieloblastosis aviar) de Homo 

sapiens es el FT canónico de la familia Myb. Este FT posee tres dominios clave: un dominio 

de unión al DNA de tipo MYB (DBD-MYB) en la región N-terminal, un dominio de 

transactivación central (tAD) y un dominio regulador C-terminal (CRD). Este FT regula la 

expresión génica en varios tipos celulares y participa en procesos que abarcan desde el control 

del ciclo celular hasta la diferenciación. c-Myb se encuentra altamente expresado y desempeña 

un papel importante en la proliferación y diferenciación celular de progenitores mieloides y 

linfoides. Por ejemplo, c-Myb actúa en conjunto con p300/CBP para activar potenciadores que 

definen la identidad celular durante la hematopoyesis, lo que a su vez puede activar de forma 

aberrante la expresión de oncogenes durante el desarrollo de la leucemia (Fuglerud et al., 

2017; Fuglerud et al., 2018). 
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Figura 8. Mecanismo de acción de los FT pioneros en la apertura de la cromatina. A) Los factores pioneros 
se unen a regiones de cromatina cerrada, inducen accesibilidad local del DNA y promueven la reorganización de 
la cromatina, facilitando la activación génica mediante el reclutamiento de complejos modificadores de histonas, 
la RNA polimerasa y otros reguladores. B) Comparación del estado de elementos cis-regulatorios en eucromatina 
y cromatina silenciosa, donde los factores pioneros, a diferencia de los factores de transcripción convencionales, 
pueden unirse a regiones de cromatina compacta. Imagen modificada de Barral et al., 2024. 

c-Myb se considera un FT pionero debido a su capacidad de reconocer su secuencia de 

consenso en la cromatina cerrada, posiblemente marcada por H3K4me1 (monometilación de la 

lisina 4 de la histona H3), e influir en la conformación del DNA. Para ello, c-Myb se une 

primero a la cromatina cerrada y recluta a través de su dominio tAD a los coactivadores con 

actividad de acetiltransferasa de histonas p300/CBP que acetilan el residuo 27 de lisina de la 
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histona H3 (H3K27ac). El dominio KIX de los coactivadores CBP y p300 sirve como sitio de 

acoplamiento para la formación de heterodímeros entre el coactivador y FT específicos 

(Lemma et al., 2021; Fuglerud et al., 2018). Posteriormente, p300/CBP acetila los residuos de 

lisina conservados de las histonas, lo que neutraliza las cargas positivas de las histonas para 

relajar la cromatina y hace que c-Myb se desprenda de los nucleosomas. Una vez abierta la 

cromatina, c-Myb vuelve a unirse al DNA libre de nucleosomas de su sitio de reconocimiento. 

Por ejemplo, en uno de los genes diana del FT pionero c-Myb, es mim-1, en su promotor se 

recluta p300/CBP ocasionando la acetilación de histonas lo cual es esencial para su activación 

transcripcional. Esto sugiere que, para que c-Myb funcione plenamente como FT pionero, 

deben permanecer intactas las interacciones tanto con H3 como con p300/CBP (Fuglerud et 

al., 2018). Sin embargo, se ha demostrado que la unión de c-Myb a las histonas es deficiente 

cuando estas presentan modificaciones postraduccionales. En particular, c-Myb no puede 

unirse a el extremo amino-terminal de H3 cuando tiene estas PTMs: citrulinación H3R26, 

acetilación H3K27 y fosforilación H3S28. Principalmente, la H3K27ac provoca la disociación 

de c-Myb de la cromatina tras la activación de sus genes diana. Por lo tanto, la acetilación de 

las histonas regula la unión del FT pionero a la cromatina. Asimismo, se ha demostrado que el 

residuo D152 del repetido 3 del DBD-MYB de c-Myb es muy importante para su interacción 

con el DNA, ya que al sustituirlo por una valina (D152V), c-Myb se une al DNA con menor 

eficiencia (Figura 9) (Fuglerud et al., 2018).​

​ Otro ejemplo de FT pionero es FOXA1, el cual se une a enhancers enriquecidos en 

mono-metilación de H3K4 (H3K4me1). El análisis del interactoma de este FT mediante 

ensayos de RIME, reveló que FOXA1 se asocia con histonas y proteínas remodeladoras de la 

cromatina, particularmente con las histonas H2A/B y la histona-lisina metiltransferasa MLL3 

(Figura 10A). Inicialmente, se consideraba que MLL3 participaba principalmente en la 

deposición de H3K4me3 en regiones promotoras; sin embargo, posteriormente se demostró 

que también contribuye al establecimiento de la marca H3K4me1, una marca asociada con 

enhancers. Mediante análisis de ChIP-seq en células de cáncer de mama, se observó que una 

gran proporción de los sitios de unión de MLL3 colocaliza con FOXA1 y presenta 

enriquecimiento principalmente de H3K4me1, mientras que un menor porcentaje también 

muestra H3K4me3, relacionada con regiones promotoras activas (Jozwik et al., 2016).  
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Figura 9. Actividad pionera de c-Myb en la apertura de la cromatina. La figura muestra que c-Myb puede 
reconocer cromatina cerrada asociada con la marca H3K4me1 y reclutar a p300/CBP, lo que favorece la 
acetilación de histonas en H3K27ac. Esta modificación reduce la compactación nucleosomal, aumenta la 
accesibilidad de la cromatina, permite la activación del gen blanco y favorece que c-Myb se desprenda después 
de iniciar la apertura cromatina. El mutante D152V conserva cierta capacidad de unirse a la cromatina y asociarse 
con p300/CBP, pero no promueve eficientemente la acetilación H3K27ac. Como consecuencia, la cromatina 
permanece cerrada y el gen blanco se mantiene en estado silenciado. Tomado y modificado de Fuglerud et al., 
2018​
 

Además, se observó que las regiones unidas por MLL3 exhiben una fuerte señal de 

FOXA1 y H3K4me1, sugiriendo una cooperación funcional entre ambas proteínas en 

elementos reguladores activos o preparados (Figura 10B-C). Asimismo, la disminución de 

FOXA1 redujo la unión de MLL3 a la cromatina, indicando que FOXA1 participa en el 

reclutamiento o estabilización de MLL3 en estas regiones regulatorias. Estos hallazgos 

demostraron que FOXA1 no solo reconoce enhancers previamente marcados, sino que 

también participa activamente en el establecimiento del paisaje epigenético asociado con la 

activación transcripcional (Jozwik et al., 2016). En conjunto, estas interacciones facilitan el 

establecimiento de configuraciones cromáticas asociadas con actividad transcripcional. 
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Figura 10. FOXA1 recluta a MLL3 para establecer marcas epigenéticas en enhancers. A) Interactoma 
FOXA1 en células de cáncer de mama MCF-7. Los datos se representan como una nube de palabras, donde el 
tamaño de los nombres de las proteínas representa la fuerza y la confianza de las interacciones. B) Mapa de calor 
de las regiones unidas conjuntamente MLL3-FOXA1 que muestran la intensidad de la señal de unión para 
FOXA1, MLL3, H3K4me1 y H3K4me3. C) Mecanismo de la función de MLL3 y FOXA1. FOXA1 recluta a la 
enzima MLL3 la cual puede agregar grupos metilo al residuo de lisina 4 de la histona 3. Imagen modificada de 
Jozwik et al., 2016. 
 
2. Entamoeba histolytica (antecedentes particulares) 

2.1 Ciclo de vida 
 

El parásito E. histolytica, es el agente causante de la amebiasis humana, una 

enfermedad enteropática que afecta a millones de personas en todo el mundo. Aunque, las 

infecciones asintomáticas son las más comunes, los síntomas de amebiasis invasiva se 

desarrollan en aproximadamente el 10% de las personas infectadas (Guillén, 2023).  El ciclo 

de vida de este parásito comienza con la ingesta de alimentos contaminados con quistes o vía 

fecal-oral. Los quistes son la forma infectiva y resistente del parásito. El quiste, permite que la 

amiba sobreviva fuera del hospedero, así como resistir a las distintas condiciones ambientales 

mientras halla a su próximo hospedero. Los quistes tienen forma esférica y miden entre 10 y 

12 µm. La pared del quiste tiene entre 120 a 150 nm de espesor y está formada principalmente 
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de quitina, el cual es un polímero de carbohidratos formado por unidades de N-acetilcolina-D 

glucosamina. En el citoplasma del quiste se encuentran de 1 a 4 núcleos que dependen de la 

madurez del quiste (Olivos et al., 2011). Una vez dentro del hospedero, los jugos gástricos 

desintegran la pared del quiste liberando la forma vegetativa del parásito (trofozoito) (Olivos 

et al., 2011).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Ciclo y estadios de vida de E. histolytica. A) Representación esquemática del ciclo de vida de E. 
histolytica, incluyendo la ingestión de quistes maduros, el proceso de excistación en el intestino delgado, la 
liberación de trofozoítos y su colonización en el intestino grueso, así como la formación y eliminación de nuevos 
quistes al ambiente. B) Principales estadios morfológicos del parásito. Ba) Quiste, correspondiente a la forma 
infectiva y resistente responsable de la transmisión fecal-oral. Bb) Trofozoíto, forma vegetativa e invasiva 
asociada con colonización tisular y patogenicidad. Imagen modificada de CDC Public Health Image Library, 
2019 y Chávez et al., 2013. 
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El trofozoito, es la forma infectiva del parásito. Su tamaño oscila entre 20 y 40 μm y se 

caracteriza por un núcleo esférico de 4 a 7 μm de diámetro. La membrana plasmática del 

trofozoito tiene un grosor de 10 nanómetros y está compuesta por lípidos específicos que 

permiten que la amiba se mueva y se dirija a las células blanco o a otros sitios específicos 

dentro del hospedero (Chávez et al., 2013). En la membrana se forma el casquete membranal, 

que le permite a la amiba evadir la respuesta inmunitaria del hospedero y desprenderse de 

moléculas dañinas. La plasticidad de la membrana, junto con la reorganización del 

citoesqueleto y la fluidez del citoplasma, le permite cambiar constantemente su forma y 

desplazarse. El trofozoito forma estructuras llamadas pseudópodos, mediante las cuales 

captura los alimentos líquidos por pinocitosis y sólidos por fagocitosis (Olivos et al., 2011). El 

trofozoito viaja hasta el intestino grueso, se adhiere a la mucosa donde se alimenta de bacterias 

y se divide por fisión binaria. Finalmente, el trofozoito viajará hacia el colon, donde 

comenzará su proceso de enquistamiento para finalmente ser excretado con las heces y 

reiniciar su ciclo de vida en otro hospedero  (Figura 11) (Guillén, 2023; Chávez et al., 2013). 
 

2.2 Genoma​
  

El genoma de E. histolytica fue uno de los primeros genomas protistas secuenciados 

(Clark et al., 2007). En el año 2005 Loftus y colaboradores, completaron la primera 

secuenciación del genoma de E. histolytica. Posteriormente, en 2010, se realizó un nuevo 

análisis y re-anotación del genoma, revelando que el tamaño del genoma de E. histolytica era 

notablemente más pequeño en comparación con el análisis inicial, abarcando un tamaño de 20 

Mb distribuido en 1,486 scaffolds. Además, se estimó que este organismo albergaba 8,201 

genes que codifican para proteínas, teniendo el gen más grande un tamaño de 15,210 pb y el 

más pequeño de 147 pb. Asimismo, se estima que alrededor de 2,000 genes contienen intrones 

y el promedio de intrones/gen es de 1.28. De manera interesante, el 60% de estos genes se 

mantuvieron idénticos a la anotación previa, mientras que el 40% presentó cambios 

estructurales notables. También se observó que el 60% de los genes experimentaron cambios 

en su clasificación funcional al compararlos con secuencias más recientes y nuevos datos 

experimentales. Además, solo se asignaron funciones putativas a 3,788 proteínas, lo que 

equivale al 46% del proteoma predicho de E. histolytica. Dentro de estas proteínas, se 

identificaron 897 familias compuestas por cinco o más miembros, de las cuales 58 familias no 

mostraron homología con proteínas conocidas. Esto sugiere la posible especificidad de estas 
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familias para la especie Entamoeba. Sin embargo, para ambas anotaciones no se logró una 

cobertura completa debido a que este parásito presenta aneuploidía y una gran cantidad de 

regiones repetidas (Lorenzi et al., 2010). La aneuploidía del genoma de E. histolytica; a veces 

más grande que tetraploide, contiene una o más copias adicionales de cromosomas truncados 

más cortos. Esto se debe a que la citocinesis en E. histolytica no está acoplada con la división 

nuclear, por lo tanto, la división celular puede ser asimétrica, dando lugar a células hijas con 

cero, uno o varios núcleos (Guillén, 2023).  

 
2.3 Regulación transcripcional​

 
La regulación transcripcional en E. histolytica presenta características particulares que 

la diferencian de otros organismos eucariotas. Los elementos promotores centrales de los 

genes codificadores de proteínas de E. histolytica incluyen una secuencia similar a TATA 

(GTATTTAAAG/C) en la posición −30, un elemento nuevo denominado GAAC (GAACT) 

cuya ubicación varía entre TATA y el sitio de inicio de la transcripción, y un elemento 

iniciador putativo (Inr) (AAAAATTCA) situado sobre el sitio de inicio de la transcripción 

(Singh et al., 1997). Las regiones no traducidas (UTR) 5’ y 3’ son inusualmente cortas; las 5’ 

UTR pueden medir entre 5 y 21 nucleótidos, mientras que las 3’ UTR generalmente no 

superan los 34 nucleótidos (de Dios et al., 2005; Bruchhaus et al., 1993).  

Asimismo, en la región promotora se identificó un motivo conservado similar a una 

caja TATA, con la secuencia TATTTAAA, localizado aproximadamente 30 nucleótidos río 

arriba del sitio de inicio de la transcripción. Este motivo parece funcionar como un elemento 

regulador importante, ya que ensayos de EMSA demostraron que puede unirse 

específicamente a proteínas nucleares, lo que sugiere que actúa como sitio de unión para 

factores de transcripción. En el caso del gen de la lectina de 170 kDa, se encontró una variante 

de este motivo (TAATTTAAA) repetida cuatro veces, lo que sugiere una posible función como 

elemento cis-regulador específico de este gen (Bruchhaus et al., 1993). También se observó 

que el inicio de la transcripción ocurre de forma consistente sobre los motivos conservados 

ATTCA o ATCA, localizados muy cerca del codón de inicio ATG. Debido a que en E. 

histolytica no existe evidencia de trans-splicing, como ocurre en kinetoplástidos, estos 

motivos podrían funcionar como una especie de secuencia líder necesaria para el correcto 

inicio de la transcripción (Bruchhaus et al., 1993).​

​ Otro aspecto importante es el modo de transcripción. Aunque varios genes aparecen 
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muy próximos entre sí y orientados en la misma dirección, el análisis de nuclear run-on 

demostró que al menos el gen de la lectina de 170 kDa se transcribe de forma monocistrónica, 

similar a la mayoría de los eucariotas, y no policistrónica como en kinetoplástidos. Esto indica 

que, aunque existe una organización genómica compacta, cada gen mantiene su propia 

regulación transcripcional (Bruchhaus et al., 1993).​

​ Por otro lado, en E. histolytica se han descrito diversos factores de transcripción que 

regulan la expresión génica de este parásito. Algunas de estas proteínas fueron identificadas 

mediante el análisis funcional de promotores, mientras que otras se reconocieron por su 

homología con factores presentes en otros eucariotas, incluidos metazoos como Homo sapiens 

y amebozoos como Dictyostelium discoideum. Entre los factores mejor caracterizados se 

encuentra URE3-BP, una proteína que reconoce el motivo URE3, cuya secuencia central 

corresponde a TATTCTATT. Este elemento regulador fue descrito inicialmente en promotores 

de genes asociados con virulencia, como el gen de la lectina Gal/GalNAc y el gen de 

ferredoxina. Posteriormente, URE3-BP fue identificado mediante un sistema de híbrido en 

levadura y se demostró su unión específica al DNA mediante EMSA, ensayos con proteínas 

recombinantes y análisis de ocupación de promotores. Además, estudios transcriptómicos y 

funcionales mostraron que URE3-BP regula genes relacionados con virulencia, motilidad y 

remodelación de la superficie celular, por lo que se considera uno de los factores 

transcripcionales más importantes descritos en E. histolytica (Purdy et al., 1996; Gilchrist et 

al., Gilchrist et al., 1998, Gilchrist et al., 2001, Gilchrist et al., 2003, Gilchrist et al., 2008, 

Gilchrist et al., 2010). ​

​ Otro caso importante corresponde a EhEBP1 y EhEBP2, dos proteínas de unión 

específica al elemento URE4 del promotor de hgl5, gen que codifica una subunidad de la 

lectina Gal/GalNAc. Estas proteínas fueron identificadas a partir de extractos nucleares 

mediante purificación por afinidad a DNA y ensayos EMSA. Los análisis con proteínas 

recombinantes demostraron que EhEBP1 y EhEBP2 se unen específicamente a 

oligonucleótidos que contienen el motivo URE4, que incluye repeticiones ricas en adenina 

como AAAAATGAA. Debido a esto, se les considera proteínas reguladoras asociadas al 

control de genes de virulencia en E. histolytica (Schaenman et al., 2001).​

​ También se ha descrito una proteína tipo p53 en E. histolytica, denominada Ehp53. 

Esta proteína fue reconocida por anticuerpos contra p53 de mamíferos y se demostró que 

puede unirse, mediante EMSA, a una secuencia consenso similar a la reconocida por p53. Sin 

embargo, es más preciso señalar que estos resultados sugieren una posible función reguladora 
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relacionada con respuestas celulares, ya que la caracterización funcional de sus genes blanco 

en E. histolytica no está tan desarrollada como en otros factores transcripcionales (Mendoza et 

al., 2003).​

​ Por otra parte, EhHMGB1 corresponde a una proteína tipo high-mobility group box. A 

diferencia de los factores que reconocen motivos específicos de DNA, EhHMGB1 actúa 

principalmente como una proteína arquitectónica de cromatina. Su caracterización mostró 

localización nuclear, capacidad de doblar DNA in vitro y capacidad para favorecer la unión de 

p53 a su secuencia blanco en ensayos in vitro. Además, la sobreexpresión de EhHMGB1 

modificó la expresión de un conjunto de transcritos, lo que sugiere que puede participar en la 

organización local de la cromatina y en la regulación indirecta de la expresión génica 

(Abhyankar et al., 2008). ​

​ Asimismo, se han identificado proteínas tipo C/EBP asociadas con la regulación del 

gen EhPgp1, un gen relacionado con resistencia a múltiples fármacos. En el promotor de 

EhPgp1 se describieron dos sitios tipo CCAAT/enhancer-binding protein que funcionan como 

elementos cis-activadores. Estos sitios fueron analizados mediante mutagénesis, transfección, 

ensayos de unión DNA-proteína y purificación por afinidad, lo que permitió proponer que 

proteínas tipo C/EBP participan en la activación transcripcional de EhPgp1 (Marchat et al., 

2002). Por otro lado, se ha caracterizado a EhTBP, la proteína de unión a caja TATA de E. 

histolytica, como parte de la maquinaria basal de transcripción. EhTBP reconoce la secuencia 

TATTTAAA, considerada una variante canónica de caja TATA en este parásito, y también 

puede unirse a otras variantes TATA presentes en promotores amebianos. Además, se ha 

descrito un factor relacionado con TBP (TBP-related factor 1), que también pertenece a la 

familia de factores basales de transcripción. En conjunto, estos factores podrían participar en 

el ensamblaje y modulación de la maquinaria basal de transcripción en E. histolytica 

(Luna-Arias et al., 1999; de Dios-Bravo et al., 2005; Castañón-Sánchez et al., 2010).​

​ Por último, se han identificado FT de la familia Myb, dentro de la cual destaca 

EhMyb-dr y EhMyb10. EhMyb-dr, que reconoce secuencias ricas en citosinas como 

CCCCCC, y fue estudiado mediante microarreglos, MEME, MAST, EMSA y ChIP. Este FT 

participa en la regulación coordinada de genes y en procesos de diferenciación trofozoito a 

quiste (Ehrenkaufer et al., 2007; Ehrenkaufer et al., 2009). Por otro lado, EhMyb10 reconoce 

el motivo consenso TAACGG, típico de proteínas MYB. Su identificación se realizó por 

búsqueda genómica y EMSA, mostrando unión específica in vitro (Meneses et al., 2010). En 

conjunto, estos hallazgos muestran que E. histolytica posee una red compleja de regulación 
                                                                                        TESIS                                                                                           42 



POSGRADO EN CIENCIAS GENÓMICAS 

transcripcional basada en factores específicos de unión a DNA, proteínas estructurales de 

cromatina y reguladores tipo Myb, que controlan procesos como virulencia, diferenciación, 

respuesta al estrés y expresión génica constitutiva (Singh et al., 2010; Meneses et al., 2010).​
 

2.4 Regulación a nivel del núcleo 
 

El genoma de E. histolytica está organizado en una cromatina similar a la de otros 

eucariotas, formada por nucleosomas funcionales de aproximadamente 10 nm de diámetro y 

asociada con modificaciones epigenéticas activadoras y represivas. Aunque aún no se ha 

demostrado formalmente la existencia de territorios cromosómicos como en mamíferos, sí 

existe una regulación espacial y epigenética del genoma que probablemente influye de forma 

importante en la expresión génica, diferenciación y virulencia del parásito. Sin embargo, a 

diferencia de organismos superiores, en E. histolytica no se observa una heterocromatina 

constitutiva tan claramente organizada en grandes dominios pericentroméricos o perinucleares 

bien definidos. Su genoma parece ser más dinámico y menos compartimentalizado (Torres et 

al., 1991; Lozano et al., 2016; Borbolla et al., 2016; Cremer et al., 2001; Huguenin et al., 

2010).  

La eucromatina corresponde a regiones de cromatina más relajadas y accesibles, 

asociadas con genes transcripcionalmente activos. En E. histolytica, varios estudios han 

mostrado que los genes que se están expresando se localizan en regiones sensibles a nucleasas 

como DNasa I o micrococcal nuclease (MNase), lo que indica una estructura más abierta de la 

cromatina. Además, estas regiones suelen presentar modificaciones de histonas asociadas con 

activación transcripcional Por otro lado, la heterocromatina corresponde a regiones más 

compactas y menos accesibles, relacionadas con silenciamiento génico. En Entamoeba se ha 

observado que ciertos genes reprimidos presentan menor accesibilidad cromatínica y están 

asociados con marcas represivas como H3K27me2, una dimetilación clásica relacionada con 

represión transcripcional. También se ha sugerido que regiones repetitivas, genes ribosomales 

no activos y algunas zonas subteloméricas podrían comportarse como dominios 

heterocromáticos (Torres et al., 1991; Borbolla et al., 2016; Rendón et al., 2018; Loftus et al., 

2005). 

En resumen, en E. histolytica el genoma está organizado en cromatina con 

nucleosomas funcionales, modificaciones epigenéticas activadoras y represoras, y una 

arquitectura nuclear especializada. Aunque aún no se ha demostrado formalmente la existencia 
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de territorios cromosómicos como en mamíferos, sí existe una regulación espacial y 

epigenética del genoma que probablemente influye de forma importante en la expresión 

génica, diferenciación y virulencia del parásito (Torres et al., 1991; Borbolla et al., 2016; 

Rendón et al., 2018; Loftus et al., 2005; Huguenin et al., 2010; Lozano et al., 2016). 
 

2.5 Regulación a nivel de la cromatina  
 

Aunque la organización y regulación de la cromatina han sido ampliamente 

caracterizadas en otros eucariotas, en E. histolytica los mecanismos epigenéticos asociados 

con el control transcripcional aún son poco conocidos. Sin embargo, en los últimos años se ha  

demostrado que el genoma de E. histolytica está organizado en cromatina, cuya unidad 

fundamental es el nucleosoma. El genoma de este parásito codifica para las histonas H2A, 

H2B, H3 y H4, lo que sugiere que el DNA se enrolla alrededor de octámeros de histonas de 

forma similar a otros eucariotas. Sin embargo, el DNA linker entre nucleosomas presenta una 

longitud irregular, a diferencia de los ~40 pb más uniformes observados en metazoos, lo que 

sugiere una organización de cromatina más flexible, diferencias en la compactación y 

organización de la cromatina (Lozano et al., 2016). Por otro lado, también se ha observado que 

las histonas de E. histolytica presentan diferencias en su secuencia aminoacídica respecto a las 

histonas de metazoos; sin embargo, conservan regiones ricas en residuos básicos de lisina y 

arginina que pueden ser objetivos potenciales para modificaciones postraduccionales como la 

acetilación y la metilación, a través de la acción de las acetiltransferasas de histonas (HAT) o 

las metiltransferasas de lisina o arginina (HKMT o PRMT), respectivamente (Lozano et al., 

2016). Por ejemplo, el extremo  N-terminal de la histona H3 de E. histolytica es 

significativamente diferente de las de los eucariotas superiores, pero aún contiene la mayoría 

de los residuos putativos que suelen ser objeto de PTM, con la excepción del noveno residuo, 

donde hay una arginina en lugar de una lisina (Huguenin et al., 2010; Fodinger et al., 1993). 

Por otro lado, la histona H4 comparte aproximadamente un 71 % de identidad de secuencia 

con la histona H4 de mamíferos. Las principales diferencias se localizan en el extremo amino 

terminal (NH₂-terminal), donde presenta tres inserciones ausentes en las histonas H4 de otros 

eucariotas. Una de estas inserciones se encuentra al inicio de la región amino terminal, otra 

entre los aminoácidos 10 y 11, y una tercera después del aminoácido 14. Esta última inserción 

resulta particularmente relevante debido a la presencia de tres residuos adicionales de lisina, 

los cuales podrían constituir sitios potenciales para modificaciones postraduccionales, como 
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acetilación o metilación, relacionadas con la regulación de la cromatina y la expresión génica 

(Lozano et al., 2016; Binder et al., 1995). 

Mediante análisis in silico, se han identificado algunas proteínas involucradas en la 

regulación epigenética de E. histolytica, tales como acetiltransferasas, desacetilasas, 

metiltransferasas de DNA, metiltransferasas de histonas de lisina y arginina, y el complejo 

remodelador de la cromatina SWI2/SNF2 ATPasas (Ramakrishnan et al., 2004; Banerjee et 

al., 2005; Borbolla et al., 2015; Borbolla et al., 2016; Lyer et al., 2008). En el caso de las 

proteínas involucradas en la acetilación de histonas, estas pertenecen a las familias GNAT y 

MYST, de las cuales la acetiltransferasa EhMYST se ha demostrado presenta actividad HAT 

con histonas del timo de ternera y mostró una preferencia por la histona H4, similar a la 

proteína MYST de levadura, Esa1 (Lozano et al., 2016; Ramakrishnan et al., 2004). Por otro 

lado, se detectó actividad de histona desacetilasa (HDAC) en extractos nucleares de E. 

histolytica, lo que sugiere la presencia de enzimas desacetilasas funcionales en el parásito. 

Adicionalmente, se ha identificado un homólogo amebiano de HDAC1 denominado ehHDAC. 

Sin embargo, aunque estos resultados apoyan la existencia de mecanismos de desacetilación 

de histonas en E. histolytica, el estudio no evaluó directamente la actividad catalítica 

específica de ehHDAC (Lozano et al., 2016; Ramakrishnan et al., 2004).  

Figura 12. Mecanismos epigenéticos implicados en la regulación de la cromatina y la expresión génica en E. 
histolytica. La figura muestra una representación esquemática de los principales mecanismos epigenéticos 
descritos en E. histolytica involucrados en la regulación de la estructura cromatínica y la expresión génica. El 
DNA del parásito se organiza en nucleosomas formados por las histonas H2A, H2B, H3 y H4, separados por 
regiones de DNA linker de longitud variable. Se ilustran diferentes modificaciones postraduccionales de histonas 
y DNA. Asimismo, se representan algunas proteínas epigenéticas identificadas en el parásito. Imagen elaborada 
en BioRender.  
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También se determinó que el genoma codifica para diferentes metiltransferasas de 

lisina y arginina entre las cuales ya algunas se ha determinado experimentalmente que 

catalizan la adición de grupos metilo en los residuos de lisina y arginina de las histonas y que 

se relacionan con regulación de algunas funciones celulares relacionadas con la virulencia y 

supervivencia  celular, la metilación de proteínas involucradas en la fagocitocis (Figura 12) 

(Borbolla et al., 2015; Borbolla et al., 2016; Medina et al., 2021; Lozano et al., 2016; 

Ramakrishnan et al., 2004). En conjunto, la evidencia disponible sugiere que E. histolytica 

posee mecanismos epigenéticos potencialmente involucrados en la regulación de la cromatina 

y la expresión génica, aunque la función específica de muchos de estos componentes aún 

permanece poco comprendida. 

2.5.1 Marcas epigenéticas en E. histolytica 

Las marcas epigenéticas en parásitos regulan la expresión de sus genes sin alterar la 

secuencia de DNA. Estas modificaciones son fundamentales para su supervivencia, adaptación 

al huésped, evasión inmunológica y diferenciación en su ciclo biológico. Sin embargo, los 

mecanismos moleculares que regulan la expresión génica en el parásito E. histolytica durante 

la invasión del huésped o su enquistamiento son poco conocidos (Lozano et al., 2016). Existen 

evidencias que sugieren que mecanismos epigenéticos como la metilación del DNA y la 

modificación de las histonas, están involucradas en la regulación de la expresión génica en 

este parásito (Lozano et al., 2016).  

Hasta la fecha, las únicas marcas epigenéticas que se han analizado experimentalmente 

en este parásito, se encuentran principalmente en los extremos N-terminal de las histonas H3 y 

H4. En la histona H3 se ha estudiado la di y tri metilación del residuo de lisina 4 de la histona 

H3 (H3K4me2/3), que están asociados a cambios en la activación transcripcional, mientras 

que la desmetilación de la lisina 4 de la histona H3 y la di metilación de la lisina 27 de la 

histona H3 (H3K27me2) esta está fuertemente asociada con la represión transcripcional 

(Borbolla et al., 2016; Lozano et al., 2016; Foda et al., 2015).  

Por otro lado, se ha demostrado que en el extremo N-terminal de la histona H4 está 

acetilada en los residuos de lisina  K5, K8, K12 y K16 y mono-di metilada en el residuo de 

arginina R3, todas asociadas con la activación transcripcional (Lozano et al., 2016). 

Asimismo, se ha analizado la metilación de la histona H4 en este parásito. La  dimetilación del 

residuo de lisina 20  (H4K20me2) en eucariotas superiores, se encuentra ampliamente 

distribuida en el núcleo y se ha relacionado con la reparación del DNA ya que se ha 
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encontrado enriquecida en sitios de daño al DNA (Paquin el al., 2018). En contraste, la tri 

metilación  de la misma (H3K20me3), se encuentra enriquecida en la heterocromatina y 

relaciona con el silenciamiento génico de elementos repetitivos como son las secuencias 

teloméricas en el genoma de mamíferos (Ren et al., 2021). En E. histolytica, ambas marcas se 

han observado en el núcleo, lo que indica que podrían desempeñar un papel en la expresión 

génica de este parásito. Sin embargo, hasta ahora se desconoce el papel funcional de la di- y tri 

metilación de H4K20 en la epigenética de E. histolytica (Figura 13) (Lozano et al., 2016; 

Rendón et al., 2018).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13. Marcas epigenéticas identificadas en E. histolytica. A) Se muestran las principales 
modificaciones epigenéticas identificadas experimentalmente en E. histolytica, clasificadas de acuerdo 
con su asociación reportada con activación transcripcional, represión génica o función putativa dentro de 
la regulación de la expresión génica. B) Localización nuclear de marcas epigenéticas asociadas con 
activación y represión génica en trofozoítos de E. histolytica mediante ensayos de inmunofluorescencia 
(Borbolla et al., 2016; Lozano et al., 2016). Imagen elaborada en BioRender. 
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2.5.2 Proteínas metiltransferasas y MAT en E. histolytica 

En E. histolytica se identificaron cuatro metiltransferasas de lisina de histonas 

(EhPKMTs), denominadas EhHKMT1-4, las cuales contienen dominios SET conservados 

característicos de proteínas metiltransferasas. Los análisis filogenéticos mostraron que 

EhHKMT1, EhHKMT2 y EhHKMT3 presentan similitud con las metiltransferasas humanas 

SMYD3 y SUV420H2, asociadas con la metilación de H3K4, H4K5 y H4K20. En contraste, 

EhHKMT4 fue la proteína más divergente y presentó un dominio TPR relacionado con 

interacciones proteína-proteína, además de mostrar similitud con la proteína humana 

HsPRDM1. La conservación de residuos equivalentes a H3K4, H4K5 y H4K20 en las histonas 

amebianas sugirió que estas modificaciones también podrían ocurrir en E. histolytica (Figura 

14).  

Estudios de inmunofluorescencia e inmunoelectromicroscopía mostraron que 

EhHKMT1, EhHKMT2 y EhHKMT4 se localizan tanto en núcleo como en el citoplasma. 

Dentro del núcleo, EhHKMT1 se detectó asociada con eucromatina, mientras que EhHKMT2 

se localiza cerca de la cromatina condensada y EhHKMT4 directamente en regiones de 

cromatina condensada, sugiriendo posibles funciones tanto en activación como en represión 

transcripcional (Figura 15) (Borbolla et al., 2016).  

Además,  ensayos enzimáticos con proteínas recombinantes demostraron que las cuatro 

proteínas poseen actividad histona metiltransferasa. EhHKMT1 cataliza la formación de 

H4K20me2, EhHKMT2 se asoció con H3K4me3 y EhHKMT4 con H4K20me3, mientras que 

no se detectó una marca específica para EhHKMT3. Además, EhHKMT2 y EhHKMT4 se 

localizaron alrededor de eritrocitos fagocitados y co-inmunoprecipitaron con EhADH, una 

proteína involucrada en fagocitosis, sugiriendo que estas enzimas también podrían participar 

en la metilación de proteínas no histónicas relacionadas con procesos de virulencia y tráfico 

vesicular  (Borbolla et al., 2016). 

Por otro lado, también se han identificado cinco metiltransferasas de arginina putativas 

(PRMTs): una con similitud a PRMT5 y cuatro con similitud limitada a PRMT1. De estas 

últimas, tres fueron denominadas EhPRMT1a, EhPRMT1b y EhPRMT1c, ya que presentan 

relación filogenética y estructural con PRMT1 humana. También se describió una proteína 

más atípica, llamada EhPRMT-A, debido a su baja homología con otras PRMT conocidas. 

Experimentalmente, se ha demostrado que E. histolytica expresa proteínas relacionadas con 

PRMT1, detectadas tanto en el citoplasma como en el núcleo mediante anticuerpos contra 
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PRMT1 humana. Además, una de estas proteínas, EhPRMT1a recombinante, mostró 

capacidad de formar oligómeros y presentó actividad metiltransferasa sobre proteínas 

nucleares del parásito y sobre histona H4 comercial. También se demostró la presencia de una 

marca epigenética equivalente a H4R3me2, probablemente correspondiente a EhH4R8me2, ya 

que un anticuerpo contra H4R3me2 reconoció una proteína nuclear de aproximadamente 18 

kDa y la señal se localizó en el núcleo de los trofozoítos. En conjunto, estos datos sugieren 

que las PRMTs de E. histolytica, especialmente EhPRMT1a, podrían participar en la 

regulación epigenética del parásito mediante la metilación de argininas en histonas. Sin 

embargo, aún falta demostrar con precisión cuál PRMT modifica EhH4R8 dentro de la célula 

y cómo esta modificación regula directamente la expresión génica (Borbolla et al., 2015). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Metiltransferasas de lisina en E. histolytica. A) Se muestran los dominios SET de cada proteína 
EhHKMT y TPR de EhHKMT4. Los números indican residuos de aminoácidos. B) Comparación filogenética de 
EhHKMT con otros HKMT. C) Alineación de los extremos N-terminal de H3 y H4. Secuencias de los extremos 
N de E. histolytica (Eh) H3 (izquierda) y H4 (derecha) se alinearon con los fragmentos correspondientes de 
histonas humanas (Hs). Las flechas indican los residuos de lisina que son metilados por las enzimas humanas 
SMYD3 y SUV420H2. Imagen modificada de Borbolla et al., 2016. 
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Por otra parte, también se han identificado en E. histolytica tres proteínas metionina 

adenosiltransferasa (MAT), codificadas por los genes EhMAT1A, EhMAT2A-I y 

EhMAT2A-II, las cuales participan en la biosíntesis de S-adenosilmetionina (SAM). Sin 

embargo, hasta el momento estas proteínas han sido poco estudiadas en el parásito y su posible 

participación en mecanismos epigenéticos permanece prácticamente desconocida. Una de las 

primeras evidencias relacionadas con estas enzimas corresponde a EhMAT1A, identificada 

como blanco de S-nitrosilación bajo condiciones de estrés nitrosativo, sugiriendo que su 

actividad podría ser regulada mediante modificaciones postraduccionales inducidas por estrés 

celular (Trebicz et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

​
Figura 15. Localización subcelular de EhHKMT1, EhHKMT2 y EhHKMT4 en trofozoitos de E. histolytica. 
Localización de EhHKMT de  E. histolytica analizados  mediante microscopía confocal y microscopía electrónica 
de transmisión (MET). Las flechas mostraron la detección de EhHKMT en el núcleo. Las puntas de flecha 
mostraron la detección de EhHKMT en el citoplasma. Los cuadrados 1 y 2 mostraron la magnificación de 
algunas señales positivas detectadas en el citoplasma y el núcleo respectivamente. Imagen modificada de 
Borbolla et al., 2016. 

Por otro lado, la proteína codificada por EhMAT2A-I corresponde a la estructura 

cristalográfica depositada como PDB ID: 3SO4, obtenida mediante cristalografía de rayos X 

con una resolución de 3.18 Å (Figura 16). El análisis estructural mostró que la proteína se 

organiza como un homotetrámero compuesto por cuatro subunidades idénticas, una 
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característica estructural altamente conservada en las MAT eucarióticas. Cada monómero 

presenta aproximadamente 415 aminoácidos y contiene los dominios estructurales 

característicos requeridos para la síntesis de SAM a partir de metionina y ATP. Además, la 

estructura evidenció una alta conservación evolutiva y la presencia de regiones estructurales 

asociadas con la unión de sustratos y la actividad catalítica. Aunque no se realizaron análisis 

funcionales detallados, esta estructura constituye la principal evidencia experimental 

disponible para una MAT de E. histolytica y sugiere que podría desempeñar un papel 

importante en la homeostasis de SAM y, potencialmente, en procesos celulares dependientes 

de metilación (Merritt et al., 2011). 

 

 

​
​
​
​
​
​
​
 

 

 

 

​
​
​
​
Figura 16. Estructura tridimensional de EhMAT2A-I de E. histolytica. A) Estructura cristalográfica  de 
EhMAT2A-I (PDB ID: 3SO4), obtenida por cristalografía de rayos X a 3.18 Å. B) EhMAT2A-I presenta tres 
dominios funcionales. Imagen modificada de Merritt et al., 2011. 

​ Finalmente, estudios transcriptómicos realizados bajo diferentes condiciones de 

disponibilidad de hierro identificaron que las tres proteínas MAT responden a cambios en la 

concentración de hierro; sin embargo, EhMAT2A-II fue la proteína más analizada debido a 

que presentó un patrón de expresión más consistente. Los autores observaron que su expresión 

aumentaba en condiciones de bajo hierro y disminuye durante deficiencia severa, 

recuperándose nuevamente tras la suplementación con hemoglobina. Estos resultados sugieren 

que la biosíntesis de SAM podría estar regulada en respuesta al estado metabólico y a la 

disponibilidad de hierro en el parásito (Hernández et al., 2014).​
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​ En conjunto, estos hallazgos sugieren que las proteínas SAMS podrían participar en la 

integración de señales metabólicas y de estrés con procesos regulatorios mediados por 

metilación, aunque su función específica en la regulación epigenética de E. histolytica aún 

requiere ser investigada. 

2.6 Regulación a nivel de secuencia: Factores de transcripción Myb en 
E. histolytica 

La secuenciación del genoma de E. histolytica ha revelado la presencia de genes que 

codifican para FT que contienen un DBD de tipo MYB, HMG1, MADS, GATA, HSF y STAT. 

Sin embargo, se destaca la abundancia del dominio MYB en el genoma de E. histolytica 

(Meneses et al., 2010). Mediante análisis in silico se identificaron 34 marcos de lectura 

abiertos (ORF) que codifican para 32 proteínas con DBD-MYB homólogos al FT c-Myb 

humano (Figura 17). Estas proteínas se agrupan en tres grupos monofiléticos pertenecientes a 

tres familias: La familia I denominada EhMybR2R3, la familia II denominada de unión a 

telómeros y la familia III o EhMybSHAQKYF (Meneses et al., 2010). La familia I 

EhMybR2R3 está conformada por 14 proteínas numeradas secuencialmente (EhMyb1 a 

EhMyb14). Estas proteínas conservan los repetidos R2 y R3 en su DBD-MYB. El repetido R3 

es el responsables de reconocer su secuencia consenso (C/TAACTG), denominada elemento 

de reconocimiento a MYB o ERM para poder unirse al DNA, mientras que el repetido R2 

mantiene y refuerza la estabilidad de la unión DNA-Proteína. Por otro lado, la familia II 

consta de 5 proteínas que contienen un solo repetido R3 y se relacionan con la protección de 

los extremos terminales de los cromosomas. La familia III EhMybSHAQKYF contiene 9 

proteínas similares a las proteínas Myb SHAQKYF presentes en plantas, algas y D. 

discoideum (Meneses et al., 2010).  

Por otro lado, se observó que los genes que codifican para proteínas con DBD-MYB se 

expresan de forma diferencial en condiciones basales de cultivo, lo que sugiere que pueden ser 

importantes reguladores transcripcionales de los genes implicados en la virulencia, el 

enquistamiento y la respuesta al estrés (Cardenas et al., 2021). Por ejemplo, se ha observado 

que la proteína EhMyb-dr, perteneciente a la familia EhMybSHAQKYF, muestra una 

expresión baja en el estadio de trofozoito y aumenta su expresión durante el enquistamiento 

(Ehrenkaufer et al., 2009). Asimismo, la sobreexpresión de EhMyb-dr indujo la expresión de 

un subconjunto de genes específicos de quistes, lo que sugiere que es probable que se 

requieran otros reguladores transcripcionales, junto con factores de remodelación de la 
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cromatina como las HATs, para que ocurra la conversión de trofozoito a quiste (Ehrenkaufer et 

al., 2009).  

Por lo tanto, el estudio de los factores de transcripción Myb es fundamental para 

comprender los mecanismos relacionados con la patogenicidad, la virulencia y el 

enquistamiento de E. histolytica, así como para el desarrollo de estrategias terapéuticas 

dirigidas contra esta infección parasitaria. 

 

 

 

Figura 17. Proteínas EhMyb de E. histolytica. A) Diagrama de la proteína c-Myb y las proteínas que contienen 
el DBD-MYB de E. histolytica. Organización del dominio DBD-MYB: R1, blanco; R2, negro sólido; y R3, gris. 
*Indica proteínas codificadas por genes duplicados, y Δ indica proteínas codificadas por genes truncos. B) Árbol 
filogenético de las proteínas que contienen el dominio DBD-MYB de E. histolytica (no incluye las proteínas de 
genes duplicados o truncos). Los cuadros grises claros muestran las familias específicas de E. histolytica. Imagen 
modificada de Meneses et al., 2010. 
 

2.7 EhMyb10 
EhMyb10 es un FT perteneciente a la familia MYB tipo R2R3 en E. histolytica. El gen 

ehmyb10 codifica una proteína de 153 aminoácidos con un peso molecular aproximado de 

17.9 kDa. Análisis bioinformáticos han identificado en EhMyb10 múltiples sitios 
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potencialmente susceptibles a modificaciones postraduccionales, incluyendo metilación, 

ubiquitinación, SUMOilación y fosforilación. Estas modificaciones podrían influir en distintos 

aspectos funcionales de la proteína, como su interacción con otras proteínas y componentes de 

la maquinaria transcripcional, su afinidad de unión al DNA, así como su estabilidad y 

localización subcelular. Asimismo, EhMyb10 presenta dos secuencias de localización nuclear, 

lo que sugiere que puede ser transportada activamente al núcleo para ejercer su función 

reguladora como FT (Figura 18) (Tesis de Licenciatura de Aguirre, 2023). 

Además, EhMyb10 presenta regiones intrínsecamente desordenadas (IDR, del inglés 

Intrinsically Disordered Regions) en los extremos amino terminal (1–32 aa) y carboxilo 

terminal (142–152 aa), las cuales corresponden a secuencias que carecen de una estructura 

tridimensional estable. Estudios recientes han demostrado que las IDR presentes en factores de 

transcripción desempeñan funciones multifuncionales debido a su alta flexibilidad 

conformacional, lo que les permite actuar como plataformas dinámicas de interacción con 

otras proteínas y componentes reguladores. Asimismo, estas regiones pueden participar en la 

modulación de la arquitectura de la cromatina y contribuir a la especificidad de unión del FT a 

sus secuencias blanco en el DNA (Tesis de Licenciatura de Aguirre, 2023; Xiao et al., 2025; 

Jonas et al., 2025; Már et al., 2023).   

Por otro lado, se observó que las regiones intrínsecamente desordenadas de EhMyb10 

contienen múltiples sitios potencialmente susceptibles a modificaciones postraduccionales, 

como ubiquitinación SUMOilación y, principalmente, fosforilación. En factores de 

transcripción, las IDR suelen estar enriquecidas en sitios de PTMs, las cuales desempeñan un 

papel importante en la regulación de diversas funciones biológicas. Por ejemplo, la 

fosforilación introduce grupos fosfatos con carga negativa que pueden modificar las 

propiedades electrostáticas y conformacionales de las IDR, alterando la afinidad de interacción 

con proteínas asociadas o con el DNA. Asimismo, la presencia de múltiples sitios de 

fosforilación cercanos a dominios de unión al DNA puede favorecer cambios 

conformacionales que modulan la especificidad y el reconocimiento de secuencias blanco. 

Estas observaciones sugieren que las IDR de EhMyb10 podrían participar activamente en la 

regulación dinámica de su actividad transcripcional y de sus interacciones moleculares (Tesis 

de Licenciatura de Aguirre, 2023; Xiao et al., 2025). 
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Figura 18. Estructura tridimensional y modificaciones postraduccionales de EhMyb10. A) Estructura 
tridimensional de EhMyb10 obtenida por ALPHA-FOLD y modificada en PyMOL. Los repetidos R2 y R3 que se 
muestran en color azul conformados por tres α-hélices (α1, α2 y α3) cada uno. Se muestran los residuos en 
diferentes colores donde se predicen las PTMs. B) Representación esquemática de EhMyb10 donde se indican en 
amarillo las regiones desordenadas (IDR), los sitios de ubiquitinación, metilación, SUMOilación y fosforilación. 
Las cajas en verde y azul indican los repetidos R2 y R3 respectivamente. 
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Figura 19. Caracterización estructural y funcional del dominio MYB R2R3 de EhMyb10 en E. histolytica. 
A) Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los repetidos R2 y R3 de las proteínas c-Myb y EhMyb10. 
Las líneas negras indican las posiciones de cada repetido R2 y R3. Las líneas grises ilustran las α-hélices 
predichas de c-Myb. Las puntas de flecha indican la posición de los residuos de triptófano conservados y la punta 
de flecha roja indica el residuo de ácido aspártico (D152) conservado.  B) Estructura tridimensional del 
DBD-MYB R2R3 de c-MYB y EhMyb10. “W” representa a los residuos de triptófano y “F” y “Y”, residuos de 
los fenilalanina y tirosina respectivamente. C) Ensayo EMSA de la proteína EhMyb10r. D) Secuencias de los 
oligonucleótidos utilizados en los ensayos EMSA. E) Ensayos de competencia. Los complejos de DNA-proteína I 
y II se indican mediante flechas. Imagen adaptada de Meneses et al., 2010. 
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Además, se ha demostrado que el DBD-MYB R2R3 entre c-Myb y EhMyb10 se 

encuentra altamente conservado en ambos repetidos. Cada repetido está conformado por tres 

α-hélices características de los factores de transcripción MYB, donde la tercera hélice 

participa directamente en el reconocimiento y unión al DNA. Asimismo, se observó la 

conservación de los residuos de triptófano característicos del dominio MYB, los cuales son 

importantes para mantener la estabilidad estructural del dominio mediante interacciones 

hidrofóbicas que favorecen el correcto plegamiento de las α-hélices. De igual manera, se 

identificó la conservación del residuo de ácido aspártico equivalente a D152 de c-Myb, 

previamente descrito como importante para su función de c-Myb como FT pionero, ya que 

contribuye a incrementar la afinidad de unión al DNA (Figura 19A). Además, la comparación 

de la estructura terciaria del DBD-MYB de c-Myb y EhMyb10 mostró una notable similitud 

estructural, ya que EhMyb10 conserva la conformación hélice-giro-hélice característica de los 

repetidos R2 y R3 observada en c-Myb (Figura 19B) (Meneses et al., 2010). ​

​ De manera consistente con estas observaciones, mediante ensayos de disminución de la 

movilidad electroforética (EMSA) se demostró que EhMyb10 es capaz de unirse 

específicamente al elemento de reconocimiento MYB (ERM) presente en el promotor del gen 

mim-1, un gen diana clásico de c-Myb, formando complejos DNA-proteína específicos 

(Figura 19C-E) (Meneses et al., 2010). Por lo tanto, EhMyb10 podría formar parte de 

mecanismos conservados de regulación transcripcional en E. histolytica. La presencia de 

características estructurales típicas de los factores MYB y su capacidad de reconocimiento 

específico de DNA apoyan la posibilidad de que esta proteína participa en el control de la 

expresión génica y tenga un papel importante como posible regulador transcripcional en 

procesos biológicos importantes en este parásito.​

​ Por otro lado, análisis de RNA-seq y microarreglos han mostrado que la expresión de 

ehmyb10 se incrementa en trofozoitos  obtenidos en el día 1 de la colonización intestinal en un 

modelo murino y en cepas virulentas cultivadas en explantes de colon, 2,87 y 1.7 veces, 

respectivamente (Gilchrist, et al., 2006; Weber et al., 2016). Estos hallazgos sugieren que 

EhMyb10 podría participar en la regulación de genes asociados con la virulencia y la 

colonización intestinal, contribuyendo a la adaptación de la ameba al ambiente intestinal y al 

establecimiento de un fenotipo virulento (Gilchrist, et al., 2006; Weber et al., 2016).​

​ Además, se han realizaron ensayos de transfección transitoria en trofozoítos de E. 

histolytica para sobreexpresar el FT EhMyb10 (EhMyb10ox). A partir de estos ensayos, se 

llevaron a cabo análisis de inmunofluorescencia, en los cuales se observó que la señal de 
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EhMyb10 se localiza principalmente en el núcleo (Figura 20A) (Tesis de Maestría de 

Saldivar, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Efecto de la sobreexpresión transitoria de EhMyb10 en trofozoítos de E. histolytica. A) 
Inmunofluorescencia de EhMyb10 con localización predominantemente nuclear. B) Ensayo citopático en 
monocapas de células MDCK. C) Ensayo de migración de trofozoítos. D) Ensayo de adhesión a eritrocitos. E) 
Imágenes representativas de trofozoítos control y EhMyb10ox durante el ensayo de adhesión, mostrando un 
mayor número de eritrocitos adheridos en los trofozoítos EhMyb10ox. Los ensayos fueron analizados a las 24, 48 
y 72 horas postransfección (hpt). Imagen modificada de las tesis de Maestría de Saldivar, 2022 y la tesis de 
Licenciatura de Santos, 2025.  

Adicionalmente, se han realizaron análisis funcionales utilizando trofozoítos 

EhMyb10ox. Los ensayos de destrucción de monocapa de células MDCK, migración y 

adhesión a eritrocitos mostraron que los trofozoítos EhMyb10ox presentan una mayor 

capacidad citopática, migran más rápidamente y se adhieren a un mayor número de eritrocitos 

en comparación con los controles. En conjunto, estos resultados sugieren que la 

sobreexpresión de EhMyb10 potencia mecanismos asociados con la virulencia de este parásito 

(Figura 20B-E) (Tesis de Licenciatura de Santos, 2025).​

​ Por otro lado, el análisis transcriptómico de estos trofozoítos reveló cambios en la 

expresión de 179 genes. Los genes diferencialmente expresados se relacionaron 
                                                                                        TESIS                                                                                           58 



POSGRADO EN CIENCIAS GENÓMICAS 

principalmente con procesos de respuesta al estrés, fagocitosis, adhesión/migración, actividad 

citolítica y, en mayor proporción, con regulación transcripcional. Dentro de esta última 

categoría destaca el gen ehmat1a, uno de los genes con mayor sobreexpresión, el cual codifica 

para la enzima S-adenosilmetionina sintetasa (EhMAT1A). Esta enzima cataliza la síntesis de 

S-adenosilmetionina utilizando ATP y L-metionina como sustratos (Igarashi et al., 2013; Tesis 

de Maestría de Castillo, 2024). La S-adenosilmetionina participa en reacciones de 

transmetilación y es esencial en procesos de metilación de histonas y proteínas no histonas, 

incluidos factores de transcripción (Figura 21) (Tesis de Maestría de Castillo, 2024). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21. Genes regulados positivamente por la sobreexpresión transitoria de EhMyb10 en E. histolytica. 
El análisis transcriptómico mostró cambios en la expresión de 179 genes relacionados principalmente con 
respuesta al estrés, fagocitosis, adhesión/migración, actividad citolítica y regulación transcripcional. Imagen 
realizada en BioRender a partir de datos de la tesis de Maestría de Castillo,2024.   
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Además de ehmat1a, también se reportaron cambios en la expresión de genes que 

codifican para metiltransferasas, proteínas de unión a nucleosomas y proteínas de ensamblaje 

de nucleosomas. Esto sugiere que EhMyb10 podría participar tanto en la regulación de genes 

asociados con la virulencia como en procesos relacionados con la organización y 

remodelación de la cromatina (Tesis de Maestría de Castillo, 2024).​

​ Por otro lado, mediante ensayos de Pull-Down utilizando a EhMyb10 recombinante 

acoplada a GST (EhMyb10r) y análisis de espectrometría de masas, se determinó que 

EhMyb10 interactúa con proteínas remodeladoras de la cromatina. Entre ellas, se identificó 

una histona metiltransferasas de lisina (HKMT) ya reportada en E. histolytica denominada 

EhKMT2 (número de acceso EHI_069080) (Figura 22) (Tesis de Licenciatura de Aguirre, 

2023; Borbolla et al., 2016; Munguía et al., 2023). De forma interesante, EhKMT2 se localiza 

principalmente en el núcleo, cerca de la cromatina condensada, lo cual sugiere que EhKMT2 

podría estar involucrada en la activación de la transcripción. Asimismo, se ha determinado que 

el dominio SET de EhKMT2 es más parecido al de SMYD3 que a otras PKMTs de humano, 

por lo que podría catalizar la metilación de H3K4, que se ha relacionado con la activación 

transcripcional del gen amebapore-a en E. histolytica (Borbolla et al., 2016).  

Figura 22. Modelo molecular de las interacciones proteicas de EhMyb10. EhMyb10 establece 
interacciones con proteínas implicadas en la remodelación de la cromatina, como SMYD, EhH2A y 
EhH2B, así como con proteínas relacionadas con modificaciones postraduccionales, como la 
ubiquitina. Además, interactúa con componentes involucrados en el proceso de transcripción, incluidos 
factores generales de transcripción como TFIID. 
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Además, los resultados de espectrometría de masas revelaron que EhMyb10 interactúa 

con las histonas H2A, H2B y ubiquitinas (Tesis de Licenciatura de Aguirre, 2023). Cabe 

destacar que en E. histolytica solo hay dos genes de H2A, EHI_126210 y EHI_188730, siendo 

esta última la que interactúa con EhMyb10r (Figura 22). Las histonas H2A tienen variantes y 

algunas de estas variantes están evolutivamente conservadas en casi todos los organismos, un 

ejemplo es H2A.Z la cual está asociada a la cromatina activa y está altamente enriquecida en 

promotores y potenciadores (Bönisch et al., 2012). La deposición de H2A.Z conduce a una 

menor ocupación del nucleosoma y mayor accesibilidad de la cromatina por lo que actúa como 

un “facilitador general” que genera acceso a una variedad de complejos proteicos tanto 

activadores como represivos (Hu, et al., 2013). Por otro lado, los hallazgos obtenidos en el 

laboratorio también se relacionan con la ubiquitinación de H2B (ubH2B), la cual tiene un 

efecto directo con la dinámica de los nucleosomas. Curiosamente, ubH2B altera la estabilidad 

de los nucleosomas, especialmente la fuerza de las interacciones entre el DNA y las histonas. 

En Saccharomyces cerevisiae, la monoubiquitinación de la histona H2B en lisina K123 (K120 

en humanos), se ha implicado en el control de la transcripción, la replicación del DNA y la 

reparación de daños en el DNA. Asimismo, se ha demostrado que ubH2B es necesario para el 

reensamblaje eficiente de los nucleosomas durante la elongación de la transcripción mediada 

por Pol II, mejora la estabilidad de los nucleosomas y media tanto la activación como la 

represión de la transcripción dependiendo de la localización y el contexto de la modificación. 

(Luo et al., 2023).​

​ Sin embargo, es importante mencionar que al realizar ensayos de pull-down empleando 

la proteína EhMyb10 recombinante existe un sesgo en la información obtenida, ya que esta 

proteína carece de modificaciones postraduccionales como acetilación, ubiquitinaciones, 

fosforilaciones, metilaciones y sumoilaciones que se ha demostrado que son importantes en la 

regulación de la función de c-Myb (Bies et al., 2002; Zhou et al., 2011). Es por ello que en 

este trabajo nos propusimos por medio de ensayos de inmunoprecipitación utilizando parásitos 

que sobreexpresan a este FT corroborar su función como FT pionero y determinar su 

importancia en la regulación génica de E. histolytica.  
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3. Justificación 
 

El estudio de los FT es fundamental para entender los mecanismos de regulación de 

los procesos biológicos de E. histolytica. Las proteínas DBD-MYB constituyen un grupo clave 

en la regulación transcripcional de este parásito. Entre estos factores, EhMyb10 destaca no 

solo por su alta expresión, sino también por su papel potencial en la regulación de la 

transcripción en condiciones relacionadas con la virulencia.   

Ya que se determinó que EhMyb10 interacciona con proteínas modificadoras de la 

cromatina y su sobreexpresión modifica la expresión de genes, el determinar si desempeña un 

papel como FT pionero ampliará el conocimiento sobre la biología de E. histolytica y podría 

revelar nuevas dianas terapéuticas al interrumpir procesos críticos en la patogenicidad del 

parásito, contribuyendo así al desarrollo de nuevas intervenciones contra la amebiasis.  

 
4. Hipótesis 

EhMyb10 actúa como un FT pionero en E. histolytica al interactuar con proteínas 

involucradas en la organización de la cromatina y regular la expresión génica. 

5. Objetivo general 

Determinar las interacciones proteína-proteína de EhMyb10 y analizar su papel en la 

regulación de la expresión génica en E. histolytica. 

6. Objetivos particulares 

1.​ Identificar proteínas que interaccionan con EhMyb10 en trofozoitos de E. histolytica 
que sobreexpresan este FT.​
 

2.​ Evaluar la colocalización de EhMyb10 con proteínas involucradas en la organización 
de la cromatina en trofozoitos de E. histolytica. 

3.​ Validar las interacciones proteína-proteína del factor de transcripción EhMyb10. 

4.​ Analizar el reclutamiento de EhMyb10 al promotor del gen ehmat1a de trofozoitos de 
E. histolytica. 
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7. Estrategía experimental 
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8. Metodología 

8.1 Cultivo de trofozoitos y sobreexpresión de EhMyb10 

En el laboratorio de la Dra. Elisa Azuara, del posgrado en Ciencias Genómicas, se 

dispone de trofozoitos de la cepa HM1:IMSS de E. histolytica que sobreexpresan la proteína 

EhMyb10 fusionada a una etiqueta de hemaglutinina (HA). Estos trofozoitos han sido 

transfectados con el vector pEhEx-ehmyb10. Como control, se utilizarán trofozoitos 

transfectados con el vector vacío pEhEx (Figura 23). Ambos cultivos se encuentran en 

condiciones estables y se cultivan con medio TYI-S-33 completo con el antibiótico de 

selección G-418 a una concentración de 50 μg/mL.​

 

 

 

 

 

 

 

​

 

 
 
 
Figura 23. Vectores de expresión utilizados para la sobreexpresión de EhMyb10 en E. histolytica. A) Vector 
vacío utilizado como control. B) Vector recombinante pEhEx-ehmyb10, que contiene el gen fusionado a HA. El 
gen ehmyb10 se encuentra bajo el control del promotor de cistein sintasa (CS), mientras que el gen de resistencia 
a neomicina (Neo) está regulado por el promotor de actina, ambos promotores fuertes y constitutivos. Se indican 
los principales sitios de restricción y el origen de replicación (Ori).  

8.2 Aislamiento de RNA, síntesis de cDNA y RT-PCR cuantitativa y 
semicuantitativa 

Los trofozoítos en fase logarítmica fueron recolectados y el RNA total se extrajo 

utilizando TRIzol (Invitrogen). El RNA fue cuantificado con un fluorómetro Qubit 4 (Thermo 

Fisher) empleando un kit de rango amplio (BR kit). Para evaluar la sobreexpresión de 

ehmyb10 por RT-PCR se utilizaron los siguientes oligonucleótidos específicos: EHI_129790 

(ehmyb10) (Sentido (S) 5’-AGACCATGGAGTTCAGAAGAAGATG-3’ y Antisentido (AS) 
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5’-ACAGCACGAGCAGTTCTTCCCA-3’) y EHI_020280 (40S s2) (S) 5’ 

GAGATCACAACGGTCATGCT 3’ y (AS) 5’-CTGACACGAACTGAACCACA -3’) como 

control interno.  Para la RT-PCR semicuantitativa se utilizaron 2 µl del cDNA. Cada reacción 

se llevó a cabo en un volumen final de 12 µL que contiene: Buffer 1X, MgCl2  25 mM, 

dNTP´s y DNA polimerasa, y se utilizaron las condiciones del termociclador descritas en la 

(Figura 24A). Para la RT-qPCR se utilizaron 50 ng del RNA tratado con DNAsa de acuerdo a 

las recomendaciones para el kit QuantiFast SYBR (Qiagen). Cada reacción se llevó a cabo en 

un volumen final de 25 µL que contiene: Reactivo QuantiFast 2x (12.5 µL), oligonucleótidos 

sentido 10 µM (2.5 µL), oligonucleótidos antisentido 10 µM (2.5 µL) y QuantiFast enzima RT 

(0.25 µL). Como controles se utilizaron: 1) RNA tratado con DNAsa sin enzima RT, 2) DNA 

genómico y 3) mezcla de reacción con primers sin DNA molde. Cada reacción se llevó a cabo 

por triplicado y se amplificaron los genes con las condiciones que se muestran en la (Figura 

24B). Una vez finalizado el ciclo, la RT-PCR semicuantitativa se analizó en geles de agarosa 

al 2% teñidos con RedGel 1x (Biotium) y para la RT-qPCR se obtuvo el valor de Ct de los 

grupos de trofozoítos pEhEx o EhMyb10ox y se calculó el ∆∆Ct para determinar las 

diferencias de expresión entre los distintos grupos de transfección. Las reacciones de 

amplificación de RT-PCR y RT-qPCR se realizaron por triplicado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

​
 

Figura 24. Condiciones de RT-PCR cuantitativa y semicuantitativa.  Temperaturas y tiempos utilizados para 
los ensayos de A) RT-PCR y B) RT-qPCR. 
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8.3 Fraccionamiento subcelular​
 

Se resuspendieron trofozoitos (pEhEx y EhMyb10ox) en Buffer A frío [10 mM 

HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 Mm PMSF, 

Complete protease inhibitor cocktail (ROCHE) 1x, y 10 mM E-64 (Sigma Aldrich)]. Los 

trofozoitos se incubaron por 5 min en hielo, se añadió NP-40 al 10% y se mezcló mediante 

vórtex por 30 seg. Se verificó la eficiencia de la lisis celular mediante observación al 

microscopio. En caso de observar células intactas o parcialmente lisadas, las muestras se 

vortexearon nuevamente para favorecer la ruptura celular. Si la lisis continuaba siendo 

incompleta, se recomendó el uso de un homogeneizador Dounce para mejorar la disgregación 

mecánica de las células. El lisado se centrifugó por 10 min a 14000 rpm, para separar el 

sobrenadante (extractos citoplasmáticos) del pellet (núcleos). El pellet se resuspendió en 

buffer A y se colocó sobre 1 mL de sacarosa 0.34 M (preparado en buffer A). Después se 

centrifugó por 10 min a 14000 rpm. Para obtener extractos nucleares solubles el pellet se 

resuspendió en 250 µL de Buffer C [20 mM HEPES pH 7.9, 400 mM NaCl, 1mM EDTA, 

1mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, Complete 1x, y 10 μM E-64], y se agitó 

vigorosamente a 4 °C por 30 min en un vórtex. La muestra se centrifugó a 13,000 rpm por 10 

min a 4 °C. El sobrenadante se recuperó como fracción nuclear solubles. Para la obtención de 

extractos nucleares totales se omite el paso del buffer C y el pellet se solubiliza en Buffer 

RIPA [50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, Triton x-100 

1.2%, DOC 0.5%, SDS 0.1%], lo cual constituye la fracción nuclear soluble e insoluble. Las 

muestras se cuantifican mediante un ensayo de Lowry compatible con detergente (BIO-RAD), 

y se almacenaron a -70°C hasta su uso.  

8.4 Inmunoprecipitación (IP)  

Para el ensayo de inmunoprecipitación (IP), se realizó un pre-aclarado de las 

fracciones nucleares totales enriquecidas (50 μg) mediante la adición de 60–80 µL de perlas 

de proteína G-sefarosa (diluidas 1:5) más inhibidores de proteasas [1X Complete, 1 mM 

PMSF y 10 μM E64]. Las muestras se incubaron en agitación suave durante 1 h a 4 °C. 

Posteriormente, se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se 

recuperó y el pellet se resuspendió en 30 µL de buffer Laemmli 2X, se hirvió y se conservó 

como fracción de proteínas de unión inespecífica (PUI). A los extractos nucleares 

pre-aclarados se les añadió de 2 µL de anticuerpo primario α-HA de ratón, previamente 
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diluido en 10 µL  en buffer HO [50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1.5 mM 

MgCl₂, 10% glicerol y 1% Triton X-100]. La mezcla se ajustó a un volumen final de 150 µL 

con buffer HO suplementado con inhibidores de proteasas y se incubó durante toda la noche a 

4 °C en agitación suave constante. Finalizada la incubación, se añadieron 60–80 µL de 

proteína G-sepharosa (diluida 1:5) y las muestras se incubaron nuevamente durante 1–2 h a 4 

°C con agitación suave. Posteriormente, se centrifugaron a 14,000 rpm durante 1 min. El 

sobrenadante, correspondiente a la fracción de proteínas no unidas (PNU), se recuperó, se 

mezcló con buffer Laemmli 6X y se hirvió. El pellet se lavó tres veces con 200 µL de buffer 

HO para eliminar uniones inespecíficas. En cada lavado, las perlas se resuspendieron 

suavemente en el buffer, se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10–20 s a 4 °C y el 

sobrenadante correspondiente a cada lavado se recuperó, se mezcló con buffer Laemmli 6X y 

se hirvió. Después del último lavado, se retiró cuidadosamente el exceso de buffer HO y las 

perlas se resuspendieron en 20–30 µL de buffer Laemmli 2X. Las muestras se hirvieron 

durante 5 min, se dejaron enfriar y se almacenaron a −70 °C hasta su uso.​

​ Para los ensayos de IP realizados con el anticuerpo α-H3, se siguió el mismo 

procedimiento utilizando extractos nucleares solubles; sin embargo, el buffer HO fue 

sustituido por buffer TNTE 0.1% [50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100 

y 1 mM EDTA] y las muestras se eluyeron con buffer laemmli 2X sin B-mercapto.​

​ Para la preparación de la proteína G-sefarosa, se tomaron 2 mL de la suspensión stock 

de proteína G-sefarosa (marca) y se ajustaron a un volumen final de 10 mL con buffer TNTE 

0.1%. La mezcla se homogeneizó invirtiendo el tubo varias veces. Posteriormente, la resina se 

lavó tres veces con buffer TNTE 0.1%, centrifugando a 1000 rpm durante 30 s en cada lavado 

y descartando el sobrenadante. Finalmente, la sefarosa se resuspendió en una dilución 1:5 en 

TNTE 0.1% y se almacenó a 4 °C hasta su uso. 

8.4.1 Tinción con plata  

Las fracciones obtenidas del ensayo de inmunoprecipitación con anticuerpo α-HA se 

analizaron mediante SDS-PAGE y posteriormente se visualizaron por tinción con plata. Para 

ello, los geles se incubaron durante toda la noche en solución fijadora [40% etanol, 5% ácido 

acético y H₂O] a temperatura ambiente y con agitación suave. Al día siguiente, los geles se 

lavaron dos veces con solución de lavado [5% etanol en H₂O] durante 20 min por lavado. 

Posteriormente, se realizaron tres lavados adicionales con dH₂O durante 5 min cada uno. 

Después, los geles se incubaron durante 2 min con la solución de pretratamiento [0.2 g/L 
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Na₂S₂O₃·5H₂O en dH₂O] y, al finalizar, se realizaron tres lavados rápidos con dH₂O durante 20 

s cada uno. Se añadió la solución de impregnación [2 g/L AgNO₃, formaldehído al 37% y 

dH₂O] y los geles se incubaron durante 25 min. Transcurrido este tiempo, se realizaron dos 

lavados con dH₂O durante 20 s cada uno. Posteriormente, se agregó la solución de revelado 

[30 g/L Na₂CO₃, 4 mg/L Na₂S₂O₃·5H₂O, formaldehído al 37% y dH₂O], y los geles se 

incubaron durante aproximadamente 10 min. Durante este paso, el revelado se monitorea 

constantemente, ya que el tiempo puede variar dependiendo de la intensidad de las bandas y 

debe evitarse el oscurecimiento excesivo del gel. Una vez alcanzada la intensidad de tinción 

deseada, los geles se lavaron dos veces con dH₂O durante 2 min por lavado. Finalmente, se 

añadió la solución de paro [10% CH₃COOH en dH₂O] durante 10 min. Al terminar la 

incubación, se retiró la solución de paro y los geles se almacenaron en H₂O. Todos los pasos se 

realizaron a temperatura ambiente y con agitación constante en shaker. 

8.5 Espectrometría de masas 

Las eluciones obtenidas del ensayo se cargaron en un gel SDS-PAGE y se dejaron 

correr aproximadamente 0.7-1 cm. Después, el gel se tiñó con Coomassie® Brilliant blue G 

250 compatible con espectrometría de masas en un recipiente de vidrio previamente lavado 

con solución crómica. Todos los reactivos utilizados para preparar los geles de poliacrilamida, 

la solución de Coomassie y la solución desteñidora, se filtraron y esterilizaron previamente 

para evitar la contaminación de las muestras. Posteriormente, el gel se envió a la Unidad de 

Genómica, Proteómica y Metabolómica LaNSE-Cinvestav para su análisis por espectrometría 

de masas con ionización por movilidad iónica (IMS) y adquisición de datos independiente 

(DIA), también conocida como IMS-DIA-MS (Ion Mobility Spectrometry-Data Independent 

Acquisition-Mass Spectrometry). Esta técnica separa proteínas en fase gaseosa antes de su 

análisis en el espectrómetro de masas, lo que aumenta la sensibilidad y la resolución. Además, 

la técnica de adquisición independiente de datos (DIA) proporciona una identificación más 

completa de proteínas en la muestra en comparación con otras técnicas de adquisición de datos 

(Krasny et al., 2021). 

8.5.1 Análisis in silico de las proteínas identificadas 

Para los análisis ontológicos de los genes, que codifican para proteínas que interactúan 

con EhMyb10, se utilizarán los servidores PantherDB (http://www.pantherdb.org), 

AmoebaDB (https://amoebadb.org/amoeba/app/) y UniProt (https://www.uniprot.org/). 
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8.6 Western Blot 

Para el análisis de los complejos proteicos y validación de las interacciones 

proteína-proteína con el FT EhMyb10, los complejos inmunoprecipitados se resolvieron en  un 

gel SDS-PAGE. Posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en buffer de 

transferencia [48 mM Tris, 39 mM Glicina, 0.04% SDS, y 20% Metanol]. Las membranas se 

bloquearon con BSA (del inglés Bovine Serum Albumin) o leche Svelty (Nestlé) en 

PBS-Tween 20 al 0.1% durante toda la noche en agitación constante a 4 °C. Las membranas se 

incubaron con los anticuerpos α-HA, α-EhMyb10, α-PCNA, α-pan-dimetil-lisina,  α-MAT1A, 

α-EhPKMT2 y α-H3, toda la noche a 4 °C. Al día siguiente, las membranas se incubaron con 

el anticuerpo secundario acoplado a HRP durante 2 h a temperatura ambiente (TA) y cubierto 

de la luz. Las membranas se visualizaron en el fotodocumentador Chemi-Doc XRS (BIO-RAD).  

8.7 Inmunofluorescencia 

Para la localización subcelular de EhMyb10 y de proteínas asociadas con la 

organización de la cromatina, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con trofozoítos 

pEhEx y EhMyb10ox. Los cultivos se cosecharon por centrifugación a 1800 rpm durante 5 

min. Posteriormente, la pastilla celular se resuspendió en 400–600 μL de medio TYI con suero 

por cada cubreobjetos. La suspensión de trofozoítos se depositó sobre cubreobjetos circulares 

de 10 mm de diámetro, previamente colocados en una caja de 6 pozos, procurando mantener la 

gota sobre la superficie del cubreobjetos mediante tensión superficial. Las muestras se 

incubaron a 37 °C durante 15–20 min para favorecer la adhesión de los trofozoítos. Antes de 

iniciar la fijación, se verificó la morfología celular mediante observación al microscopio. Una 

vez adheridas las células, los trofozoítos se fijaron con etanol al 70% frío a −20 °C durante 30 

min. El etanol se mantuvo lo más frío posible antes de su uso y se añadió lentamente por las 

paredes del pozo, evitando dirigir el flujo directamente sobre los cubreobjetos, con el fin de 

reducir el desprendimiento de las amibas adheridas. Posteriormente, los cubreobjetos se 

lavaron dos veces con PBS 1X frío filtrado, pH 6.8 [137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

Na₂HPO₄ y 1.8 mM KH₂PO₄]. Después, los pozos se cubrieron e incubaron con NH₄Cl 50 mM 

durante 30 min a 37 °C. Al finalizar la incubación, los cubreobjetos se lavaron dos veces con 

PBS 1X pH 6.8 templado. Posteriormente las laminillas se bloquearon con BSA al 1% durante 

1 h a 37 °C. Se realizaron 2–3 lavados con PBS 1X pH 6.8. Los cubreobjetos se incubaron 

durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios α-HA, α-EhMyb10, α-MAT1A, 
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α-EhPKMT2, α-H3K27me3, α-H3K4me1, α-H3K12ac, α-H3K27ac y α-B laminin. Al día 

siguiente, las muestras se lavaron 2–3 veces con PBS 1X pH 6.8 para retirar el exceso de 

anticuerpo primario. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario 

correspondiente, diluido 1:200, durante 2 h a 37 °C, manteniendo las muestras protegidas de la 

luz. Finalizada la incubación, los cubreobjetos se lavaron nuevamente 2–3 veces con PBS 1X 

pH 6.8. Para la contratinción nuclear, se añadió 1 mL de solución de DAPI por pozo [0.52 μL 

de DAPI en 1 mL de PBS 1X pH 6.8] y se incubó durante 3–5 min a temperatura ambiente, 

protegido de la luz. Después, los cubreobjetos se lavaron tres veces con PBS 1X pH 6.8. 

Finalmente, las muestras se montaron sobre portaobjetos utilizando Vectashield como medio 

de montaje y se analizaron mediante microscopía confocal. 

8.8 Microscopía electrónica de transmisión (MET) 

Para el análisis por MET, los trofozoítos pEhEx o EhMyb10ox se fijaron con 4% de 

paraformaldehído y 0.5% de glutaraldehído en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Las muestras se lavaron con PBS y se deshidrataron mediante concentraciones crecientes de 

etanol (50, 70, 90 y 100%). Posteriormente, las células se incluyeron en mezclas de 

etanol/resina LR-White en proporciones de 1:1 y 2:1, luego se incluyeron en resina LR-White 

pura (London Resin Co., Enfield, Reino Unido) (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, 

EE.UU.) y se polimerizaron a 60 °C durante la noche. Secciones delgadas (60 nm) se 

montaron sobre rejillas de níquel cubiertas con Formvar, seguidas de una incubación durante 

la noche con anticuerpos α-HA y α-H3K27me3 y α-H4K12 a 4 °C. Posteriormente, las 

secciones se incubaron durante 1 hora durante la noche con anticuerpos secundarios marcados 

con oro (Ted Pella, Inc) contra ratón y conejo (de 15 y 30 nm, respectivamente). Finalmente, 

las muestras se lavaron con PBS, se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo, y 

se observaron en un microscopio electrónico de transmisión JEOL JEM-1400 (JEOL, Tokio, 

Japón) en la Unidad de Microscopía Electrónica del Cinvestav.  

8.8.1 Marcas y dilución de anticuerpos utilizados para WB, IF y MET 

El anticuerpo α-EhMyb10 corresponde a un antisuero policlonal generado en conejo 

mediante inmunización con el péptido sintético SEKVKKQRKAGI (aa 19–31) derivado de 

EhMyb10, diseñado a partir del análisis de regiones inmunogénicas de la proteína y 

sintetizado por GL Biochem (Shanghai, China). La reactividad del antisuero fue validada 

mediante ensayos de Western blot. Este anticuerpo se utilizó a una dilución 1:300 para WB y 
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1:100 para IF. Los demás anticuerpos utilizados α-HA (Biolegend 901501, mouse) 1:200 WB, 

1:100 IF y 1:40 MET, α-MAT1A (MyBioSource M35127342, rabbit) 1:100 WB y 1:100 IF, 

α-EhPKMT2 (donado por el Dr. Mario A. Rodríguez, rabbit) 1:1000 WB y 1:100 IF, 

α-pan-dimetil-lisina (ABclonal technology A5870, rabbit) 1:1000 WB, α-H3 (1:2500; abcam 

EPR26987, rabbit) 1:2500 WB, α-H3K12ac 1:100 IF y 1:20 MET, α-H3K4me1 (abcam 

STN-274502, rabbit) 1:100 IF, α-H3K27ac 1:100 IF, α-H3K27me3 (Cell Signalling 

Technology C36B11, rabbit) 1:100 IF y 1:20 MET, α-B laminin 1:100 IF, α-PCNA 1:3000 

WB, α-actina (BS-10196, Sigma, rabbit) 1:1000 WB. Los anticuerpos secundarios marcados 

con FITC mouse y Alexa 647 rabbit (1:100, Jackson ImmunoResearch) y el anticuerpo 

secundario α-IgG Fc HRP (abcam ab98467, rabbit) 1:5000 WB.  

8.9 Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

8.9.1 Obtención de la cromatina de trofozoitos pEhEx y EhMyb10ox 

Para los ensayos de ChIP se utilizaron aproximadamente 20×106 trofozoítos por 

condición experimental. Para ello, se cultivaron trofozoítos pEhEx y EhMyb10ox. Los 

cultivos fueron cosechados y centrifugados a 1800 rpm durante 5 min a 4 °C. Posteriormente, 

las células se resuspendieron en 40 mL de PBS frío pH 6.8 para realizar el conteo celular. Una 

vez ajustada la cantidad requerida de trofozoítos, los cultivos se centrifugaron nuevamente a 

1800 rpm a 4 °C para obtener la pastilla celular, la cual se resuspendió en 15 mL de medio 

TYI sin suero con formaldehído al 1% y se dejó incubando durante 20 min a temperatura 

ambiente en agitación suave. La reacción de entrecruzamiento se detuvo mediante la adición 

de glicina fresca 0.125 M, incubando durante 10 min a temperatura ambiente en agitación 

suave. Posteriormente, las células se centrifugaron a 1800 rpm a 4 °C y se lavaron una vez con 

10 mL de PBS frío, seguido de un lavado de 5 mL con amortiguador HETE [10 mM HEPES 

pH 6.5, 10 mM EDTA, 0.5 mM EGTA y 0.25% Triton X-100] y un lavado adicional con 5 mL 

de amortiguador HENE [10 mM HEPES pH 6.5, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA y 200 mM 

NaCl]. Las células se resuspendieron en amortiguador de lisis [50 mM Tris-HCl pH 8.1, 10 

mM EDTA y 1% SDS] suplementado con inhibidores de proteasas [1X Complete (Roche), 1 

mM PMSF y 10 µM E64]. Posteriormente, la cromatina se fragmentó mediante sonicación 

utilizando 12 ciclos de 30 s de sonicación y 30 s de reposo a una amplitud del 75%, para 

obtener fragmentos de DNA de aproximadamente 300–500 pb. Después, la cromatina se 

centrifugó a 8500 rpm durante 10 min a 4 °C para eliminar el detritus celular. Posteriormente, 
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se tomaron 2–3 μL de cada muestra y se analizaron mediante electroforesis en un gel de 

agarosa al 1.5% para verificar que los fragmentos de cromatina presentarán el tamaño 

esperado. En caso de no obtener la fragmentación adecuada, las muestras deben someterse 

nuevamente a sonicación hasta alcanzar el tamaño deseado. Una vez obtenida la cromatina 

fragmentada, se reservaron 50 μL para la obtención del input, mientras que el resto se 

almacenó en alícuotas a −70 °C hasta su uso. 

8.9.2 Purificación del Input 

La purificación del input se realizó utilizando el kit de Wizard® SV Gel and PCR Clean- Up 

System de Promega. Para ello, se colocaron 50 μL de cromatina en una columna de 

purificación y se añadieron 50 μL de binding buffer en una proporción 1:1 (vol/vol). 

Posteriormente, la columna se centrifugó a 13000 rpm durante 1 min a 4 °C. Después, se 

realizaron dos lavados consecutivos con 700 μL y 500 μL de wash buffer, respectivamente, 

centrifugando la columna a 13000 rpm durante 1 min a 4 °C entre cada lavado. Después del 

último lavado, se eliminó el sobrenadante residual de la columna. Para la elución del DNA, se 

añadieron 50 μL de H2O inyectable previamente calentada a 60 °C y se incubó durante 1–2 

min. Posteriormente, la columna se transfirió a un tubo eppendorf y se centrifugó a 13000 rpm 

durante 1 min a 4 °C para recuperar el DNA purificado. Finalmente, las muestras se analizaron 

mediante PCR para verificar que el input amplifican la región promotora del gen ehmat1a 

antes de realizar la inmunoprecipitación de cromatina. Las condiciones de la reacción de PCR 

se muestran en la (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Condiciones para la amplificación del gen ehmat1a. Desnaturalización inicial a 94 °C por 2 min; 
seguida de 30 ciclos de: desnaturalización a 94 °C por 30 seg, alineamiento a 50 °C por 45 seg y extensión a 72 
°C por 30 seg; y una extensión final a 72 °C por 5 min. 
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8.9.3 Fragmentación del DNA de esperma de salmón y bloqueo de la 
proteína G  

El DNA de esperma de salmón utilizado para el bloqueo de la resina fue previamente 

fragmentado mediante sonicación empleando 12 ciclos de 30 s de sonicación y 30 s de reposo 

al 75% de amplitud. Posteriormente, se tomaron 2–3 μL de la muestra y se analizaron 

mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% para verificar que los fragmentos 

obtenidos presentaran un tamaño entre 300–500 pb. En caso de no alcanzar el tamaño deseado, 

la muestra debe someterse nuevamente a sonicación hasta obtener la fragmentación adecuada. 

Se tomaron 500 μL del stock de Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow y se lavaron tres 

veces con buffer de elución I para eliminar el etanol de almacenamiento, recuperando la resina 

mediante centrifugación a 3000 rpm durante 2 min a 4°C entre cada lavado. Posteriormente, se 

desechó el sobrenadante y la resina se resuspendió en 500 μL de buffer de elución I. A 

continuación, se añadieron 30 μL de DNA de esperma de salmón (10 mg/mL), 15 μL de 

albúmina sérica bovina (20 mg/mL) y 5–10 μL de tRNA (10 mg/mL), incubando la mezcla en 

agitación suave a 4 °C durante toda la noche. Al día siguiente, la proteína G se lavó mediante 

centrifugación a 3000 rpm durante 2 min a 4°C, desechando el sobrenadante y repitiendo este 

proceso dos veces más. Finalmente, la proteína G bloqueada se resuspendió en buffer de 

elución I en una proporción 1:1 (vol/vol) y se almacenó a 4 °C hasta su uso. Se recomienda 

emplear la resina bloqueada el mismo día de su preparación para preservar la eficiencia del 

bloqueo y reducir el fondo inespecífico. 

8.9.4 Inmunoprecipitación (ChIP) 

Se tomaron 100 μL de cromatina soluble y se preaclararon con 50 μL de proteína G 

sefarosa bloqueada más inhibidores de proteasas, incubando durante 3 h a 4 °C en agitación 

suave. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 min a 4 °C y se 

recuperó el sobrenadante correspondiente a la cromatina preaclarada. La cromatina se diluyó 

en una proporción 1:2 con amortiguador de elución I [20 mM Tris-HCl pH 8.1, 2 mM EDTA, 

150 mM NaCl y 1% Triton X-100] más inhibidores de proteasas. Posteriormente, el volumen 

total se dividió de acuerdo con el número de anticuerpos a evaluar. Las muestras se incubaron 

durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos α-secundario HRP (α-NR), α-H3  y 

α-EhMyb10, en presencia de inhibidores de proteasas. Al día siguiente, se añadieron 20 μL de 

proteína G bloqueada a cada muestra y se incubaron durante 3 h a 4 °C en agitación suave. 

Posteriormente, las perlas se lavaron secuencialmente con 1 mL de los amortiguadores TETS I 
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[20 mM Tris-HCl pH 8.1, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS y 150 mM NaCl], TETS 

II [20 mM Tris-HCl pH 8.1, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS y 300 mM NaCl], 

LiTEN [250 mM LiCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.1, 1% Nonidet P-40, 1% DOC y 1 mM EDTA] 

y finalmente dos veces con TE [10 mM Tris-HCl pH 8.1 y 1 mM EDTA]. Cada lavado se 

realizó en hielo, en agitación suave durante 2 min, seguido de centrifugación a 3200 rpm 

durante 5 min. Posteriormente, las perlas se resuspendieron en 250 μL de amortiguador de 

elución II [100 mM NaHCO3, 1% SDS, Glucógeno 20 μg/ml] previamente calentado a 37 °C 

para recuperar los complejos DNA-proteína. Las muestras se incubaron durante 15 min a 

temperatura ambiente con agitación suave, y posteriormente, se centrifugaron a 3200 rpm 

durante 5 min. Este procedimiento se realizó dos veces y ambos eluidos se combinaron. Para 

revertir el crosslinking, los sobrenadantes se incubaron con NaCl 0.2 M durante 4 h a 65 °C. 

Posteriormente, las muestras se trataron con 2 μL de RNAsa A (2.8 mg/mL) a 37 °C durante 

30 min. Finalmente, se añadió 1 μL de proteinasa K (18.4 mg/mL) y las muestras se incubaron 

durante 1 h a 37 °C. Una vez concluida la incubación, el DNA se extrajo mediante 

fenol-cloroformo. 

8.9.5 Precipitación del DNA 

Las muestras obtenidas después de la reversión del crosslinking se purificaron 

mediante extracción con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico. Para ello, se añadió un volumen 

equivalente de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (vol/vol) a cada muestra y se mezcló 

mediante vórtex. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min a 

4 °C y el sobrenadante se transfirió se transfirió a otro tubo. Después, se añadieron 2.5 

volúmenes de etanol absoluto, 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M y 2 μL de glucógeno 

(20 μg/mL) para precipitar el DNA. Las muestras se dejaron precipitar durante 1 h a −70 °C o 

toda la noche a −20 °C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 30 

min a 4 °C para recuperar la pastilla de DNA. El pellet se lavó dos veces con etanol al 70%, 

centrifugando a 13000 rpm durante 15 min a 4 °C entre cada lavado. Después del último 

lavado, se retiró cuidadosamente el exceso de etanol sin tocar la pastilla y se dejó secar en la 

campana. Una vez seca, la pastilla se resuspendió en 25–30 μL de H2O libre de DNAsas y 

RNAsas. Finalmente, se realizaron ensayos de PCR para analizar el reclutamiento al promotor 

del gen ehmat1a (Figura 25). 
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9. Resultados  

9.1 Sobreexpresión del FT EhMyb10 en trofozoitos de E. histolytica ​
 

Para identificar proteínas que interactúan con el FT EhMyb10, se transfectaron 

trofozoítos de E. histolytica con los plásmidos pEhEx (vector vacío) y pEhEx-Myb10 para 

sobreexpresar la proteína EhMyb10 acoplada a una etiqueta de hemaglutinina (HA) 

(EhMyb10ox). La sobreexpresión se confirmó mediante RT-PCR semicuantitativa y RT-qPCR, 

observándose un aumento en su expresión de 2.5 veces (Figura 26 A, B). Posteriormente, se 

obtuvieron extractos totales de los trofozoitos de las dos condiciones, los cuales se resolvieron 

en un gel SDS-PAGE, se tiñó con azul coomassie confirmando la integridad y carga 

comparable de proteínas en ambas condiciones (Figura 26C). Mediante western blot en 

extractos totales utilizando un anticuerpo α-EhMyb10, que reconoce la proteína endógena, se 

detectó un aumento en la señal correspondiente a una proteína de 25 kDa en la condición 

EhMyb10ox respecto al control  (Figura 26D). Así mismo, en extractos nucleares, el 

anticuerpo α-HA reconoció una banda de ∽25 kDa correspondiente a EhMyb10 fusionada al 

tag de HA, a diferencia de la condición pEhEx donde no se observa reconocimiento. Como 

control de carga se utilizó el anticuerpo α-PCNA que reconoce la proteína en ambas 

condiciones en un peso molecular aproximado de 28 kDa.  
 

Figura 26. Análisis de la sobreexpresión de trofozoitos EhMyb10ox. A) Análisis de la expresión de EhMyb10 
mediante RT-PCR. Se incluyó DNA genómico como control positivo de amplificación y reacciones sin 
transcriptasa reversa (rt−) para las condiciones pEhEx y EhMyb10ox. El gen nptII se utilizó como control de la 
presencia del plásmido en las células transfectadas, mientras que 40S2 se empleó como gen constitutivo de 
referencia. B) Cuantificación de la expresión de EhMyb10 por RT-qPCR. C) Gel de Coomassie de extractos 
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totales de proteínas de pEhEx y EhMyb10ox. D) Inmunodetección de EhMyb10 en extractos totales utilizando un 
anticuerpo α-EhMyb10 (1:1000) y en extractos nucleares de trofozoitos de E. histolytica pEhEx y EhMyb10ox 
utilizando el anticuerpo α-HA (1:2000). Se utilizaron α-actina (1:1000) y α-PCNA (1:3000) como control de 
carga. 
 

Finalmente, mediante ensayos de inmunofluorescencia se observó que EhMyb10 se 

localiza predominantemente en el núcleo en la condición EhMyb10ox, empleando anticuerpos 

α-EhMyb10 y α-HA (Figura 27). Estos resultados muestran que EhMyb10 se sobreexpresa y 

se distribuye principalmente en el núcleo, en concordancia con su función como FT. 
 

Figura 27. Localización subcelular de EhMyb10 en trofozoitos EhMyb10ox. A) Ensayo de 
inmunofluorescencia de trofozoítos EhMyb10ox utilizando anticuerpos α-HA y B) α-EhMyb10 (1:100), seguidos 
de anticuerpos secundarios α-conejo acoplados a FITC. Los núcleos se tiñeron con DAPI. 
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9.2 Identificación y análisis ontológico de las proteínas que 
interactúan con EhMyb10 
​

​ Para identificar las proteínas que interactúan con EhMyb10, se realizaron ensayos de 

inmunoprecipitación utilizando extractos nucleares de trofozoitos pEhEx y EhMyb10ox, 

empleando el anticuerpo α-HA. Las diferentes fracciones obtenidas se analizaron mediante 

SDS-PAGE y tinción con plata. En los eluidos E1 y E2 de la condición EhMyb10ox se 

observaron bandas diferenciales con respecto a la condición control pEhEx, correspondientes a 

proteínas inmunoprecipitadas asociadas a EhMyb10 (Figura 28A-B). Estas bandas 

presentaron un rango aproximado de pesos moleculares entre ~17 kDa y ~150 kDa. Asimismo, 

tanto en la condición control como en EhMyb10ox se detectaron bandas de aproximadamente 

~50 kDa y ~25 kDa, correspondientes a las cadenas pesada y ligera de las IgG utilizadas 

durante la inmunoprecipitación. El ensayo se realizó por triplicado y las proteínas presentes en 

las muestras fueron posteriormente identificadas mediante espectrometría de masas. 

 

Figura 28. Inmunoprecipitación de proteínas asociadas a EhMyb10 en trofozoitos EhMyb10ox. Extractos 
nucleares de trofozoitos A) pEhEx o B) EhMyb10ox se inmunoprecipitaron con un anticuerpo α-HA y las 
muestras se analizaron en un gel SDS-PAGE al 12% teñido con plata. M, marcador de peso molecular; EN, 
extractos nucleares totales; PUI, proteínas unidas específicamente a G Sepharose; PNU, proteínas no unidas, L1, 
L2, L3, lavados; E1, E2, eluidos 1 y 2. Las flechas negras señalan los pesos moleculares de las proteínas 
diferenciales y las flechas rojas señalan las cadenas ligeras y pesadas de las IgGs. 

El análisis por IMS-DIA-MS identificó 32 proteínas exclusivas de la condición 

EhMyb10ox, lo que sugiere una posible asociación de estas con el FT EhMyb10 (Tabla 2). 

Posteriormente, las proteínas identificadas se analizaron mediante clasificación ontológica de 

acuerdo con tres categorías: función molecular, tipo de proteína y vía de señalización (Figura 

29). De manera general, en las tres categorías se observó que la mayor proporción de proteínas 

correspondió al grupo sin clasificar, lo que indica que una parte importante de las proteínas 

posiblemente asociadas a EhMyb10 aún no cuenta con una anotación funcional específica en 
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las bases de datos utilizadas. Por ello, la descripción se centró en las proteínas que sí 

presentaron una clasificación asignada. 

Tabla 2. Proteínas identificadas por espectrometría de masas 

Gen ID Anotación 
Péptidos 

digeridos/identificados 
Cobertura 

(%) Secuencia de péptido 
​
EHI_110180 myosin heavy chain 

​
271/68 34.96 DNQSAEEELNELR 

​
EHI_047800 hypothetical protein 27/7 20.39 FSTEFEYGGSK 

​

EHI_012270 

​

Gal/GalNAc lectin heavy subunit 112/10 8.48 IQEIVITEK 

EHI_042370 galactose-specific adhesin 170kD 

subunit, putative 
10/105 7.48 IQEIVITEK 

EHI_049030 ras-like protein 3 precursor, 

putative 
17/3 11.76 ISDIFTTLIK 

EHI_148790 Gal/GalNAc lectin light subunit 24/4 20.37 VIFASDYNYETQK 

EHI_183400 galactose-inhibitable lectin 35 kDa 

subunit precursor, putative 24/2 6.87 VIFASDYNYK 

EHI_058330 galactose-inhibitable lectin, 

putative 25/2 6.64 VIFASDYNYK 

EHI_027800 galactose binding lectin 35 kDa 

subunit, putative 25/2 6.45 VIFASDYNYK 

EHI_154330 hypothetical protein 129/8 7.72 TDTLTDIESTNLENK 

EHI_049690 galactose-specific adhesin light 

subunit, putative 26/3 10.07 VIFASDYNYK 

EHI_118840 fibrillarin, putative 28/5 12.13 EEQLLTINR 

EHI_117850 hypothetical protein 15/2 5.81 YEEILDVER 

EHI_124880 inorganic pyrophosphatase, 

putative 24/3 21.72 

VIGINVNDPLAQTIT

SANDIEK 

EHI_105670 plastin-2, putative 27/4 16.30 GVTISESNLSTPNK 

EHI_169820 SNF7 family protein 18/2 11.27 NMNETINLR 

EHI_065330 Gal/GalNAc lectin subunit Igl2 103/13 17.19 GYDQYEQYLNAFK 

EHI_023500 calmodulin, putative 22/2 14.38 ELTEALLNIGER 

EHI_133900 galactose-inhibitable lectin 170 

kDa subunit, putative 114/17 12.45 IQEIVITEK 

EHI_140720 myosin heavy chain 196/27 24.77 IDTINR 

EHI_160980 hypothetical protein 32/4 15.46 HVGLEDEGNFVDER 

EHI_067090 hypothetical protein 18/2 13.21 DDDGNAVTFIK 

                                                                                        TESIS                                                                                           78 



POSGRADO EN CIENCIAS GENÓMICAS 

Gen ID Anotación 
Péptidos 

digeridos/identificados 
Cobertura 

(%) Secuencia de péptido 
​
EHI_110180 myosin heavy chain 

​
271/68 34.96 DNQSAEEELNELR 

EHI_077500 galactose-specific adhesin 170kD 

subunit 116/14 10.77 IQEIVITEK 

EHI_035690 galactose-inhibitable lectin 35 kda 

subunit precursor 28/4 14.93 VIFASDYNYK 

EHI_058090 Ras family GTPase 19/6 29.35 YGAEFLEVSAK 

EHI_197160 sulfate adenylyltransferase putative 50/10 25.77 VTTLSEGEFPIK 

EHI_120360 grainin, putative 21/5 22.79 SGTLELTELR 

EHI_050520 hypothetical protein 16/5 34.53 SLDEVCNTLGCK 

EHI_167310 grainin 2 23/4 22.54 SGSLDVNELIK 

EHI_118780 WD domain-containing protein 16/4 14.96 QQSNSPVFPLGEPK 

EHI_179080 

sulfate adenylyltransferase, 

putative 39/7 16.56 SVVSNAVIER 

En la categoría de función molecular, las proteínas clasificadas se agruparon 

principalmente en funciones de unión (GO:0005488) y actividad catalítica (GO:0003824), 

ambas con porcentajes cercanos al 20%. En menor proporción se identificaron proteínas 

asociadas con actividad dependiente de ATP (GO:0140657) y actividad motora citoesquelética 

(GO:0003774). Esta distribución sugiere que parte de las proteínas inmunoprecipitadas con 

EhMyb10 podría participar en interacciones moleculares, reacciones enzimáticas y procesos 

dependientes de energía.​

​ Respecto al tipo de proteína, las proteínas clasificadas corresponden principalmente a 

proteínas del citoesqueleto, enzimas de interconversión de metabolitos (PC00262), proteínas 

del metabolismo del RNA (PC00031), moduladores de la actividad de unión a proteínas 

(PC00095) y proteínas de tráfico de membrana (PC00150). La presencia de proteínas 

relacionadas con metabolismo del RNA y modulación de interacciones proteína-proteína 

resulta relevante, ya que EhMyb10 es un FT y podría formar parte de complejos nucleares 

asociados con regulación génica, procesamiento de RNA o remodelación de complejos 

proteicos. En cuanto a la vía de señalización, las proteínas con anotación funcional se 

distribuyeron en rutas relacionadas con vías mediadas por las subunidades alfa Gi y Gs de la 

proteína G heterotrimérica (P00026), vías mediadas por las subunidades alfa Gq y Go de la 

proteína G heterotrimérica (P00027), regulación del citoesqueleto por Rho GTPasa (P00016), 

vía de señalización de inflamación mediada por quimiocinas y citocinas (P00031), asimilación 
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de sulfato (P02778), vía de señalización del receptor nicotínico de acetilcolina (P00044) y vía 

de señalización de las integrinas (P00034). Aunque estas categorías se encontraron en 

proporciones bajas, apuntan a una posible relación de algunas proteínas asociadas a EhMyb10 

con procesos de señalización celular, organización del citoesqueleto y respuesta celular. En 

conjunto, estos resultados indican que, aunque la mayoría de las proteínas identificadas aún no 

cuenta con una clasificación funcional específica, las proteínas anotadas se relacionan 

principalmente con unión, actividad catalítica, metabolismo del RNA, citoesqueleto, tráfico de 

membrana y señalización celular. Esto sugiere que EhMyb10 podría interactuar con un 

conjunto diverso de proteínas, posiblemente vinculadas no solo con regulación transcripcional, 

sino también con redes funcionales asociadas al control postranscripcional, organización 

celular y respuesta a señales intracelulares. 

​

​ ​

​  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Análisis ontológico de las proteínas identificadas por IMS-DIA-MS. El análisis ontológico se 
realizó mediante el servidor PANTHER Classification System, clasificando las proteínas de acuerdo con su A) 
función molecular, B) tipo de proteína y C) vía de señalización. 
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9.3 Los trofozoitos que sobreexpresan a EhMyb10 aumentan la 
expresión de proteínas relacionadas con la metilación 

Previamente, mediante ensayos de Pull-Down observamos que EhMyb10 se asocia a 

proteínas involucradas en la modificación de la cromatina, entre ellas EhPKMTs. Además, el 

gen ehmat1a que codifica para EhMAT1A se sobreexpresa en la condición EhMyb10ox, y es 

la enzima responsable de la síntesis de S-adenosilmetionina (SAM) el cual es el principal 

donador de grupos metilo. Por ello, decidimos evaluar si la sobreexpresión de EhMyb10 tiene 

un efecto en la abundancia de proteínas relacionadas con la metilación como EhMAT1A y 

EhPKMT2. Los resultados muestran que en extractos totales de trofozoítos EhMyb10ox hay 

una mayor cantidad de EhMAT1A y EhPKMT2 en comparación con la condición control 

(Figura 29A-B), como control de carga se usó el anticuerpo α-actina el cual reconoció 

proteínas de 40 kDa cuya abundancia es similar en ambas condiciones (Figura 29D). Estos 

resultados sugieren que la sobreexpresión de EhMyb10 se asocia con cambios en proteínas 

involucradas en la metilación y regulación epigenética, lo que sugiere un posible papel en la 

regulación de la cromatina y en procesos asociados a la regulación transcripcional. 

Adicionalmente, analizamos el patrón de proteínas metiladas en extractos totales mediante un 

anticuerpo que reconoce lisinas dimetiladas y observamos un mayor reconocimiento de lisinas 

dimetiladas en los extractos de EhMyb10ox (M) en comparación con el control (V). Estas 

proteínas se detectaron en un rango de 17-100 kDa, sugiriendo que la sobreexpresión de 

EhMyb10 podría modular la metilación de lisinas directa o indirectamente, lo cual podría estar 

relacionado con el aumento observado en EhMAT1A y EhPKMT2 (Figura 4D).  

 

Figura 30. Efecto de la sobreexpresión de EhMyb10 en la abundancia proteica de EhMAT1A, EhPKMT2 y 
en el patrón de dimetilación de lisinas. Se analizó la abundancia proteica de EhMAT1A y EhPKMT2 mediante 
Western blot en extractos totales de proteínas de trofozoítos pEhEx (V) y EhMyb10ox (M). A) Detección de 
EhMAT1A, mediante un anticuerpo α-EhMAT1A (1:1000). B) Detección de EhPKMT2, utilizando un anticuerpo 
α-EhPKMT2 (1:1000). C) Análisis del patrón global de dimetilación en residuos de lisina utilizando un 
anticuerpo α-pan-dimetil-lisinas (1:1000). D) Como control de carga de utilizó un anticuerpo α-actina (1:1000) 
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9.4 Colocalización de EhMyb10 con proteínas involucradas en 
procesos de metilación 

Para determinar la posible colocalización de EhMyb10 con proteínas implicadas en la 

organización de la cromatina y el metabolismo de metilos, como EhPKMT2 y EhMAT1A, se 

realizaron ensayos de inmunofluorescencia en trofozoítos transfectados con el vector pEhEx 

(control) y en trofozoítos que sobreexpresan EhMyb10 (EhMyb10ox). En primer lugar, se 

analizó la colocalización entre EhMyb10 y EhPKMT2. La detección de EhMyb10 mediante el 

anticuerpo α-HA reveló su localización tanto en el citoplasma como en el núcleo de los 

trofozoítos. Por su parte, EhPKMT2 fue detectada predominantemente en el núcleo, con una 

señal más intensa en los trofozoítos EhMyb10ox en comparación con el control. El análisis de 

superposición de señales reveló colocalización parcial en regiones nucleares periféricas entre 

EhMyb10 y EhPKMT2, lo que sugiere una asociación espacial en compartimentos nucleares 

asociados a cromatina (Figura 31). Posteriormente, se analizó la colocalización de EhMyb10 

y EhMAT1A. Los resultados mostraron que EhMAT1A tiene distribución citoplásmica y 

nuclear, con un enriquecimiento principalmente nuclear tanto en la condición control como en 

la condición EhMyb10ox. Asimismo, al superponer las señales de ambas proteínas observados 

que colocalizan principalmente en la periferia nuclear, patrón similar al observado con 

EhPKMT2 (Figura 32).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Colocalización de EhMyb10 con EhHKMT2 en el núcleo de trofozoitos EhMyb10ox. Se 
utilizaron trofozoitos de E. histolytica transfectados que sobreexpresan a EhMyb10 acoplada a una etiqueta de 
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HA (EhMyb10ox) y trofozoitos transfectados con un vector vacío como control. Las muestras se fijaron e 
incubaron con anticuerpos primarios α-HA (ratón) y α-EhPKMT2 (conejo), ambos diluidos 1:100, seguidos de 
anticuerpos secundarios α-FITC (ratón) y α-Alexa-647 (conejo) en la misma dilución. 

Figura 32. Colocalización de EhMyb10 con EhMAT1A en el núcleo de trofozoitos EhMyb10ox. Se 
utilizaron trofozoitos de E. histolytica transfectados que sobreexpresan a EhMyb10 acoplada a una etiqueta de 
HA (EhMyb10ox) y trofozoitos transfectados con un vector vacío como control. Las muestras fueron fijadas e 
incubadas con el anticuerpo primario α-HA (ratón) y α-MAT1A (conejo) (1:100),, ambos diluidos 1:100, 
seguidos de anticuerpos secundarios α-FITC (ratón) y α-Alexa-647 (conejo) en la misma dilución. Los núcleos se 
tiñeron con DAPI. 

9.5 Colocalización de EhMyb10 con marcas de enhancers y 
promotores activos en trofozoitos EhMyb10ox​
 

Para evaluar si EhMyb10 presenta características de un FT pionero en E. histolytica, se 

analizó su colocalización con las marcas epigenéticas asociadas a enhancers activos H3K4me1 

y H3K27ac mediante inmunofluorescencia en trofozoitos pEhEx y EhMyb10ox. Cabe 

recordar que H3K4me1 es una marca característica de enhancers tanto activos como “poised”, 

mientras que H3K27ac se asocia con elementos reguladores activos, incluyendo tanto 

enhancers como promotores. Por ello, la presencia simultánea de ambas marcas es indicativa 

de enhancers en estado activo de transcripción.​

​ En los trofozoitos control (pEhEx), no se detectó señal α-HA, confirmando la 

especificidad del anticuerpo, mientras que H3K4me1 mostró un patrón periférico anular en el 

núcleo. En los trofozoitos EhMyb10ox, EhMyb10 presentó una distribución puntual 

enriquecida en la periferia y centro nuclear, patrón que coincide espacialmente con el de 
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H3K4me1, como se evidencia por la superposición de señales en la imagen de fusión (Figura 

33A). De manera similar, EhMyb10 mostró colocalización focal con H3K27ac en los 

trofozoitos EhMyb10ox, principalmente en el centro nuclear (Figura 33B). En conjunto, estos 

resultados sugieren que EhMyb10 se localiza en proximidad a regiones enriquecidas con 

marcas epigenéticas características de enhancers activos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
​
 
Figura 33. Colocalización de EhMyb10 con las marcas H3K4me1 y H3K27ac asociadas a enhancers y 
promotores activos en trofozoitos EhMyb10ox. A) H3K4me1 y B) H3K27ac.  Se utilizaron trofozoitos 
EhMyb10ox y pEhEx (como control), fijados e incubados con el anticuerpo primario α-HA (1:100), α-H3K4ME1 
(1:100) y α-H3K27ac (1:100), seguidos de anticuerpos secundarios acoplados a FITC (ratón) y Alexa (conejo) en 
la misma dilución (1:200). Los núcleos se tiñeron con DAPI.  
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9.6 Colocalización de EhMyb10 con marcas de activación y represión 
transcripcional en trofozoitos EhMyb10ox 
 

Las PTMs de las histonas son determinantes en la organización de la cromatina y en la 

regulación de la expresión génica, ya que establecen un código epigenético que define el 

estado transcripcional de las distintas regiones del genoma. En particular, la acetilación de 

histonas, como H4K12ac, se asocia con cromatina abierta y regiones transcripcionalmente 

activas, facilitando el acceso de la maquinaria transcripcional al DNA. En contraste, la 

trimetilación de H3K27 (H3K27me3) es una marca represiva asociada con el silenciamiento 

génico y la formación de heterocromatina facultativa. Dado que EhMyb10 podría actuar como 

un FT pionero capaz de reconocer cromatina compactada, evaluamos su posible asociación 

con regiones de cromatina activa (H4K12ac) y represiva (H3K27me3) mediante ensayos de 

inmunofluorescencia en trofozoitos pEhEx y EhMyb10ox ​

​ En trofozoitos EhMyb10ox se observó la colocalización de EhMyb10 con H4K12ac 

(Figura 34A). De manera interesante, la señal nuclear no fue uniforme, sino que mostró 

patrones focales semejantes a las denominadas “fábricas de transcripción”,, que son 

condensados nucleares especializados donde se concentra la maquinaria transcripcional activa. 

También se observó colocalización entre EhMyb10 y la marca H3K27me3 en la periferia del 

núcleo, aunque con menor intensidad (Figura 34B). La localización en la periferia nuclear se 

asocia con regiones de heterocromatina, lo cual fue corroborado mediante el control de 

localización nuclear laminin B1 (Figura 35).  

Para tener una mayor evidencia de colocalización entre EhMyb10, H4K12ac y 

H3K27me3, se realizó un inmunomarcaje en microscopía electrónica de transmisión (MET), 

utilizando partículas de oro de diferente tamaño para distinguir simultáneamente a EhMyb10 

de las marcas epigenéticas H4K12ac y H3K27me3. Este abordaje permitió una resolución 

espacial significativamente mayor que la inmunofluorescencia convencional. En estos 

ensayos, H4K12ac se localizó predominantemente en regiones de menor densidad electrónica, 

compatibles con eucromatina, mientras que H3K27me3 se asoció con regiones de mayor 

densidad electrónica, características de heterocromatina (Figura 36A). De manera interesante, 

EhMyb10 colocalizó con ambas marcas, lo que indica su presencia tanto en regiones 

transcripcionalmente activas como en regiones represivas de la cromatina, y que es consistente 

con los resultados obtenidos por inmunofluorescencia (Figura 36B).  
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Estos resultados sugieren que EhMyb10 puede asociarse con distintos estados de la 

cromatina y posiblemente ejercer funciones duales en la regulación transcripcional de 

programas transcripcionales tanto de activación como de silenciamiento génico en este 

parásito. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
​
 
 
Figura 34. Colocalización de EhMyb10 con marcas de activación y represión transcripcional en trofozoitos 
EhMyb10ox. A) H4K12ac y B) α-H3K27me3. Se utilizaron trofozoitos EhMyb10ox y pEhEx (como control), 
fijados e incubados con el anticuerpo primario α-HA (1:100), α-H4K12ac (1:100) y α-H3K27me3 (1:100), 
seguidos de anticuerpos secundarios acoplados a FITC (ratón) y Alexa (conejo) (1:200). Los núcleos se tiñeron 
con DAPI. 
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Figura 35. Localización nuclear de laminina B1. Las células se incubaron con anticuerpos α-HA y α-laminina 
B1 (1:100), seguidos de anticuerpos secundarios conjugados con FITC y Alexa (1:200), respectivamente. Los 
núcleos se tiñeron con DAPI. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
​
 
Figura 36. Colocalización de EhMyb10 con marcas de activación y represión transcripcional. Secciones 
ultrafinas de las células pEhEx y EhMyb10ox fueron incubadas con un anticuerpo α-HA (dilución 1:40), 
detectado con partículas de oro de 15 nm, y con anticuerpos contra A) H4K12ac o B) H3K27me3 (dilución 1:20), 
detectados con partículas de oro de 30 nm. Las cabezas de flecha blancas indican las partículas de 30 nm, 
mientras que las negras señalan las partículas de 15 nm. 
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9.7 Validación de la interacción de EhMyb10 con EhPKMT2 
 

Como antecedente de este trabajo, se realizó un ensayo de Pull-Down con la proteína 

recombinante EhMyb10 acoplada a GST y extractos nucleares para identificar proteínas que 

interaccionen con este FT. Una parte de los eluidos fue enviada a identificación por masas y 

otra guardada a -70 °C. Entre las proteínas identificadas se encontró a EhPKMT2 y dado que 

observamos la colocalización con EhMyb10 en el núcleo decidimos validar la interacción 

entre EhMyb10 y EhPKMT2 en estas fracciones. Para ello se separaron por electroforesis 

SDS-PAGE, se corroboró su integridad con azul de Coomassie y se realizó un WB. En el gel 

teñido con azul de Coomassie se puede observar la presencia de GST o EhMyb10r, como 

bandas de 25 y 43 kDa respectivamente así como de bandas adicionales que corresponden a 

las proteínas que interaccionan con las mismas (Figura 37A). En el ensayo de WB se observó 

que el α-EhPKMT2 reconoce solo una banda de ~43 kDa en los eluidos de la proteína 

EhMyb10 recombinante, pero no en los eluidos de GST. Además, en los controles de la 

fracción nuclear insoluble, se observó una señal de ~60 y 29 kDa que podría corresponder a la 

proteína endógena con modificaciones postraduccionales, proteólisis parcial, o a la presencia 

de isoformas con diferente peso molecular (Figura 37B). Estos resultados validan la 

interacción de EhMyb10 con esta metiltransferasa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Validación de la interacción de EhMyb10 y EhPKMT2. A) Gel de SDS-PAGE al 12% teñido con 
Coomassie blue brilliant que muestra las fracciones nucleares y los eluidos de ensayos de Pull-Down. Las 
muestras analizadas incluyen fracción nuclear soluble (FNS), fracción nuclear insoluble (FNI), eluidos del ensayo 
de Pull-Down con GST y fracción nuclear soluble (GST-S), eluidos del Pull-Down con GST y fracción nuclear 
insoluble (GST-I), eluidos del Pull-Down con GST-EhMyb10 y fracción nuclear soluble (EhMyb10-S), y eluidos 
del Pull-Down con GST-EhMyb10 y fracción nuclear insoluble (EhMyb10-I). El carril M corresponde al 
marcador molecular. Las bandas de ~43 kDa y ~25 kDa están indicadas con flechas. B) Ensayo de Western blot, 
utilizando un anticuerpo α-EhPKMT2 de conejo (1:100). 
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9.8 Inmunodetección de EhMyb10 y proteínas asociadas a procesos de 
metilación en inmunoprecipitados de histona H3 

 
Con el objetivo de evaluar una posible asociación de EhMyb10 con proteínas 

relacionadas con la estructura de la cromatina, se realizaron ensayos de inmunoprecipitación 

utilizando un anticuerpo contra la histona H3 en extractos nucleares solubles de trofozoitos 

pEhEx y EhMyb10ox. Como control negativo, se realizaron inmunoprecipitaciones con un 

anticuerpo no relacionado (α-NR), correspondiente a un anticuerpo secundario acoplado a 

HRP. Debido a que EhMyb10 (~20 kDa), la histona H3 (~17 kDa) y EhPKMT2 (~43 kDa) 

presentan pesos moleculares cercanos a las cadenas ligera (~25 kDa) y pesada (~50 kDa) de 

las IgG utilizadas durante la inmunoprecipitación, las muestras fueron analizadas bajo 

condiciones no reductoras para disminuir la interferencia generada por la disociación completa 

de las inmunoglobulinas y facilitar la interpretación de las señales obtenidas por Western blot. 

Los eluidos de las inmunoprecipitaciones con H3 se analizaron mediante SDS-PAGE 

al 10% e inmunodetección con anticuerpos contra H3, EhMyb10 y EhPKMT2. Se detectó 

señal correspondiente a H3 (~17 kDa) tanto en la condición control como en EhMyb10ox, 

aunque la intensidad de la señal fue mayor en la condición EhMyb10ox (Figura 38A). 

Asimismo, se observaron señales entre ~20 y ~30 kDa compatibles con EhMyb10, así como 

señales entre ~50 y ~60 kDa compatibles con EhPKMT2 en ambas condiciones 

experimentales (Figura 38B-C). 

En contraste, en los eluidos obtenidos con el anticuerpo no relacionado no se 

detectaron señales equivalentes, observándose únicamente las bandas correspondientes a las 

cadenas pesada y ligera de las IgG. Esto sugiere que las señales detectadas en las 

inmunoprecipitaciones con H3 corresponden específicamente a proteínas asociadas a los 

complejos inmunoprecipitados (Figura 38D-F). 

No obstante, las señales observadas en el rango de la cadena pesada presentaron una 

intensidad considerablemente mayor en las inmunoprecipitaciones con H3 respecto al control 

α-NR. Esto podría indicar que algunas de las proteínas de interés se encuentran formando 

parte de complejos multiproteicos asociados a H3 que, debido a las condiciones no reductoras, 

no fueron completamente desnaturalizados, ocasionando un corrimiento electroforético más 

lento. Estos resultados sugieren una posible asociación de EhMyb10 y EhPKMT2 con 

complejos asociados a la histona H3. 
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Figura 38. Detección de H3, EhMyb10 y EhPKMT2  en fracciones inmunoprecipitadas con histona H3. Se 
realizó una inmunoprecipitación con un anticuerpo α-H3 y un anticuerpo no relacionado (α-NR) como control 
negativo en extractos nucleares solubles de trofozoitos pEhEx (V) y EhMyb10ox (M). A-C) Inmunodetección de 
H3 (α-H3, 1:2500), EhMyb10 (α-EhMyb10, 1:200) y EhPKMT2 (α-EhPKMT2, 1:200), respectivamente, en los 
eluidos obtenidos mediante IP con α-H3. D-F) Inmunodetección de H3, EhMyb10 y EhPKMT2, respectivamente, 
en los eluidos obtenidos mediante IP con α-NR, utilizando las mismas diluciones. Los eluidos (E1) se obtuvieron 
en condiciones no reductoras y se analizaron mediante SDS-PAGE al 10%. Las flechas indican el peso molecular 
aproximado de las proteínas inmunodetectadas, mientras que los asteriscos señalan las cadenas pesada (H) y 
ligera (L) de las inmunoglobulinas (IgG). 
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9.9 Análisis del reclutamiento de EhMyb10 al promotor del gen 
ehmat1a de E. histolytica 

 
Con el objetivo de evaluar el reclutamiento de EhMyb10 al promotor de uno de sus 

posibles genes blanco, se realizaron ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

utilizando como candidato la región promotora del gen ehmat1a, debido a que este gen 

incrementa su expresión en la condición EhMyb10ox. Debido a que el promotor de ehmat1a 

comprende una región de 551 pb, se diseñaron dos pares de oligonucleótidos para analizarlo 

en dos fragmentos de tamaño similar. El primer par de primers amplifica la región 

comprendida entre -498 y -267 pb (amplicón de 231 pb), mientras que el segundo amplifica la 

región de -267 a +8 pb (amplicón de 275 pb) (Figura 39A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Validación de oligonucleótidos para el análisis del promotor de ehmat1a. A) Esquema del 
promotor de ehmat1a. Se diseñaron dos pares de primers que amplifican la región promotora en dos amplicones 
que corresponden a 231 pb (–400 a –270) y 275 pb (–270 a +8). B) PCR con DNA genómico (DNAg) como 
control positivo y reacción sin DNA como control negativo. C) PCR con DNAg en la que se omitió 
individualmente el primer forward o reverse para evaluar la especificidad. D) PCR del input correspondiente a las 
condiciones pEhEx y EhMyb10ox. Los recuadros verdes indican las regiones del promotor correspondientes a los 
amplicones analizados, y las flechas negras señalan el tamaño de los productos en pares de bases (pb).  
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Para verificar la especificidad de los oligonucleótidos, se realizaron ensayos de PCR 

utilizando DNA genómico como control positivo. Ambos pares de oligonucleótidos 

amplificaron los fragmentos esperados de aproximadamente 231 y 275 pb, respectivamente, 

mientras que el control negativo no mostró amplificación (Figura 39B). Adicionalmente, se 

realizaron reacciones de PCR omitiendo el primer forward o reverse de manera individual, 

observándose ausencia de amplificación en ambas condiciones, lo que confirmó la 

especificidad de los oligonucleótidos y descartó amplificaciones inespecíficas (Figura 39C). 

Posteriormente, se evaluó la amplificación de ambas regiones promotoras utilizando la 

cromatina correspondiente al input de las condiciones pEhEx y EhMyb10ox. En ambas 

condiciones se obtuvieron los amplicones esperados, indicando un procesamiento adecuado de 

la cromatina para los ensayos de ChIP (Figura 39D).​

​ Una vez validadas las condiciones experimentales, se realizaron ensayos de ChIP  

utilizando cromatina de trofozoitos pEhEx y EhMyb10ox. Como control positivo se empleó el 

anticuerpo α-H3 y como control negativo un anticuerpo no relacionado (α-NR). Para evaluar 

el reclutamiento de EhMyb10 a la región promotora de ehmat1a, se utilizó el anticuerpo 

α-EhMyb10 (Figura 40A-B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
​
 
 
Figura 40. Análisis del reclutamiento de EhMyb10 al promotor de ehmat1a. El análisis del reclutamiento se 
realizó mediante inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). Se emplearon anticuerpos contra la histona H3 
(control positivo), un anticuerpo no relacionado (α-NR, control negativo) y α-EhMyb10 para evaluar la 
asociación de EhMyb10 con la cromatina en las condiciones pEhEx y EhMyb10ox. Los rectángulos verdes 
indican las regiones del promotor del gen ehmat1a correspondientes a los amplicones analizados. Las flechas 
negras señalan el tamaño de los amplicones en pares de bases (pb). 

                                                                                        TESIS                                                                                           92 



POSGRADO EN CIENCIAS GENÓMICAS 

Los resultados mostraron amplificación de las regiones promotoras inmunoprecipitadas 

con el anticuerpo α-H3, mientras que no se detectó amplificación en las inmunoprecipitaciones 

realizadas con el anticuerpo α-NR en ninguna de las condiciones analizadas. Por otro lado, se 

observó amplificación de la región promotora en las muestras inmunoprecipitadas con el 

anticuerpo α-EhMyb10 en la condición pEhEx; sin embargo, en la condición EhMyb10ox no 

se detectó amplificación. Asimismo, la región comprendida entre -498 y -267 pb mostró una 

señal de amplificación más evidente, sugiriendo una mayor asociación de EhMyb10 con esta 

región promotora distal. 

En conjunto, estos resultados sugieren que EhMyb10 podría asociarse de manera 

específica con la región promotora del gen ehmat1a, indicando que este gen podría 

corresponder a un posible blanco regulado por este FT. 
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10. Discusión 
 

E. histolytica es un parásito cuya capacidad de colonización e invasión tisular depende 

de mecanismos de expresión génica altamente regulados (Ehrenkaufer et al., 2008, Meneses et 

al., 2010;). La regulación transcripcional en este organismo constituye un proceso dinámico 

que integra vías de señalización, factores de transcripción específicos y proteínas 

modificadoras de cromatina (Guillén, 2021; Meneses et al., Ehrenkaufer et al., 2009; 2010; 

Borbolla et al., 2016; Lozano et al., 2020). En este contexto, los factores de transcripción de la 

familia Myb han emergido como reguladores relevantes en diversos procesos biológicos del 

parásito, incluyendo la virulencia y la diferenciación de trofozoito a quiste (Meneses et al., 

2010; Ehrenkaufer et  al., 2009). En particular, EhMyb10 es un miembro de la familia 

EhMybR2R3 cuya alta identidad estructural con el DBD-MYB de c-Myb sugiere la 

posibilidad de que comparta propiedades funcionales con este FT pionero de vertebrados 

(Meneses et al., 2010; Fuglerud et al., 2018). Los resultados obtenidos en el presente trabajo 

aportan evidencias experimentales iniciales que apoyan la hipótesis de que EhMyb10 podría 

funcionar como un posible FT pionero en  este parásito.​

​ En este trabajo sobreexpresamos de manera estable el FT EhMyb10 en trofozoítos de 

E. histolytica. Esta estrategia ha sido utilizada previamente para la caracterización de otros 

factores de transcripción de la amiba, como EhMyb-dr y EhPC4, así como de miembros de la 

familia Myb en eucariotas superiores (Ehrenkaufer et al., 2007; Ehrenkaufer et al., 2009; de la 

Cruz et al., 2014). En particular, los estudios realizados con c-Myb han demostrado que la 

sobreexpresión de este factor facilita la identificación de proteínas asociadas y el análisis de 

los mecanismos que regulan su actividad transcripcional (Jin et al., 2006). Por ello, la 

generación de trofozoítos EhMyb10ox constituye una herramienta útil para explorar las redes 

de interacción y las posibles funciones regulatorias de este FT en E. histolytica.​

​ Para identificar proteínas que interactúan con EhMyb10, se realizaron ensayos de 

inmunoprecipitación. Este ensayo permitió identificar 32 proteínas candidatas a interactuar 

con este FT mediante espectrometría de masas por IMS-DIA-MS. El análisis ontológico de 

estas proteínas reveló que, aunque una proporción importante carece de anotación funcional 

específica, lo que refleja el nivel de caracterización aún limitado del proteoma de E. 

histolytica, las proteínas clasificadas se distribuyeron principalmente en categorías de función 

molecular de unión y de actividad catalítica, y en categorías de tipo proteico relacionadas con 

el metabolismo del RNA, moduladores de interacciones proteicas y proteínas del 
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citoesqueleto. De manera notable, entre las proteínas identificadas destacan proteínas 

involucradas en vías de señalización celular como proteínas de la familia Ras GTPasas y 

componentes de la lectina Gal/GalNAc, uno de los principales factores de adhesión y 

virulencia de E. histolytica que media el reconocimiento y la unión del parásito a las células 

del hospedero (Guillén, 2021). ​

​ En E. histolytica, las GTPasas de la superfamilia Ras, que incluye las familias Ras, 

Rho y Rab, constituyen reguladores centrales de diversos procesos celulares asociados a la 

virulencia, la patogenicidad y la evasión de la respuesta inmune del hospedero (Bosch et al., 

2013). Se ha demostrado que las GTPasas de la familia Rho, así como los RhoGEF y los 

efectores Rho (forminas y quinasas activadas por p21) regulan el citoesqueleto dinámico de 

actina de E. histolytica y procesos celulares asociados con la patogénesis, como migración, 

invasión, fagocitosis y evasión de la respuesta inmune del huésped (Bosch et al., 2013). Por su 

parte, las GTPasas Rab participan en el tráfico vesicular necesario para la fagocitosis y la 

pinocitosis, así como para la secreción de factores de virulencia conocidos, como amebaporos 

y cisteína proteasas (Bosch et al., 2013). Estos antecedentes otorgan relevancia funcional a la 

presencia de proteínas RAS GTPasa en el interactoma de EhMyb10, ya que sugieren que este 

FT podría participar en la integración de señales provenientes de estas cascadas para modular 

la expresión de genes relacionados con la patogenicidad del parásito. ​

​ Estos hallazgos adquieren mayor relevancia al ser contrastados con los resultados del 

ensayo de pull-down previo realizado con la proteína recombinante EhMyb10r-GST (Aguirre, 

Tesis de Licenciatura, 2023), en el que se identificaron proteínas con funciones relacionadas 

con vías de señalización, entre ellas una serina/treonina quinasa, una proteína tirosina 

fosfatasa, una proteína quinasa, una proteína activadora de GTPasa Rab putativa y una 

proteína que contiene el dominio RhoGAP. La presencia de estas proteínas en el interactoma 

de EhMyb10, identificadas por dos abordajes experimentales independientes, es consistente 

con un modelo en el que este FT no opera de manera aislada, sino asociado en una red de 

señalización que involucra receptores de membrana como la lectina Gal/GalNAc, tanto 

quinasas activadoras como GTPasas reguladoras. En E. histolytica, se ha descrito que los 

receptores de superficie como la lectina Gal/GalNAc, los receptores acoplados a proteínas G 

(GPCRs) y las cinasas transmembrana (TMKs) activan cascadas de señalización intracelular 

que incluyen las GTPasas de pequeño tamaño y  las cinasas de serina/treonina, las cuales 

regulan tanto la remodelación del citoesqueleto como la activación de factores de transcripción 

implicados en la enquistación y la virulencia (Guillen, 2021).  Por lo tanto, la activación de 
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proteínas GTPasas GPCRs y cinasas transmembrana (TMKs) que desencadenan vías de 

transducción de señales diversas que convergen sobre cinasas de serina/treonina y tirosina, 

posiblemente, podrían fosforilar y regular la actividad de EhMyb10. Esta propuesta es 

consistente con el análisis in silico realizado previamente (Aguirre, Tesis de Licenciatura, 

2023), que reveló que EhMyb10 presenta múltiples sitios susceptibles a fosforilación en 

residuos de serina, treonina y tirosina, lo que indica que este FT podría ser blanco de 

regulación postraduccional por parte de cinasas intracelulares del parásito. Un posible 

mecanismo de regulación de EhMyb10 que involucra fosforilación podría ser similar a lo 

descrito en el FT pionero c-Myb. Se ha demostrado que c-Myb es fosforilado en residuos de 

serina 11 y 12 in vivo por la caseína cinasa II (CKII), en su DBD que modula su afinidad por 

el DNA (Oelgeschläger et al., 1995). Asimismo, la fosforilación del residuo de serina 116 por 

la subunidad catalítica de la proteína cinasa A (PKA) altera la estabilidad de los complejos 

formados por c-Myb-DNA, afectando su capacidad de unión y, potencialmente, su actividad 

reguladora sobre la expresión génica (Andersson et al., 2003).​

​ Las implicaciones de estos hallazgos para la comprensión de la patogenia de E. 

histolytica son significativas. Si EhMyb10 actúa como un integrador de señales de vías 

RAS/Rho/Rab-cinasa y su actividad es modulada por fosforilación, entonces este FT podría 

funcionar como un regulador clave en la transición entre el estado comensal y el estado 

invasivo del parásito, vinculando la percepción de señales del microambiente intestinal, 

mediada por la lectina Gal/GalNAc y Ras/Cinasas, con cambios en el programa 

transcripcional y epigenético del núcleo. Esta hipótesis es coherente con los datos de RNA-seq 

que reportan cambios en la expresión de ehmyb10 en condiciones de virulencia y colonización 

intestinal (Gilchrist et al., 2006; Weber et al., 2016), y con la identificación de componentes 

de la lectina Gal/GalNAc en el interactoma de EhMyb10 en el presente trabajo. Sin embargo, 

se requieren ensayos experimentales como ensayos de fosforilación in vitro con las cinasas 

candidatas identificadas, mutagénesis dirigida de los sitios de fosforilación de EhMyb10 y 

análisis de la actividad transcripcional del FT, etc, que puedan validar esta posible vía de 

señalización (Figura 41). ​

​ Por otro lado, una diferencia notable entre los resultados  de inmunoprecipitación del 

presente trabajo y los del análisis de pull-down reportado previamente (Aguirre, Tesis de 

Licenciatura, 2023) es que en el ensayo de inmunoprecipitación in vivo no se identificaron de 

manera robusta proteínas modificadoras de cromatina como EhPKMT2. Esta diferencia podría 

explicarse por varias razones. En primer lugar, los ensayos de inmunoprecipitación en células 
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vivas capturan únicamente interacciones que ocurren en el contexto celular nativo (Li et al., 

2025), el cual puede verse influido por modificaciones postraduccionales del propio 

EhMyb10, variaciones en la concentración de proteínas interactuantes o en la dinámica del 

complejo en el momento del análisis. En contraste, los ensayos de pull-down con proteína 

recombinante, aunque útiles para identificar interacciones directas, carecen de las 

modificaciones postraduccionales que, in vivo, pueden modular la afinidad de unión del FT 

por sus proteínas blanco (Lackner et al., 2024; Louche et al., 2007). Además, es posible que 

interacciones transitorias o de baja afinidad (Wu et al., 2025), como las que suelen 

establecerse entre factores de transcripción y proteínas modificadoras de la cromatina durante 

la remodelación epigenética, sean difíciles de capturar mediante inmunoprecipitación 

convencional (Wu et al., 2025). Esto se ha observado en sistemas eucariotas superiores, lo que 

demuestra que la interacción de c-Myb con coactivadores como p300/CBP es dinámica y 

transitoria, ya que la acetilación de histonas inducida posteriormente provoca la disociación 

del FT de la cromatina (Fuglerud et al., 2018).​

​ A pesar de que la espectrometría de masas del ensayo de inmunoprecipitación no 

identificó directamente a EhPKMT2 ni a EhMAT1A en los eluidos, los resultados de Western 

blot en extractos totales de trofozoítos de EhMyb10ox mostraron un incremento en la 

abundancia proteica de ambas proteínas en comparación con la condición control. Este 

hallazgo es significativo porque sugiere que la sobreexpresión de EhMyb10 tiene un efecto 

funcional en la maquinaria de metilación del parásito. En mamíferos, se ha demostrado que 

c-Myb actúa como regulador positivo de MAT2A, el gen que codifica para la subunidad 

catalítica de la metionina adenosiltransferasa (MAT) en tejidos extrahepáticos, y que su unión 

al promotor de MAT2A en células de carcinoma hepatocelular promueve directamente su 

transcripción (Ramani et la., 2017; Yang et al, 2001). De forma análoga, los datos de RNA-seq 

de trofozoítos de EhMyb10ox reportados previamente (Castillo, Tesis de Maestría, 2024) 

muestran que el gen ehmat1a es uno de los genes con mayor nivel de sobreexpresión, lo cual 

es consistente con el aumento proteico observado en el presente trabajo. Por otro lado, el 

incremento en EhPKMT2 podría interpretarse como un efecto secundario de la sobreexpresión 

de EhMyb10: si EhMyb10 “promueve” la apertura de la cromatina y la activación de genes 

diana, entre ellos, posiblemente, el propio gen ehpkmt2 o genes que regulan su estabilidad 

proteica, el efecto final sería un aumento de los niveles de esta metiltransferasa. Estudios en 

células de mamíferos han establecido que las metiltransferasas de lisina de histonas (HKMTs) 

son frecuentemente reclutadas a regiones regulatorias, en conjunto con factores de 
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transcripción, para establecer marcas epigenéticas permisivas, como H3K4me1 y H3K4me3, 

características de enhancers y promotores activos, respectivamente (Hyun et al., 2017; Jozwik 

et al., 2016).​

​ El aumento del patrón global de proteínas dimetiladas en lisina observado mediante el 

anticuerpo α-pan-dimetil-lisina en extractos de trofozoítos de EhMyb10ox es consistente con 

los incrementos observados en EhMAT1A y EhPKMT2. EhMAT1A cataliza la síntesis de 

S-adenosilmetionina (SAM), el principal donante universal de grupos metilo en reacciones de 

metilación biológica (Ramani et al., 2017; Katoh et al., 2011; Kera et al., 2013). Un aumento 

en la disponibilidad de SAM, consecuencia del incremento en EhMAT1A, podría potenciar la 

actividad de las metiltransferasas de histonas y proteínas no histonas, generando el patrón 

elevado de dimetilación observado. Esto es coherente con el modelo propuesto para el módulo 

SAMIT en mamíferos, en el que MATII es reclutada a regiones de cromatina para 

proporcionar SAM local y favorecer la metilación de histonas (Katoh et al., 2011; Kera et al., 

2013). En E. histolytica, los niveles de SAM y la actividad MAT han sido poco estudiados en 

relación con la regulación epigenética; sin embargo, los resultados aquí presentados sugieren 

que EhMyb10 podría funcionar como un regulador que conecta la expresión de genes 

metabólicos clave, como ehmat1a, con el estado epigenético de la cromatina, estableciendo un 

circuito de retroalimentación positiva que amplifica la activación transcripcional en regiones 

específicas del genoma.​

​ Los ensayos de inmunofluorescencia confirmaron la colocalización de EhMyb10 con 

EhPKMT2 y EhMAT1A principalmente en la periferia nuclear. Esta distribución periférica 

nuclear es relevante desde el punto de vista epigenético, ya que en eucariotas se ha descrito 

que la periferia del núcleo contiene tanto regiones de heterocromatina asociadas a la lámina 

nuclear como zonas de transición entre cromatina activa y represiva (Hansen et al., 2018; 

Cremer et al., 2001; Tecalco et al., 2021). La colocalización de EhMyb10 con EhPKMT2 en la 

periferia nuclear podría indicar que ambas proteínas actúan conjuntamente en regiones de 

cromatina con características de enhancers en estado poised o en genes que están en transición 

entre un estado represivo y activo (Liu et al., 2023). En eucariotas superiores, el FT pionero 

FOXA1, no solo reconoce enhancers previamente marcados con H3K4me1, sino que también 

participa activamente en el establecimiento del paisaje epigenético asociado con la activación 

transcripcional. FOXA1 recluta a la metiltransferasa MLL3 a regiones de enhancers y/ 

promotores de genes específicos para facilitar la disposición de H3K4me1y H3K4me3, marcas 

asociadas a enhancers y promotores activos, respectivamente (Jozwik et al., 2016). Los datos 
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presentados en esta tesis sugieren un mecanismo similar en E. histolytica, donde EhMyb10 

podría reclutar a EhPKMT2 a sitios regulatorios específicos para promover la modificación de 

histonas y la apertura cromatínica local.​

​ Un hallazgo central de este trabajo es la colocalización de EhMyb10 con las marcas 

epigenéticas H3K4me1 y H3K27ac, características de enhancers activos, en trofozoítos 

EhMyb10ox. La monometilación de H3K4 (H3K4me1) es una marca bien establecida de 

enhancers tanto en estado activo como poised en eucariotas, mientras que la acetilación de 

H3K27 (H3K27ac) distingue específicamente a los enhancers activos de los inactivos (Liu et 

al., 2023). La presencia simultánea de EhMyb10 en regiones enriquecidas con ambas marcas 

es consistente con el modelo de función pionera propuesto para c-Myb en células 

hematopoyéticas humanas: c-Myb se une a la cromatina semi-cerrada asociada con H3K4me1 

y recluta a los coactivadores p300/CBP, que acetilan H3K27 para generar un enhancer activo, 

permitiendo el acceso de otros FT y de la maquinaria transcripcional (Fuglerud et al., 2018). 

Aunque en E. histolytica no se ha demostrado formalmente la existencia de enhancers 

comparables a los descritos en eucariotas superiores, dado el nivel de caracterización limitado 

de los mecanismos regulación transcripcional y de la arquitectura cromatínica en este parásito 

(Singh et al., 2010; Singh et al., 2009; Singh et al., 1997; Bruchhaus et al., 1993; ), los 

presentes datos sugieren que mecanismos equivalentes podrían existir en E. histolytica, con 

EhMyb10 actuando como un regulador de la accesibilidad cromatínica en elementos 

reguladores análogos a los enhancers de organismos superiores.​

​ De manera interesante, EhMyb10 mostró colocalización no solo con marcas de 

activación transcripcional (H4K12ac), sino también con la marca represiva H3K27me3, tanto 

en ensayos de inmunofluorescencia como en microscopía electrónica de transmisión (MET). 

Esta última técnica, de mayor resolución espacial, permitió confirmar que EhMyb10 se 

localiza en regiones de eucromatina (asociadas con H4K12ac) y en regiones de 

heterocromatina (asociadas con H3K27me3), respectivamente (Liu et al., 2023). La capacidad 

de un FT pionero de localizarse en regiones de cromatina condensada, incluyendo 

heterocromatina, ha sido documentada para factores como PAX7 y TCF1, que pueden unirse a 

regiones marcadas con H3K27me3 y H3K9me3 para inducir la activación de las secuencias 

subyacentes (Barral et al., 2024; Johnson et al., 2018; Mayran et al., 2018; Fuglerud et al., 

2017; Fuglerud et al., 2018; Zaret et al., 2020; Slattery et al., 2014). No obstante, la presencia 

de EhMyb10 en regiones de heterocromatina también plantea la posibilidad de que este FT 

participe en el mantenimiento o modulación del silenciamiento génico en regiones específicas 
                                                                                        TESIS                                                                                           99 



POSGRADO EN CIENCIAS GENÓMICAS 

del genoma de E. histolytica. En este sentido, la colocalización de EhMyb10 con H4K12ac y 

H3K27me3 podría sugerir su participación en un mecanismo dual de regulación 

transcripcional, activando genes en regiones de eucromatina y contribuyendo a la dinámica de 

la heterocromatina en otras regiones. ​

​ La validación de la interacción entre EhMyb10 y EhPKMT2 mediante Western blot en 

fracciones de pull-down con la proteína recombinante EhMyb10r-GST respaldó respaldar los 

datos de colocalización de ambas proteínas. El anticuerpo α-EhPKMT2 reconoció una banda 

de aproximadamente 43 kDa exclusivamente en los eluidos de EhMyb10r, pero no en los 

eluidos de GST solo, lo que confirma que la interacción es específica y dependiente de 

EhMyb10. Este resultado es coherente con los datos previos de pull-down (Aguirre, Tesis de 

Licenciatura, 2023) y amplía la evidencia de una asociación entre EhMyb10 y esta 

metiltransferasa de lisinas. EhPKMT2 (EhHKMT2) pertenece a la familia SET y ha sido 

caracterizada como una histona lisina metiltransferasa cuyo dominio SET presenta mayor 

similitud con SMYD3 que con otras PKMTs humanas, y cuya actividad se ha asociado con la 

metilación de H3K4, una marca relacionada con la activación transcripcional en E. histolytica 

(Borbolla et al., 2016). La interacción de EhMyb10 con EhPKMT2 es conceptualmente 

análoga a la descrita entre FOXA1 y MLL3 en células de cáncer de mama, donde FOXA1 

facilita el reclutamiento de esta metiltransferasa a los enhancers para la disposición de 

H3K4me1 (Jozwik et al., 2016). En conjunto, estos datos respaldan un posible mecanismo en 

el que EhMyb10 podría actuar como un andamio molecular que facilita el reclutamiento de 

EhPKMT2 a regiones regulatorias específicas del genoma amebiano, promoviendo la 

deposición de marcas de activación transcripcional.​

​ Los resultados de los ensayos de inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-H3 

revelaron señales compatibles con H3, EhMyb10 y EhPKMT2 en los eluidos de ambas 

condiciones experimentales, lo que sugiere que estas proteínas podrían formar parte de 

complejos multiproteicos asociados a la cromatina. La coprecipitación de EhMyb10 con H3 es 

consistente con los datos de pull-down previos que mostraron la interacción de EhMyb10 con 

histonas (H2A y H2B) (Aguirre, Tesis de Licenciatura, 2023), y con el modelo de función 

pionera que implica la unión directa del FT con nucleosomas (Fuglerud et al., 2017; Fuglerud 

et al., 2018). Sin embargo, la interpretación de estos resultados es compleja debido a la 

interferencia de las cadenas pesada y ligera de las IgGs en el rango de peso molecular de las 

proteínas de interés, y a las condiciones no reductoras empleadas durante el ensayo. En 

eucariotas superiores, se determinó que c-Myb se une a los extremos N-terminal de las 
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histonas H2B, H3 (H3.3) y H4, evidenciando que esta interacción es esencial para la función 

pionera del FT (Fuglerud et al., 2017; Mo et al., 2005). En E. histolytica, la confirmación 

definitiva de la interacción directa de EhMyb10 con histonas requiere abordajes adicionales 

como ensayos de FRET, doble híbrido en levadura, o técnicas de microscopía avanzada de 

superresolución, tal como se plantea en las perspectivas de este trabajo.​

​ El análisis del reclutamiento de EhMyb10 en el promotor del gen ehmat1a mediante 

ensayos de ChIP constituye uno de los resultados más relevantes y, al mismo tiempo, más 

complejos de interpretar en este trabajo. Los ensayos mostraron un enriquecimiento de 

EhMyb10 en la región promotora distal de ehmat1a (–498 a –267 pb) en la condición control 

(vector vacío, pEhEx), mientras que en la condición de sobreexpresión (EhMyb10ox) no se 

detectó amplificación. A primera vista, este resultado podría interpretarse como una paradoja: 

si EhMyb10 activa la expresión de ehmat1a, como lo sugieren los datos de RNA-seq (Castillo, 

Tesis de Maestría, 2024) y Western blot , ¿por qué no se detecta su reclutamiento al promotor 

en la condición de sobreexpresión? Una explicación plausible, consistente con el modelo de 

función pionera, es que bajo condiciones basales, EhMyb10 se une establemente al promotor 

de ehmat1a para iniciar la apertura cromatínica y la activación transcripcional del gen. En 

contraste, durante la sobreexpresión sostenida de EhMyb10, la cromatina en la región 

promotora de ehmat1a podría haberse remodelado previamente hacia un estado abierto y 

transcripcionalmente activo, reduciendo la necesidad de una unión estable del FT al promotor 

en el momento del análisis. Este mecanismo es análogo al descrito para c-Myb, donde la 

acetilación de H3K27 inducida por el reclutamiento de p300/CBP provoca la disociación del 

FT de la cromatina tras la activación del gen diana (Fuglerud et al., 2018). De igual manera, 

en el contexto de FoxA1, se ha propuesto que la función pionera implica un ciclo de unión, 

remodelación y disociación del FT a medida que la cromatina se abre y otros reguladores 

ocupan los sitios de unión (Zaret, 2020; Barral et al., 2024).​

​ Los hallazgos presentados en este trabajo contribuyen en la comprensión de los 

mecanismos de regulación transcripcional en E. histolytica. En primer lugar, sugieren que este 

parásito cuenta con al menos un FT con propiedades de  posible FT pionero, EhMyb10, lo que 

amplía el repertorio de mecanismos reguladores epigenéticos conocidos en este organismo 

más allá de los descritos previamente para factores como URE3-BP y EhMyb-dr (Gilchrist et 

al., 2001; Ehrenkaufer et al., 2009). En segundo lugar, la posible conexión entre EhMyb10, 

EhMAT1A y EhPKMT2 sugiere la existencia de un módulo funcional que integra el 

metabolismo de SAM con la regulación epigenética de la cromatina, similar al módulo 
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SAMIT descrito en mamíferos (Katoh et al., 2011; Kera et al., 2013). Esta integración podría 

ser particularmente importante en condiciones de virulencia, donde la disponibilidad de SAM 

y la regulación de la metilación de histonas podrían modular la expresión de genes asociados 

con la patogenicidad del parásito. Sin embargo, es importante reconocer las limitaciones del 

presente trabajo (Figura 41). Los ensayos de ChIP requieren repetición y análisis cuantitativo 

mediante qPCR para confirmar los resultados obtenidos. Asimismo, la confirmación de la 

función pionera de EhMyb10 requeriría ensayos de ATAC-seq para evaluar si su 

sobreexpresión promueve la apertura de la cromatina a escala genómica, y ensayos de 

ChIP-seq para mapear en forma global los sitios de unión de este FT en el genoma de E. 

histolytica. De igual manera, los ensayos de gen reportero serían necesarios para demostrar 

formalmente la capacidad de EhMyb10 para activar la transcripción del gen ehmat1a. A pesar 

de estas limitaciones, el conjunto de evidencias experimentales reunidas en este trabajo 

sugiere que EhMyb10 podría actuar como un FT pionero en E. histolytica, con una actividad 

central en la regulación epigenética de este parásito. 

 

Figura 41. Modelo de la función reguladora de EhMyb10 en E. histolytica. EhMyb10 podría actuar como un 
FT con características de pionero, integrando señales provenientes de vías Ras/cinasas y de la lectina 
Gal/GalNAc. Su posible activación por fosforilación y translocación al núcleo podrían favorecer la interacción 
con proteínas asociadas a metilación, como EhMAT1A y EhPKMT2, así como con marcas epigenéticas 
relacionadas con activación (H3K4me1 y H3K27ac) y represión (H3K27me3) transcripcional y promover la 
remodelación de la cromatina para regular expresión de genes asociados con virulencia y adaptación del parásito. 
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11. Conclusiones​
 

●​ La sobreexpresión de EhMyb10 modifica la abundancia de EhMAT1A y EhPKMT2, 

así como el patrón global de proteínas dimetiladas, lo que sugiere su participación en 

procesos de metilación de proteínas relacionados con la regulación de la expresión 

génica.​

 

●​ Los ensayos de inmunoprecipitación indican que EhMyb10 podría formar parte de 

complejos proteicos multifuncionales que conectan la regulación transcripcional con 

procesos de transducción de señales, reorganización del citoesqueleto, metabolismo 

celular y procesos relacionados con la virulencia del parásito.​

 

●​ La colocalización de EhMyb10 con EhMAT1A, EhPKMT2 y marcas epigenéticas 

asociadas a enhancers activos, así como su localización en regiones de cromatina 

activa y represiva, sugiere que esta proteína podría asociarse con cromatina en distintos 

estados de accesibilidad y participar en mecanismos de regulación epigenética.​

 

●​ Los ensayos de ChIP sugieren una posible interacción de EhMyb10 con la región 

promotora distal del gen ehmat1a, indicando que este podría corresponder a un posible 

gen blanco regulado por EhMyb10.​

 

●​ En conjunto, los hallazgos obtenidos respaldan la hipótesis de que EhMyb10 presenta 

características compatibles con un FT pionero y podría desempeñar un papel 

importante en la regulación epigenética y transcripcional de E. histolytica. 
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12. Perspectivas 
 

●​ Realizar ensayos de IP optimizando empleando condiciones más astringentes y 

extractos nucleares solubles para la identificación de proteínas que interaccionan con 

EhMyb10 por espectrometría de masas.​

 

●​ Realizar ensayos que permitan determinar interacciones directas con las proteínas de 

interés, por ejemplo, ensayos de FRET o doble híbrido.​

 

●​ Realizar ensayos de ChIP empleando anticuerpos dirigidos contra la H3H4me1/3, 

H4K12ac u otras histonas y cuantificar los amplicones.​

 

●​ Realizar ensayos de gen reportero para determinar si EhMyb10 activa la transcripción 

del gen ehmat1a.​

 

●​ Realizar ensayos de ChIP-seq  para mapear los sitios de unión de este FT en el genoma 

de E. histolytica.​

 

●​ Realizar ensayos de ATAC-seq para determinar si EhMyb10 promueve la apertura de 

la cromatina. 
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