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RESUMEN
Giardia duodenalis es un protozoario parásito de gran importancia en salud pública, ya que causa la enfermedad gastrointestinal más 
prevalente del mundo, la giardiasis. El tratamiento farmacológico para esta parasitosis consiste en la administración de nitroimida-
zoles y benzimidazoles, sin embargo, se han detectado resistencia al tratamiento y múltiples efectos secundarios. Por tal razón, en 
estudios anteriores se postuló a la NAD quinasa de G. duodenalis (glnadk), como posible blanco farmacológico. En este trabajo, se 
realizó una aproximación bioinformática de los mecanismos de regulación transcripcional de este gen. Para la regulación en cis, se 
partió de la búsqueda de elementos conservados en otros genes del parásito y, mediante el uso de los servidores MEME y Tomtom, 
se buscaron nuevos motivos y sitios de unión a factores de transcripción. Para la identificación de elementos reguladores trans con 
sitio de unión al promotor de glnadk, se empleó el servidor PROMO y, para la identificación de genes candidato a factor de transcrip-
ción en el genoma de G. duodenalis, alineamientos múltiples de secuencia. Se identificaron elementos reguladores en cis conservados, 
y nuevos motivos de unión a proteínas reguladoras en el promotor de glnadk. Adicionalmente, se identificaron posibles factores de 
transcripción que podrían participar en la regulación de glnadk, y se postularon genes candidato que codificarían para estos elemen-
tos reguladores.

Palabras clave: expresión génica, metabolismo energético, reguladores transcripcionales.

ABSTRACT
Giardia duodenalis is a protozoan parasite of great public health importance, since it causes the most prevalent gastrointestinal disease 
in the world, giardiasis. Pharmacological treatment for this parasitosis consists of the administration of nitroimidazoles and ben-
zimidazoles, however, resistance to treatment and multiple side effects have been detected. For this reason, in previous studies, G. 
duodenalis NAD kinase (glnadk) was postulated as a possible drug target. In this work, a bioinformatic approach to the transcriptional 
regulation mechanisms of this gene was carried out. For the cis regulation, we started from the search for conserved elements in other 
genes of the parasite and, through the use of the MEME and Tomtom servers, new motifs and binding sites for transcription factors 
were explored. For the scanning of trans regulatory elements with binding site to the glnadk promoter, the PROMO server was used, 
and, for the identification of candidate genes for a transcription factor in the G. duodenalis genome, multiple sequence alignments. 
Conserved cis regulatory elements and new regulatory protein binding motifs in the glnadk promoter were identified. Additionally, 
possible transcription factors that could participate in the regulation of glnadk were identified, and candidate genes that would code 
for these regulatory elements were postulated.

Keywords: energy metabolism, gene expression, transcriptional regulatory elements.
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INTRODUCCIÓN

Giardia Künstler, 1882, es un protozoario parásito, flage-
lado con distribución global, que infecta el intestino delgado 
de humanos y mamíferos, y es causante de la giardiasis, 
una de las enfermedades gastrointestinales más prevalentes 
a nivel mundial. Esta enfermedad se presenta principalmente 
en población expuesta a condiciones higiénico sanitarias des-
favorables, con mayor repercusión en niños menores de cinco 
años, donde se asocia con desnutrición, retraso cognitivo y 
mortalidad (Ortega-Pierres et al., 2018; Gutiérrez and Bartelt, 
2024); también, se relaciona con complicaciones crónicas 
como enfermedades oculares, artritis, y síndrome de intestino 
irritable (Fink and Singer, 2017; Mahdavi et al., 2022).

La primera línea de tratamiento para esta parasitosis 
consiste en la administración de nitroimidazoles (metroni-
dazol) y benzimidazoles (albendazol), sin embargo, se ha 
documentado resistencia a estos tratamientos e incremento 
en enfermedad refractaria (Ansell et al., 2015; Mørch and 
Hanevik, 2020). Por lo tanto, en la búsqueda de alternativas 
para el tratamiento de esta enfermedad, se muestra promi-
sorio el estudio de la regulación de las vías metabólicas y 
las enzimas involucradas en el metabolismo energético del 
parásito. De esta manera, se hace interesante ahondar en 
el metabolismo del dinucleótido de nicotinamida y adenina 
(NAD) y su forma fosforilada (NADP), ya que son molécu-
las fundamentales y necesarias para la homeostasis celular. 
El NAD está presente en su mayoría en estado oxidado y 
participa en reacciones catabólicas, mientras que el NADP 
predomina en su forma reducida (NADPH), actuando como 
cofactores enzimáticos. La principal función del NADP pa-
rece ser el mantenimiento de equivalentes reductores, mien-
tras que el NADPH es esencial para proteger las células, 
regenerando los sistemas de defensa ante el estrés oxidativo 
como el glutation, tiorredoxina y peroxiredoxinas; sin em-
bargo, los metabolitos de la vía del NAD están implicados 
en otras funciones como modificaciones postraduccionales, 
cambios epigenéticos y regulación de la estabilidad del ARN 
(Chini et al., 2021). A modo de sustrato, el NAD es emplea-
do por las enzimas CD38, PARPs y sirtuinas, participan-
do en diferentes procesos celulares como la reparación de 
ADN, la regulación de la expresión génica y la señalización 
celular (Iqbal and Nakagawa, 2024).

Los niveles de las formas fosforiladas de esta molécu-
la son regulados por una única enzima, la NAD quinasa 
(NADK), que cataliza la reacción de fosforilación, sinteti-
zando NADP/NADPH a partir de NAD/NADH (Oka et al., 
2023). Por esta razón, la NADK se constituye como un fac-
tor clave para la supervivencia celular, y la regulación de su 
expresión se torna imprescindible en la biología de los orga-
nismos. A pesar de su relevancia, el estudio de las NADK ha 
sido limitado en los organismos protozoarios, en compara-
ción con sus ortólogos en organismos superiores.

En concordancia con lo anterior, y teniendo en cuen-
ta su importancia, nuestro grupo de investigación ha sido 

pionero en el estudio de proteínas involucradas en el me-
tabolismo del NAD en organismos protozoarios; concreta-
mente, se identificó la NADK de G. duodenalis (glnadk), una 
enzima citoplasmática de 61,3 kDa., sin embargo, la regula-
ción de la expresión de esta proteína se mantiene como una 
incógnita (Jutinico Shubach et al., 2019). Algunos estudios 
realizados en eucariotas superiores han revelado diferentes 
mecanismos de regulación de la expresión de la NADK, a 
continuación, se mencionan algunos ejemplos: 1) a nivel 
transcripcional, en algunas plantas (Arabidopsis thaliana, 
Heynh. y Oryza sativa L.) la nadk se regula por la presencia de 
elementos cis en respuesta a estrés térmico, hídrico, oxida-
tivo y biótico (Li et al., 2014; Wang et al., 2020). 2) A nivel 
postranscripcional en ratón (Mus musculus, Linnaeus, 1758) la 
nadk se regula por splicing alternativo (Goldstein et al., 2016) 
y, 3) a nivel postraduccional se han evidenciado dos meca-
nismos principales de regulación, fosforilación por quina-
sas dependientes de calmodulina (CaMK) o la interacción 
con Ca2+/calmodulina (Oka et al., 2023), por lo cual, se 
podría evaluar si glnadk presenta algún tipo de regulación 
semejante.

Por otro lado, G. duodenalis se considera un modelo para 
el entendimiento de la evolución de los procesos biológicos 
en eucariotas superiores, debido a su metabolismo basal y 
divergencia temprana en este linaje (Adam, 2021). A pesar 
de esto, los mecanismos de regulación de la expresión géni-
ca aún presentan muchos vacíos.

A nivel genético, G. duodenalis se caracteriza por tener un 
genoma compacto, pocos intrones, regiones intergénicas 
cortas (menores de 25 nucleótidos) y regiones no codifican-
tes (UTR) 5’ y 3’ de corta longitud (Adam, 2021). Hasta 
el momento, pocos factores de transcripción se han iden-
tificado experimentalmente, y estos se encuentran asocia-
dos en su mayoría al proceso de enquistación del parásito. 
Asimismo, se han identificado ARN de interferencia y mi-
cro ARN relacionados con procesos de variación antigénica 
(Adam, 2021).

Debido a la ausencia de información acerca de la regula-
ción de la expresión de glnadk, en este trabajo se realizó una 
aproximación, mediante el uso de herramientas bioinformá-
ticas, al estudio de su regulación a nivel transcripcional, te-
niendo como referencia los mecanismos descritos en otros 
organismos eucariotas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Identificación de elementos cis en el promotor de glnadk:
Para la búsqueda de elementos cis se tomó como re-

gión promotora 100 pb corriente arriba del gen glnadk 
(Gl50803_17316), mediante la herramienta Sequence view de 
NCBI. La secuencia se comparó con promotores previamen-
te identificados en G. duodenalis, alfa 2 tubulina (AF331826), 
glutamato deshidrogenasa (JF918450.1), proteínas de la pa-
red del quiste uno y dos (U09330 y U28965.2), histona cua-
tro (AF139876.1) y proteína de unión a inmunoglobulina 
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BiP (GL50803_17121). Adicionalmente, se predijo mediante 
el programa PlantCare (cis-acting regulatory element), potencia-
les elementos regulatorios y su función.

Identificación de elementos cis en secuencias promotoras 
de NAD quinasas:

Se realizó la búsqueda de elementos cis en 500 pb y 100 
pb corriente arriba del sitio de inicio de la traducción de 
NAD quinasas de organismos eucariotas; en los reinos plantae 
(Atnadk2 NM_001198128.1, Atnadk1 NM_202618.3, Atnadk3 
NM_106506.3, Osnadk1 XM_015765511.1 y Osnadk2 
XM_015761493.2); fungi (Bdnadk XP_006680432.1, Pgnadk 
XM_003319365.2, Scnadk (YEF1) NP_010873.1, Scnadhk 
(POS5) NP_015136.1 y Spunadk XM_016752809.1); ani-
malia (Hsnadk1 XP_006710902.1, Mmnadk1 NP_619612.2, 
Mmnadk2 NM_001085410.2, Cenadk1 NM_067683.4 y 
Cenadk2 NM_064164.7), y protozoa (Ehnadk XP_657388.1, 
Lbnadk XP_001561981.2, Pfnadk XP_001352005.1, Tcnadk 
XM_808961.1, glnadk XP_001710188.1).

Adicionalmente, se realizó la búsqueda en el dominio 
archaea (Fpnadk FERP_0897, Msnadk WP_083804764, 
Mjnadk WP_064496665.1, Ganadk WP_048095669.1 y 
Mvnadk WP_048120851) y bacteria (Mtnadk NP_216211.1, 
Ypnadk WP_002210719.1, Pbnadk WP_031376292.1, 
Vhnadk WP_005447653.1 y Kanadk WP_015370252.1). 
Para la búsqueda anterior, se utilizó el algoritmo 
MotifSampler del servidor MEME (Multiple Em for Motif 
Elicitation) (Bailey et al., 2015) teniendo en cuenta los si-
guientes parámetros, ancho mínimo: cuatro, sitios míni-
mos: tres y cadena: positiva.

Identificación de elementos en trans para la regulación 
del gen glnadk:

Se utilizó la región promotora de glnadk para la consulta 
de sitios de unión de factores de transcripción a través del 
programa PROMO v3.0 (TRANSFAC v. 8.3), y se tuvieron en 
cuenta los factores que presentaron puntaje de disimilitud 
de 0,000. Asimismo, los motivos para el promotor de glnadk 
descubiertos por el servidor MEME, se utilizaron en el ser-
vidor TomTom para la búsqueda de elementos regulatorios 
cis y trans en las bases de datos JOLMA 2013, Uniprobe y 
JASPAR 2018 (Bailey et al., 2015).

Búsqueda de factores de transcripción putativos en el 
genoma de Giardia duodenalis:

Se buscó cada factor de transcripción con probable si-
tio de unión en glnadk, predicho por el programa PROMO, 
en el genoma de G. duodenalis. En primer lugar, se realizó 
un alineamiento múltiple de secuencia entre los factores de 
transcripción de interés identificados en otros organismos 
y disponibles en la base de datos UNIPROTKB (Uniprot 
Consortium, 2021), utilizando el algoritmo de alinea-
miento progresivo del programa CLC Sequence Viewer v. 8.0 
(QIAGEN, Aarhus, Denmark). Posteriormente, se utilizó la 

secuencia consenso para la consulta en el genoma de Giardia 
duodenalis (taxid:5741), utilizando el servidor Blastp Suite de 
NCBI y el servidor GiardiaDB, y se tuvieron en cuenta las 
secuencias que presentaran un Expected value < 1,0.

Para el refinamiento de la exploración, se buscaron ge-
nes putativos a los factores de transcripción de interés en 
las agrupaciones animalia, plantae, fungi y protista del do-
minio eucariota y se generaron nuevas secuencias consenso 
para la búsqueda en el genoma de G. duodenalis. Para todos 
los genes candidatos, se realizó análisis de motivos o do-
minios estructurales con los servidores ScanProsite (Sigrist 
et al., 2012) y Conserved Domains de NCBI (Wang et al., 
2023).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL

El promotor de glnadk presenta elementos cis propios 
de G. duodenalis

La exploración de la regulación transcripcional partió de 
la búsqueda de regiones promotoras y elementos cis. Para 
iniciar, se definió como posible secuencia promotora 100 
pb corriente arriba del codón de inicio de la traducción de 
glnadk, ya que se ha encontrado que una región menor a 60 
pb es suficiente para expresar la mayoría de genes en este or-
ganismo (Adam, 2021; Kim et al., 2022). Un ejemplo de ello, 
es el promotor de la alfa dos tubulina, el cual que presenta 
actividad transcripcional incluso con sólo 25 pb corriente 
arriba (Elmendorf et al., 2001).

Al comparar la región promotora definida para glna-
dk con promotores previamente caracterizados, como los 
de los genes de glutamato deshidrogenasa (gdh) (Yee and 
Nash, 2006), alfa-dos-tubulina (α2-Tubulin) (Elmendorf et 
al., 2001), proteína de la pared del quiste uno y dos (cwp1 y 
cwp2), e histona cuatro (h4) (Yee et al., 2007); se encontra-
ron elementos previamente descritos para estas secuencias 
(Fig. 1). Entre estos, se destacan una región rica en adeninas 
alrededor del sitio de inicio de la transcripción con secuencia 
consenso A(A/T)TTAAAAATG, que ha sido sugerida como 
elemento iniciador o Inr y una caja palindrómica CAAAT/
ATTTG denominada g-CAB (Giardia CAT Box) la cual se ha 
identificado en diferentes regiones corriente arriba de varios 
genes como componente específico de los promotores de G. 
duodenalis (Parra-Marín et al., 2020).

La mayoría de los sitios de inicio de la transcripción en 
este parásito se sitúan dentro de la región rica en adeninas, 
la cual se encuentra próxima al codón de inicio de la traduc-
ción del gen (Parra-Marín et al., 2020). Este aspecto es cru-
cial en la regulación de G. duodenalis, debido a que, además 
de presentar regiones promotoras cortas, presenta UTR 5’ 
cortos, por lo que se ha sugerido una ausencia de escaneo 
de los ribosomas hacia AUG al iniciar la traducción (Plata-
Guzmán et al., 2023). Sin embargo, se ha encontrado que 
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un mRNA con cap de un solo nucleótido es aparentemente 
suficiente para reclutar ribosomas e iniciar la traducción (Li 
and Wang, 2004). De hecho, se ha determinado de manera 
experimental que el incremento de la longitud de los UTR 5’ 
a 14 nucleótidos reduce severamente la traducción. Lo ante-
rior, ha sugerido que los UTR 5’ tienen un papel mínimo en 
el inicio de la traducción en Giardia. Esta característica se ha 
observado en algunas secuencias de otros organismos para-
sitarios como Trichomonas vaginalis Donné, 1836 y Entamoeba 
hystolitica, Schaudinn, 1903, donde se presentan UTR 5’ de 
longitud entre cinco a 20 pb corriente arriba del codón ini-
cio (Gomez et al., 2010; Adedoja et al., 2020). Por otro lado, 
sólo ha sido identificada una única señal de poliadenilación 
que difiere de la caracterizada para organismos superiores 
como mamíferos (Bilodeau et al., 2022).

En comparación con eucariotas superiores que presen-
tan una región iniciadora rica en C/T, los promotores de 
G. duodenalis se caracterizan por la prevalencia de adeni-
nas (Haberle and Stark, 2018; Parra-Marín et al., 2020). 
Adicionalmente, g-CAB, que se considera la secuencia 
análoga a la caja TATA, se localiza en su mayoría hacia la 
posición -30 a -40, similar a la localización del elemento re-
gulatorio “-35” de los promotores de procariotas (Haugen 
et al., 2008; Parra-Marín et al., 2020). La distancia entre la 
región rica en adeninas y el elemento g-CAB puede diferir en-
tre genes. Esto se observa en el promotor de glnadk y h4, en la 
que estos dos elementos se encuentran muy cercanos, por lo 
que sería de gran interés evaluar la distancia entre estos dos 
elementos en los mecanismos de regulación transcripcional 
de G. duodenalis (Fig. 2).

Otra diferencia entre los promotores de eucariotas supe-
riores y G. duodenalis, es la presencia de los nucleótidos G y 
C en el elemento g-CAB, los cuales no se observan en la caja 
TATA de eucariotas superiores (Fig. 2). Este punto es cru-
cial, ya que los elementos de las regiones promotoras de G. 
duodenalis son únicos y podrían ser un punto de divergencia 

entre los elementos de regulación de organismos procario-
tas y eucariotas.

Por otro parte, se realizó la búsqueda de elementos de 
respuesta a estrés en el promotor de glnadk, debido a que 
se ha identificado esta condición asociada a la NAD qui-
nasa en plantas (Li et al., 2018). Estos elementos, denomi-
nados en G. duodenalis como Giardia stress response element 
(GSRE), son análogos a los elementos unfolded protein respon-
se (UPR) de eucariotas superiores, tienen la secuencia con-
senso TnACGTnA, son palindrómicos y pueden formar una 
estructura de horquilla que influencia el acceso de los fac-
tores de transcripción (Spycher et al., 2013; Ortega-Pierres 
et al., 2018). En el promotor de glnadk, en la posición -55, 
se encontró la secuencia palindrómica de este elemento 
(AnACGTnT) (Fig. 1). Su ubicación coincide con los elemen-
tos ya estudiados en otros genes, que en su mayoría se en-
cuentran dentro de las 60 pb corriente arriba del codón de 
inicio del gen. Este es el caso del gen BiP, que codifica para 
una chaperona Hsp 70 y que se sobreexpresa en respuesta 

Figura 1. Comparación de la estructura de algunos promotores de G. duodenalis y el promotor glnadk. Los números arriba indican la 
posición de los nucleótidos relativa al codón de inicio de la traducción (subrayado con flecha), la secuencia rica en adeninas se encuentra 
punteada, los elementos g-CAB se indican en cuadros y los elementos GSRE en cuadros punteados.

Figura 2. Comparación de elementos consenso en los promo-
tores de organismos eucariotas, procariotas y G. duodenalis. Los 
números indican la posición de los nucleótidos relativa al sitio de 
inicio de la traducción (subrayado con flecha) En gris oscuro se ob-
serva la región promotora y en gris claro los elementos regulatorios.
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a estrés reductivo (DTT). En este gen, el elemento GSRE se 
sitúa en la posición -42 (Fig. 1) (Spycher et al., 2013). Cabe 
anotar que existe poca evidencia de la regulación transcrip-
cional en condiciones de estrés en G. duodenalis y sólo ha 
sido determinada esta secuencia como elemento de respues-
ta a estrés (Ansell et al., 2016).

Con el fin de identificar otros posibles elementos regula-
torios en cis se utilizó el programa PlantCare de acceso libre 
(Lescot, 2002). Mediante este servidor se halló nuevamente 
la caja CAAAT (g-CAB) y se predijeron nuevos elementos, 
entre los que se destacan las repeticiones ricas en TC que 
se asocian a respuesta a estrés en plantas (Tabla 1), lo cual 
puede relacionarse con las características de eucariota basal 
de este organismo.

Las NAD quinasas en los tres dominios de la vida no 
presentan elementos de regulación cis comunes:

Una vez analizado el promotor de glnadk, se evaluó si 
existía algún elemento conservado entre los promotores de 
NADK de diferentes organismos. Esto debido a que existe 
muy poca información de la regulación transcripcional de 
este gen, a excepción de las NAD quinasas de plantas, donde 
se han podido determinar elementos cis y su función, prin-
cipalmente relacionada a respuesta a estrés (Li et al., 2018; 
Wang et al., 2020).

Para lo anterior, se tomaron 100 y 500 pb corriente arriba 
del sitio de inicio de la traducción de NAD quinasas de or-
ganismos de los tres dominios bacteria, archaea y eucariota. 
Estas regiones promotoras se analizaron mediante el servidor 
MEME, el cual busca motivos conservados entre las secuen-
cias de interés. Al realizar esta búsqueda, se encontraron 
algunos motivos compartidos por el promotor glnadk, dos 
en la región -500 pb y cuatro en la región -100 pb (Tabla 2). 
De estos elementos, se destacan el motivo GGHBBRAGG que 
se presenta en las nadk de todos dominios evaluados, princi-
palmente en arqueas, bacterias y plantas y; la región rica en 
adeninas, que en Giardia podría corresponder al sitio de inicio 
de la transcripción. Se resalta que algunos motivos predichos 
por el servidor MEME se presentan en sólo un dominio, como 
es el caso del segundo motivo localizado entre la región -100 
pb (TATGGGGAT), el cual es altamente conservado entre las 

NAD quinasas de bacterias y, el sexto motivo (GTGGTTGCG) 
en archaeas (Tabla 2a).

En lo que respecta a la región -500 pb, se predicen dos mo-
tivos (RRGGGAGGAG y GYRCGRCGMC) que se encuentran 
en eucariotas y archaeas pero no en bacterias (Tabla 2b). Es 
necesario aclarar que ninguno de los motivos predichos es 
conservado para todos los promotores de nadk evaluados, 
ni presentan una localización conservada, lo que podría dar 
cuenta de las diferencias en los mecanismos de regulación 
transcripcional de este gen en todos los organismos.

Cuatro factores de transcripción podrían regular la 
expresión de glnadk:

A partir de la región promotora propuesta, se predije-
ron mediante la herramienta PROMO v.3.0, 15 factores 
de transcripción (FT) con sitio de unión para el gen glnadk 
(Tabla suplementaria 1). La mayoría de los sitios de reco-
nocimiento se encuentran entre las posiciones -30 a -50, lo 
cual es común en los sitios de unión a factores de transcrip-
ción de G. duodenalis y, algunos pocos hacia la posición -80 
(Fig. 3a). Por otro lado, sus funciones están involucradas en 
procesos de diferenciación, proliferación y desarrollo celu-
lar, y respuesta a estrés (Fig. 3b).

Los factores de transcripción predichos presentan dominios 
de unión de dedos de zinc, como es el caso de Zic2 (Barratt and 
Arkell, 2018); cremallera de leucina en CEBPα (Jin et al., 2010) 
y, hélice vuelta hélice en Msx-1 (Genetics Home Reference, 
2019), STAT5A (Owen and Farrar, 2017), entre otros, siendo 
esta última estructura la más abundante para los factores con 
sitio de unión en glnadk (>50 %) (Fig. 3C). Igualmente, esta 
estructura predomina en los factores de transcripción identi-
ficados para G. duodenalis, gARID, Pax, GLP1, SREBP, Myb2, 
E2F1 y MBF (Wang et al., 2007; Huang et al., 2008; Wang et 
al., 2010; Su et al., 2011; Huang et al., 2021). Esta caracterís-
tica es relevante, ya que se ha encontrado proteínas con este 
plegamiento que interactúan con DNA, RNA y otras proteínas 
en todos los dominios de la vida (Aravind et al., 2005).

Entre los FT predichos, cuatro toman gran interés. El 
primero, C/EPBα, regula la expresión del gen de la sirtui-
na humana sirt1, una de las proteínas que participa en el 
metabolismo del NAD, sin embargo, este factor no ha sido 

Tabla 1. Análisis de elementos cis en el promotor de glnadk. Se muestran los elementos cis predichos por el programa PlantCare, sobre la 
región promotora de glnadk. (GLCHR03:1384605...1384705)

Análisis de elementos cis en el promotor de glnadk

Elemento Cadena Secuencia Posición Organismo Función

CAAT-box + CAAAT -12 Pisum sativum
Elemento común en cis de regiones pro-
motoras y potenciadoras

MYC - CATTTG -12 Arabidopsis thaliana -

Repeticiones ricas TC + ATTCTCTAAC -31 Nicotiana tabacum
Elemento común en cis involucrado en la 
defensa y respuesta ante estrés.

Sin nombre_4 - CTCC -49 Petroselinum hortense -
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identificado en G. duodenalis (Jin et al., 2010). El segundo 
y tercero, pertenecen a dos factores de transcripción de la 
familia Pax (Pax4a y Pax6) pero, no corresponden con los 
identificados en el parásito (Pax1 y Pax2) (Su et al., 2011; 
Chuang et al., 2012; Paixão-Côrtes et al., 2015). Finalmente, 

se destaca a Myb2, un factor de transcripción de dominio 
hélice vuelta hélice, identificado experimentalmente en G. 
duodenalis (Kim et al., 2022).

Myb2 está involucrado en el proceso de enquista-
ción del parásito dado que modula la expresión de la 

Tabla 2. Elementos reguladores en cis en los promotores de las NAD quinasas identificados mediante el algoritmo MotifSampler del 
servidor MEME. a) Búsqueda de elementos cis en las 100 pb corriente arriba del sitio de inicio de la traducción. b) Búsqueda de elementos 
cis en las 500 pb corriente arriba. NAD+ quinasas: PLANTAE: 1. Atnadk2, 2. Atnadk1, 3. Atnadk3, 4. Osnadk1, 5. Osnadk2; Fungi: 1. 
Bdnadk*, 2. Pgnadk*, 3. Scnadk(YEF1), 4. Scnadhk (POS5), 5. Spunadk; ANIMALIA: 1. Hsnadk1, 2.Mmnadk1, 3. Mmnadk2, 4. Cenadk1, 
5.Cenadk2; PROTOZOA: 1. Ehnadk, 2. Lbnadk, 3. Pfnadk, 4.Tcnadk*, 5.glnadk; ARCHAEA: 1. Fpnadk, 2.Msnadk, 3.Mjnadk, 4.Ganadk, 
5. Mvnadk; BACTERIA 1. Mtnadk, 2. Ypnadk, 3. Pbnadk, 4. Vhnadk, 5. Kanadk. *Proteínas putativas. El número en los cuadros gris o 
negro indican la posición del motivo, se resalta en cuadro negro los resultados para glnadk. El E -value equivale a la relación de los motivos 
entre las secuencias evaluadas.

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5* 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

1
GGHBBMRAGG

3,90E-02
-31 -75 -20 -86 -12 -21 -13 -49 -62 -12 -65 -53 -44 -61 -62 -57

2
TATGGGGATC

2,30E+00
-96 -79 -80 -47 -75

3
GAGGGSSAGY

4,60E+01
-96 -30 -32 -80 -32 -11

4
TATTTTTATT

6,90E+01
-30 -61 -60 -41 -53 -94 -30

5
AATTAAGGCA

2,40E+02
-75 -81 -39 -46 -32 -9

6
GTGGTTGCG

2,60E+02
-43 -68 -46 -84

7
AAAAAATTA

5,20E+02
-96 -28 -84 -18 -8 -48 -81

8
CGCCGMCGNC

1,70E+03
-45 -68 -59 -81 -98

9
CACGAAVRBC

2,00E+03
-78 -48 -86 -96 -28 -25 -36 -75

10
TSTGKGGTAA

6,90E+03
-21 -11 -38

11
GGRAAWAGYG

1,00E+04
-56 -94 -77

12
GAGAAAG

7,20E+03
-70 -36 -31 -34

13
GGGTTG

1,10E+04
-38 -74 -75

14
CSCKSCGC

3,80E+04
-91 -79 -98

15
ACWKCCRGAT

8,30E+03
-18 -61 -38 -88 -91 -10

No. Logo Motivo E-value
Eucariota

Bacteria
Plantae Fungi Animalia Protozoa

Archaea

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5* 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

RRGGGAGGAG 4,00E+00
-203 -241 -77 -179 -261 -257 -310 -81 -327 -190 -33 -401

CRYCRSCGCC 1,20E+01
-264 -456 -436 -210 -99 -199 -118 -31 -129 -457 -412 -372

RRAAAAAAAA 1,30E+01
-41 -137 -109 -153 -117 -122 -117

GYRCGRCGMC 1,70E+02
-114 -102 -323 -25 -245 -340 -21 -186 -287 -62 -133 -65 -393

TATTATGGGR 1,70E+02
-154 -68 -284 -454 -111 -382 -396 -229 -323 -409 -208 -118 -141 -472 -479

CCGGCAGCA 1,20E+02
-35 -48 -277 -383 -291 -334 -342 -349

CGCGGATC 8,90E+03
-490 -254 -475 -82 -86 -50 -78

TCTCCGCG 6,90E+03
-401 -165 -359 -407 -414

AGCGAAGAAC 1,00E+04
-356 -7 -235 -234 -241

GSAVVAGAGG 1,20E+04
-131 -134 -349

Motivo E-value
Eucariota

Bacteria
Plantae Fungi Animalia Protozoa

Archaea

a

b
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proteína de la pared del quiste uno (cwp1) (Kim et al., 
2022). Adicionalmente, la secuencia consenso de recono-
cimiento de Myb2, C(T/A)AC(A/T)(G/C), ya evaluada para 
otros genes como cwp1-3 y g6pi-b, corresponde a la predi-
cha en glnadk (Einarsson and Svärd, 2015). Por otra parte, 
esta proteína reguladora se ha relacionado con la progre-
sión del ciclo celular y modulación de la expresión del gen 
de la nadk en respuesta a estrés en Triticum aestivum L. (Tanadk 
1D), Oryza sativa (Osnadk uno-cuatro) y Arabidopsis thaliana 
(Atnadk3) (Wang et al., 2016), por lo cual se considera pro-
misorio para la regulación de la transcripción del mismo gen 
en G. duodenalis, (glnadk).

Con el fin de ampliar la búsqueda de los factores de 
transcripción con probable sitio de unión a glnadk, se utili-
zaron los elementos cis conservados entre esta y otras NAD 
quinasas, predichos por el servidor MEME, como entrada 
en el servidor TomTom, el cual permite comparar estos mo-
tivos con otros ya estudiados e identificados en organismos 
eucariotas y reporta posibles factores de transcripción. Los 
resultados obtenidos se observan en la tabla (Tabla suple-
mentaria 2). De los factores de transcripción predichos por 
este servidor se resaltan nuevamente a Pax y Cdx1 que tam-
bién fueron igualmente predichos por el servidor PROMO.

Se obtuvieron secuencias candidato para factores 
de transcripción en el genoma de G. duodenalis que 
regularían a glnadk:

En G. duodenalis se han identificado pocos factores de 
transcripción, probablemente por las dificultades prácticas 

de su estudio a nivel experimental y el mantenimiento de 
cultivo celular y ciclos de vida (Jex et al., 2020). Asimismo, 
la divergencia y especialización de los factores de transcrip-
ción, secundaria a la pérdida o transferencia horizontal de 
genes, hace que sea una tarea difícil en protistas poco estu-
diados como Giardia. (Xu et al., 2020). Se considera que un 
reducido grupo de FT se ve compensado en otros niveles de 
regulación como modificaciones de la cromatina bien desa-
rrolladas y sistemas de regulación postranscripcional (Jex et 
al., 2020).

Con el fin de evaluar la existencia de los factores de trans-
cripción predichos para glnadk por el servidor PROMO en 
el genoma de G. duodenalis, se realizó una búsqueda en la 
base de datos Giardia DB y en artículos primarios. De los 14 
FT predichos, sólo Myb2 había sido identificado y anotado 
experimentalmente en G. duodenalis, Por esta razón, se rea-
lizaron análisis de secuencia múltiple para la identificación 
de los demás genes candidatos mediante la herramienta 
BLASTp.

En una primera aproximación, se utilizaron proteínas 
identificadas experimentalmente y disponibles en la base 
de datos Swiss-Prot de UNIPROTKB y posteriormente se 
realizó la búsqueda con la secuencia consenso en las ba-
ses de datos NCBI y GiardiaDB (Tabla suplementaria 3). 
Mediante esta búsqueda se obtuvieron las siguientes se-
cuencias candidato, para HELIOS (GL50803_17003), C/
EBPα (GL50803_94525), Pax6 (GL50803_32686) y para 
Myb2 (GL50803_8722, GL50803_5347, GL50803_5938). 
Debido a que las secuencias de entrada para esta búsqueda 

Figura 3. Factores de transcripción con sitio de unión en el promotor de glnadk. a) Localización de los FT predichos por el servidor 
PROMO v3.0 en el promotor de glnadk 5’-3’ (Tabla suplementaria 1). b) Función de los FT, DPD: Diferenciación, proliferación y desarrollo, 
RE: Respuesta a estrés. c) Motivos estructurales de los factores de transcripción HTH: Hélice vuelta hélice, bZIP: Cremallera de Leucina, ZF: 
Dedos de Zinc.
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provenían en su mayoría de organismos filogenéticamente 
distantes a G. duodenalis, se realizó una segunda búsqueda 
para los anteriores factores de transcripción, utilizando 
como entrada secuencias de diferentes organismos de to-
dos los dominios, incluyendo proteínas putativas de la base 
de datos TrEMBL. Por medio de esta búsqueda se obtuvie-
ron nuevos candidatos para C/EBPα (GL50803_112112), 
Pax6 (GL50803_17386 y GL50803_137754) y Myb2 
(GL50803_5248). Posterior a su identificación, se evaluaron 
los motivos estructurales, encontrando que sólo los candi-
datos para HELIOS, Pax6 y Myb2 presentaban los dominios 
de unión a ADN esperados (Tablas suplementarias 3 y 4).

Hasta el momento no hay evidencia experimental de re-
gulación de NAD quinasas por los factores de transcripción 
HELIOS y Pax6, por lo que su análisis sería provechoso.

CONCLUSIONES

Existe muy poca información acerca de la regulación de 
las NAD quinasas a nivel transcripcional; además, los me-
canismos de regulación a este nivel en Giardia no están muy 
bien esclarecidos. Por esto, la identificación de elementos 
conservados en el promotor del gen de glnadk, así como la 
predicción de nuevos motivos de unión y factores de trans-
cripción obtenidos en este trabajo, aportan nuevas luces en 
el conocimiento de la biología del parásito y en la regulación 
de la expresión de esta proteína, constituyendo un punto de 
partida para la evaluación experimental de los sistemas de 
regulación basales de las NAD quinasas.
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Factores de transcripción predichos para el promotor de glnadk por el servidor PROMO.

Factor de 
transcripción

Secuencia 
de unión

Sitios de 
unión

Motivo 
unión a 
ADN

Disimilitud
Valor E 

(Equitativo)
Valor E 
consulta

Función Bibliografía

Ncx

TAA 92-94

Hélice vuelta 
hélice

0,00 1,5620 2,1945

Modula desarrollo 
embrionario y diferen-
ciación de tipo celular

Shimuzu H., et al 
(2000)TTA 97-99 0,00 1,5620 2,1945

Cdx-1 ATTA 96-99 Hélice vuelta 
hélice 0,00 0,3906 0,5929

Desarrollo y proli-
feración del epitelio 
intestinal.

Serra R., et al (2014)  
Shin C., et al (2016)

Zic2
ACCA 53-55 Dedos de 

Zinc

0,00 1,5625 1,3042 Desarrollo frontal 
cerebral, regula expre-
sión dopamina D1

Yang Y. et al(2000) 
Roessler E., et al 
(2009) 
Barrat K, et al (2018)GGT 77-79 0,00    

C/EBP delta

AAT 85-87,95-97

Cremallera 
de Leucina

0,00 1,5625 2,1945
Regulación genes de 
respuesta inmune, di-
ferenciación de células 
epiteliales,.

Nerlov C., et al (2007) 
Jin Q., et al (2010)

ATT 60-62, 96-98 0,00 1,5625 2,1945

FACB GGA 17-19, 48-50, 
58-60

Dedos de 
Zinc 0,00 1,5625 1,3321 --- ---

C/EBP alpha

TTG 31-33, 51-53

Cremallera 
de Leucina

0,00 1,5625 1,8187
Regula ciclo celular. 
Regula la expresión de 
la SIRT1

Nerlov C., et al (2007) 
Jin Q., et al (2010) 
Tsukada J., et al 
(2010)

CAA 44-46, 78-80 0,00 1,5625 1,8187

Msx-1
CAC 71-7348-50 Hélice vuelta 

hélice

0,00 1,5625 1,3042
Regula desarrollo y 
morfogénesis, crá-
neo, dientes, activa a 
Hsp70

Zhuang F., et al 
(2009)

GTG 28-30, 30-32 0,00 1,5625 1,3042

Pax-6
GTCTT 78-82 Hélice vuelta 

hélice

0,00 0,3906 0,3872 Une a promoto-
res de enzimas 
contrareguladoras

Manuel M., et al 
(2015) 
Mitchell R., et al 
(2017)ATGAC 86-90 0,00 0,3906 0,3872
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Factor de 
transcripción

Secuencia 
de unión

Sitios de 
unión

Motivo 
unión a 
ADN

Disimilitud
Valor E 

(Equitativo)
Valor E 
consulta

Función Bibliografía

Cart-1 AATTA 95-99 Hélice vuelta 
hélice 0,00 0,0977 0,1690

Diferenciació de 
condrocitos. Desarro-
llo de tubo neural y 
creaneofacial.

Wan Y., et al (2018)

HELIOS AGGATT 57-62 Dedos de 
Zinc 0,00 0,0488 0,0585

Activación y prolife-
ración de células T. 
Supresión del gen IL2.

Sebastian M., et al 
(2015)

Pax-4a AAATTA 94-99 Hélice vuelta 
hélice 0,00 0,0244 0,0207

Desarrollo y creci-
miento células B de 
páncreas

Napolitano T., et al 
(2015) 
Lorenzo P., et al 
(2017)

LCR-F1 ATGACA 86-91 Hélice vuelta 
hélice 0,00 0,0488 0,0578

Interviene en la ex-
presión de la globina 
humana mediada por 
LCR. Esencial para 
gastrulación. Media 
recuperación del 
proteasoma.

Caterina J., et al 
(1994) 
Farmer S., et al (1997)

MafG ATGAC 86-90 Cremallera 
de Leucina 0,00 0,0977 0,1014

Asociado a hiperme-
tilación al reclutar al 
complejo correpresor 
DNMT3B

KannanM., et al 
(2012) 
Fang M., (2014) 
deAguiar V., et al 
(2015)

Myb2 AACTG 10-14, Hélice vuelta 
hélice 0,00 0,0977 0,1014

Progresión del ciclo 
celular, diferenciación 
y proliferación. Regu-
lación de gen Atnadk, 
Osnadk y Tanadk.

Huang Y., et al (2008) 
Sun C., et al (2002) 
Li WY., et al (2014) 
Einarsson E., et al 
(2015)

Análisis de los motivos  descubiertos por el servidor MEME en los promotores de las NAD quinasas, mediante el servidor TOMTOM.

Localización Motivo Factores de transcripción con sitio de unión

500 pb corriente 
arriba

RRGGGAGGAG ZNF263 Gcm1 SP1 KLF5 Crx SP2
EWSR1-FLI1

GYRCGRCGMC E2F3 ZBTB7B CREB3 ZBTB7C E2F2 Pax5*

100 pb corriente 
arriba

GGHBBMRAGG ZNF524 Tcf7_DBD Tcf7 LEF1 NR2C2 RXRG PLAG1 NFIX

AAAAAATTA SRF HOXA9 ONECUT3 MAFK Tcf3 CUX2 CDX1* SOX17

CACGAAVRBC RARG Ahr::Arnt IRF7          

ACWKCCRGAT SPDEF ZNF238 ZBTB18 ELF1 ELF3 EHF ETV4 GABPA

* Factores de transcripción identificados igualmente por el servidor 
PROMO.
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