Uleam

UNIVERSIDAD LAICA

ELOY ALFARO DE MANABI

UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

TRABAJO DE TITULACION

Modalidad Publicaciones Cientificas/Capitulo de Libro

Tema:

Deteccion de mutaciones en el gen PRKN en pacientes con Parkinson.

Autor:

Byron Miguel Quijije Castillo
Tutor:

Msc. Andrea Erazo Cedefio

Periodo 2026-1



CERTIFICACION DE AUTORIA

El estudiante Byron Miguel Quijije Castillo, en calidad de autor y titular de los derechos morales y
patrimoniales del trabajo de titulacion: “Deteccion de mutaciones en el gen PRKN en pacientes con
Parkinson”, modalidad de trabajo de integracion curricular publicaciones cientificas/capitulo de libro, de
conformidad con el Art. 114 del Cddigo organico de la economia social de los conocimientos, creatividad e
innovacion, concedo a favor de la Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi, licencia gratuita, intransferible
y no exclusiva para el uso no comercial de esta produccion, con fines estrictamente académicos. Asi mismo,
autorizamos a la Uleam de Manta, para que realice la digitalizacion y publicacion de este trabajo de titulacion
en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacion

Superior.

El autor declara que este informe objeto de la presente autorizacion, es original en su forma de expresion y no
infringe el derecho del autor de terceros, asumiendo la responsabilidad por cualquier reclamacion que pudiera

presentarse por esta causa y liberando a la Uleam.

AUTOR:

L]
#

} f_me VY

N /

Byron Miguel Quijije Castillo
CI. 1729687630



CERTIFICADO TUTOR

’ NOMBRE DEL DOCUMENTO: |
: e o CODIGO: PAT-04-F-004
Uleam | srocenimiENTo: TITULACION DE ESTUDIANTES DE GRADO | REVISION: 1
(- wimnwwi | BAJO LA UNIDAD DE INTEGRACION CURRICULAR Pagna 1 de 1
CERTIFICACION

En calidad de docente lutora de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi, CERTIFICO:

Haber dirigido, revisado y aprobado preliminarmente el Trabajo de Integracién
Curricutar bajo la autoria del estudiante Quijije Castillo Byron Miguel, legaimente
malnculado en la carrera de Laboratorio Climico, periodo académico 2026-1,
cumpliendo el total de 384 horas, cuyc tema del proyecto es 'Deteccion de
mutaciones en el gen PRKN en pacientes con Parkinson”.

La presente investigacion ha sido desarrollada en apego al cumplimiento de los
requisitos académicos exigidos por el Reglamento de Régimen Académico y en
concordancia con los kineamientos internos de la opcion de titulacion en mencion,
reuniendo y cumpliendo con los méntos académicos, centifices y formales, y la
originalidad del mismo, requisitos suficientes para ser sometida a la evaluacion del
tribunal de titulacién que designe la autoridad competente

Particular que certifico para los fines consiguientes, salvo disposicion de Ley en
contrario,

Lugar, 24 de julio de 2026.
Lo certifico,

C% Andrea Erazo bedeﬂo

Docente Tutora
Area: Salud-Laboratorio Clinco



CERTIFICADO ANTIPLAGIO

Informe de analisis

Compilatio Magister+ | ULEAM-ECU
Deteccion de mutaciones en el gen PRKN en pacientes con Parkinson
ID : b7756f34f3dadfb1099be6fb9808963c39e476a0

Nombre del fichero : Deteccion de mutaciones en el gen PRKN en pacientes Depositante : ROSARIO ANDREA ERAZO CEDENO
con Parkinson.txt Fecha de depdsito : 22 de julio de 2026

Tamaiio del archivo original : 221,33 kB Tipo de carga : interface
Numero de palabras : 5306 fecha de fin de analisis : 22 de julio de 2026

<1%

Textos sospechosos



Dedicatoria

A Yris, mi mama, por tu amor sin condiciones, tu paciencia inagotable y esa fe ciega que siempre tuviste en
mi. Gracias por ser mi refugio constante y mi abrazo seguro, por ensefiarme con tu ejemplo a dar el alma en
todo lo que hago y por estar ahi, escuchandome y levantindome el animo cada vez que sentia que las fuerzas
se me acababan. Tu apoyo emocional fue el combustible que me mantuvo en pie en cada momento dificil de

este camino.

A Byron, mi papd, por tu ejemplo diario de trabajo duro, disciplina y entrega, que me demostrd lo que
realmente significa luchar por la familia. Gracias por tu apoyo incondicional cuando tomé la decision de
empezar de nuevo con esta carrera; jamas dudaste de mi eleccion y me diste la confianza para volver a empezar
sin mirar atras. Gracias por cada sacrificio silencioso para ponerme en las manos las herramientas,
oportunidades y facilidades que ni ti ni mi mama tuvieron en su momento, con el Unico y noble suefo de

verme convertido en un profesional.

Este logro no me pertenece solo a mi; es la cosecha de cada uno de sus desvelos, de las renuncias que hicieron
por mi bienestar y de la semilla de superacidon que con tanto amor sembraron en mi corazoén. Gracias por no
soltarme la mano en ninguna etapa de este proceso, por celebrar mis pequefios avances y por ser la columna
vertebral de mi vida. Esta tesis es solo el primer paso de un camino que recién empieza, y es apenas una
pequefia muestra de todo lo que pienso hacer para honrarlos y devolverles, el inmenso amor que me han

entregado.

Agradecimiento

A toda la familia que con brindo el apoyo incondicional, motivacion, permitiéndome, tratando ser el mejor en

cada cosa realizada.

A los docentes que hicieron posible adquirir teoria necesaria siendo 1til en el desempefio laboral. A la Msc.
Andrea Erazo por brindarme la teoria necesaria para encaminar mi formacion profesional hacia lo que quiero

que sea.

A la institucion donde inicié y finalicé el proceso de formacion practica, a las licenciadas que tuvieron toda

la paciencia para poder guiarme y forjar las habilidades de las que hoy soy portador y usaré para mi profesion.



INDICE DE CONTENIDOS

T (o o [U Lol o] o H PO PP P PO P TP PR TPPPTUPPUPRUPO 9
Y YT o1 [eE RV 4 =T o Lo Lo LSRR 10
RESUITATOS ..ttt ettt et s e ettt e st e e et e e e s ab e e s beeesabeesabee e steesabeeeaabeesabee s neeesabeeesabeesabeesneeesareeanns 12
Variantes patogénicas y mecanismos fisiopatoldgicos asociados @ PRKN ...........cvviiiiiiiiiciiiiiieeeee e e e 14
Variantes patogénicas del S8N PRKN.........ooi ittt e e e e tte e e e e tte e e e eabteeeesabteeesenstaeeesntaeessansaeeesnnes 14
Via PINK1-PRKN y mecanismos fiSiopatolOZICOS .......ceiiicuiiiiiiiiiie ittt ettt e et e e e eatee e s s ate e e e snrae e e sntaeeeeanes 17
IMIEOCONTITA SANQ... ettt ettt be ettt et e b e bt e s bt e sbe e s a et ea e e et e e bt e sheesaeesaeesabeeab e e beebeesneesneeenteenneen 17
MILOCONAITA ARAUA ...eeiiiieite ettt et st e e sab e s bt e e s ab e e sabeesabeeesabeeebbeesabeesabeeesabeesabeeenteesabeeenanes 18
CUANAO PRKN ©StA MULATO......eiiiiiiiiiieiii ettt ettt ettt ettt e sat e sttt e sab e e s bt e s bbeesabeessabeesabeesabeeesabeesabaesneeesabeeane 19
V=] doTe Fo X e (e [=1 A=Y olol o o DN OO ST PTOPROUSOTRR 22
Yol UL (o DO OO PSSP PR PPN 24
CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt ettt st e e bt e e st e s bt e e bt e e s bt e e abeesabeesabe e e s abee e e st e e abeesabeeenbeesabeeeasbeesabaeenbeesnseesabeeesaraean 26
RETEIENCIAS .. neteeetee ettt ettt ettt ettt ettt e st e ettt e st e e e bteesabe e s beeesabeesabe e e st e e sabeeesabeesabee e nbeesabeeeeabeesabeesnteesabeeenns 27

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Principales variantes patogénicas del gen PRKN asociadas a Parkinson............................. 15

Tabla 2. Métodos de deteccion de mutaciones en el gen PRKN......... ..., 22

INDICE DE GRAFICO

Tustracion 1. Diagrama de flujo de blsqueda. ... ..o e 11
[lustracion 2. Organizacion de los dominios estructurales de la proteina Parkina y sus funciones asociadas12



Deteccién de mutaciones en el gen PRKN en pacientes con Parkinson.

Detection of mutations in the PRKN gene in patients with Parkinson's disease

Byron Miguel Quijije Castillo*”

! Ecuador, Manta. Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi. Facultad de Ciencias de la Salud, Carrera de
Laboratorio Clinico ORCID: https://orcid.org/0009-0007-7843-6823. Correo: €1729687630@live.uleam.edu.ec

Rosario Andrea Erazo Cedefio?

2 Ecuador, Manta. Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi. Facultad de Ciencias de la Salud, Carrera de
Laboratorio Clinico. ORCID: https://orcid.org/0009-0002-4296-349X. Correo: rosario.erazo@uleam.edu.ec

Mirian Jahaira Barahona Flores®

3 Ecuador, Manta. Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi. Facultad de Ciencias de la Salud, Carrera de
Laboratorio Clinico. ORCID: https://orcid.org/0009-0004-2213-5157. Correo: mirian.barahona@uleam.edu.ec

Resumen

Las variantes patogénicas del gen PRKN interrumpen la mitofagia neuronal mediada por la via PINK1-PRKN,
provocando estrés oxidativo, neuroinflamacion cronica y la muerte apoptdtica de las neuronas dopaminérgicas, lo que
constituye la causa mas comun de Parkinson autosémico recesivo de inicio temprano. El objetivo de esta revision
sistemadtica fue analizar los mecanismos fisiopatolégicos moleculares de las principales variantes de PRKN y evaluar
la efectividad de sus metodologias de deteccion. Se realizé una busqueda sistematica durante el afio 2026 en bases de
datos cientificas internacionales (Google Académico, PubMed, Scopus, MDPI, Clarivate y NIH), aplicando criterios
estrictos de elegibilidad y seleccion independiente de la literatura. Los resultados demuestran una clara correlacion
estructura-funcion, mutaciones puntuales como S65N y C431S anulan completamente la actividad catalitica de la
Parkina, mientras que la variante R275W conserva una funcionalidad parcial. Debido a que el 43.2% de las alteraciones
corresponden a variantes estructurales complejas, se determino que la secuenciacion convencional de lectura corta es
insuficiente. Se concluye la necesidad de implementar un algoritmo diagnodstico estratégico que priorice el cribado
inicial mediante MLPA o qPCR debido a su alta costo-efectividad, complementado obligatoriamente con Secuenciacion
de Lectura Larga (LRS) o Sanger para confirmar la naturaleza bialélica de las mutaciones puntuales.

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson; Gen PRKN; Mitofagia; Variantes estructurales; Algoritmo
diagnostico.
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Abstract

Pathogenic variants in the PRKN gene disrupt neuronal mitophagy mediated by the PINK1-PRKN pathway, leading to
oxidative stress, chronic neuroinflammation, and apoptotic death of dopaminergic neurons, which constitutes the most
common cause of early-onset autosomal recessive Parkinson's disease. The objective of this systematic review was to
analyze the molecular pathophysiological mechanisms of the main PRKN variants and to critically evaluate the clinical
effectiveness of their detection methodologies. A systematic search was conducted during 2026 across international
scientific databases (Google Scholar, PubMed, Scopus, MDPI, Clarivate, and NIH), applying strict eligibility criteria
and independent literature selection. Results demonstrate a clear structure-function correlation, missense mutations
such as S65N and C431S completely abolish the catalytic activity of Parkin, whereas the R275W variant retains partial
Sfunctionality. Furthermore, because 43.2% of the alterations correspond to complex structural variants, conventional
short-read sequencing was determined to be insufficient. It is concluded that a strategic diagnostic algorithm must be
implemented, prioritizing initial screening via MLPA or qPCR due to their high cost-effectiveness, mandatorily
complemented by Long-Read Sequencing (LRS) or Sanger sequencing to confirm the biallelic nature of missense
mutations.

)

Keywords: Parkinson’s Disease; PRKN gene; Mitophagy; Structural variants; Diagnostic algorithm.



Introduccion

El gen PRKN localizado en 6q26 es conocido por ser extremadamente largo y fragil, lo que
lo vuelve propenso a las mutaciones. Codifica la proteina Parkina, una ubiquitina ligasa E3
fundamental para la supervivencia neuronal, pues tiene como funcidn etiquetar mitocondrias
dafiadas para su degradacion (National Library of Medicine, 2026). El gen PRKN, tiene un
peso molecular aproximado de 1.8 Mega bases (Mb) de ADN, este gen esta conformado por
12 exones separados por regiones extensas de intrones (Dunhui Li, 2020). Las variantes
patogénicas bialélicas en el gen PRKN son la causa mas comun del Parkinson autosémico
recesivo, siendo responsable de entre el 2.6% y el 14.9% de los casos de Parkinson de inicio

temprano (Poornima J. Menon, 2024).

Las variantes patogénicas en PRKN pueden afectar la funcion proteica mediante diferentes
mecanismos que merman su actividad: interrumpiendo la traduccion de la proteina,
volviendo insoluble a la proteina y potenciando su agregacion, dificultando el plegamiento y
la estabilidad, y afectando su capacidad para unirse a cofactores y sustratos (Maria P. Castelo,
2023). La via principal para la eliminacion de mitocondrias danadas mediante mitofagia es
realizada por la ubiquitina quinasa PINK1 y la ubiquitina ligasa PRKN. La pérdida completa
de la funcion de cualquiera de estos dos genes provoca la aparicion de la enfermedad de
Parkinson de inicio temprano (EOPD), esto es causado porque la acumulacion de las
mitocondrias dafiadas eventualmente lleva a la muerte celular de las neuronas

dopaminérgicas (Xu Hou, 2023).

En condiciones fisiologicas, cuando una mitocondria se ve dafada, la quinasa PINK1 se
acumula en la membrana externa mitocondrial y fosforila tanto a la ubiquitina como a la
Parkina en su residuo Ser65. Esta fosforilacion desencadena una reorganizacion estructural
que revierte el estado de auto inhibicion basal de la Parkina, liberando su sitio catalitico
(Cys431) en el dominio RING2 para iniciar la cascada de eliminacion lisosémica del
organelo disfuncional (Alicia M. Pickrell, 2015) (MIchael Lazarou, 2012). No obstante, la
presencia de mutaciones como R275W, R275Q, S65N, V380L, C431S y P437L interrumpe
drasticamente esta via protectora. Esto provoca un control de calidad mitocondrial ineficiente

que deriva en un severo déficit de ATP, la filtracién masiva de especies reactivas de oxigeno
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(ROS) que danian el ADN mitocondrial, y la liberacion de este ADNmt al citosol. Este
fenémeno activa la via proinflamatoria cGAS-STING y el inflamasoma NLRP3,
desencadenando una neuro inflamacidn crénica que culmina en la muerte apoptodtica de las

neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta (Tingting Liu, 2024) (Paula

S. Bailo, 2022) (Shang-Der Chen, 2011).

Debido a que la alteracion genética mas comun en PRKN consiste en variaciones en el
numero de copias (CNVs) y reorganizaciones exonicas complejas, la secuenciacion
convencional de ADN suele ser insuficiente. Por este motivo, el abordaje diagnostico clinico
especializado actual requiere de la combinacion estratégica de ensayos de dosificacion génica
y andlisis estructurales, destacando técnicas altamente eficaces y reproducibles como la
amplificacion de sondas dependiente de ligacion multiple (MLPA), la PCR cuantitativa
(qPCR) y la secuenciacion de lectura larga (LRS) (Paloma Bravo, 2018). El proposito de esta
revision es analizar los mecanismos fisiopatologicos de las principales variantes de PRKN y
evaluar criticamente la efectividad y limitaciones de los métodos de deteccion para optimizar

el diagnostico de la enfermedad de Parkinson de inicio temprano (EOPD).

Materiales y métodos

La busqueda sistematica se realiz6 durante el afio 2026 en fuentes de informacion que
incluyen Google Académico, MDPI, PubMed, Scopus, Clarivate y NIH. Para delimitar el
contenido, se aplicaron criterios de inclusion enfocados en estudios sobre la via de la
mitofagia mediada por la via PINKI1-PRKN, estudios donde se tuvo un diagndstico
confirmado de enfermedad de Parkinson y con mutaciones especificas en el gen PRKN (con
variantes como S65N, V380L, C431S, P437L, R275W y R275Q). Como criterios de
exclusion, se descartaron estudios con antigiiedad superior al afio 2000 e investigaciones

donde la mutacion principal no afectara la via PINK1-PRKN.

La estrategia de busqueda combiné palabras clave mediante operadores booleanos (AND,
OR) para los conceptos principales y operadores de exclusion (NOT) para términos como
Alzheimer o biomarcadores. En cuanto al proceso de seleccion y recoleccion de datos, dos

investigadores analizaron de forma independiente los titulos y resumenes para descartar
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estudios desestimados por antigiiedad o tematica, mientras que un unico investigador realizd

la lectura detallada para confirmar los criterios de seleccion y extrajo de forma manual e

independiente los datos de cada estudio, resolviendo discrepancias con un segundo revisor.

Finalmente, la gestion bibliografica y eliminacion de duplicados se llevéd a cabo en Excel

junto con una carpeta en la nube. Para la creacion de graficos, se utilizo el software gratuito

IBS2.0 — Illustrator for Biological Sequences.

/

MDPI (n = 30)
PubMed (n = 29)
Scopus (n = 20)
Clarivate (n=19)

\N]H(n=15)

Registros identificados n=173

Google Académico (n = 59)

~

[ Registros fras la eliminacion de duplicados n=128

Articulos excluidos bajo criterios de exclusion.
+  Noabordan via PREN-PINKE1 (n=T7)
e  No evalian variantes patogénicas (n = 12)

*  Antigiiedad superior al afio 2000 (n=9)

~

Registros excluidos
no accesibles n=50

Registros evaluados en
texto completo n =78

J

llustracion 2. Diagrama de flujo de busqueda.

Registros incluidos en
la revision n=50
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Resultados

El gen PRKN localizado en 6q26 es conocido por ser extremadamente largo y fragil, lo que
lo vuelve propenso a las mutaciones. Codifica la proteina Parkina, una ubiquitina ligasa E3
fundamental para la supervivencia neuronal, pues tiene como funcidn etiquetar mitocondrias

danadas para su degradacion (National Library of Medicine, 2026).

El gen PRKN se encuentra en una region llamada FRAGE en el cromosoma 6. Esta, es una
de las regiones mas fragiles del genoma humano, un localizaciéon fragil dentro del genoma
implica una mayor predisposicion para modificaciones. Esta caracteristica explica el porqué
de la presencia de variantes estructurales como deleciones grandes, duplicaciones e

inversiones dentro del gen PRKN (Sebastian H. N. Munk, 2021)

El gen PRKN, tiene un peso molecular aproximado de 1.8 Mega bases (Mb) de ADN, este
gen estd conformado por 12 exones separados por regiones extensas de intrones. La Parkina,
la proteina con funcién catalitica que codifica este gen, es una ubiquitina ligasa E3 que se

caracteriza por tener un dominio estructural tipo RING-between-RING (RBR), estructurada

sitio catalitico

Este dominic  se une Es el

Actia  sellando la
enzima y blogueando
su nucleo activo para
prevenir la unién conla
ubiquitina  de las

proteinas diana

fisicamente al dominio RING2
para bloquear el sitio catalitico
en condiciones normales. Tras
la activacion, se une al dominio
UBL, lo que libera a RING2 y
permite que la Parkina
comience a etiquetar
proteinas mitocondriales

Funciona como una "palanca"
estructural que estabiliza la
union de enzimas
ubiquitinadas. Su movimiento,
derivado de la activacién de
RING1, abre un bolsillo oculto
de wunion a la ubiquitina
necesario para limpiar las

fundamental encargado de
transferir  ubiquitina a los
sustratos. Contiene el residuo
clave Cys431, que permanece
bloqueado peor el dominio
RINGO hasta que el estrés
mitocondrial
exposicién para ejecutar la

fuerza su

mitocondrias defectuosas mitofagia
1 76 140 216 ~ 328 378 410 465
UBL LINKER RINGO | RING1 | IBR | REP [ RING2
- p ”
465 aa
Es una zona flexible situada entre Actia como el sitio de Es un segmento regulador que
los dominios UBL y RINGO. reclutamiento y unidén para fuerza la auto inhibicidn de la
Funciona junto al dominio UBL capturar conjugados Parkina. Se une fisicamente al
para formar una especie de enzimaticos cargados de dominio RING1 para bloguear
"abrazadera” que mantiene al ubiquitina. Cuando la el acoplamiento de la
dominio UBL bloqueado, ubiquitina fosforilada se une a ubiquitina, impidiendo la

preservando  la  conformacion
inactiva de la proteina.

este dominio, se genera un
cambio estructural que
desbloquea la forma activa de
la proteina

transferencia de moléculas de
ubiquitina cuande la célula no
lo requiere

llustracion 3. Organizacion de los dominios estructurales de la proteina Parkina y sus funciones asociadas.
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por el dominio similar a la ubiquitina (UBL), el dominio RINGO, el dominio RINGI, el
dominio in-between-ring (IBR), el elemento represor de la Parkina (REP) y el dominio

RING?2 (Dunhui Li, 2020).

El dominio UBL se ubica en la region N-terminal de la proteina Parkina. En su nativo, estado
inactivo, el dominio UBL se dobla y bloquea el ntcleo activo de la Parkina para mantenerla
auto inhibida, sellando la enzima y previniendo su union a la ubiquitina de las proteinas diana.

(Jacob D. Aguirre, 2017)

La region Linker, ubicada entre el dominio UBL y el dominio RINGO, actaa junto al dominio
UBL, siendo ambas regiones descritas como flexibles. Los modelos estructurales recientes
de la proteina indican que la region UBL/Linker, ayuda a formar una especie de abrazadera

0 pinza que mantiene al dominio UBL bloqueado. (Thomas R. Caulfield, 2014)

El dominio RINGO se une fisicamente al dominio RING2, que en células sanas bloquea el
sitio catalitico de la enzima para mantener a la Parkina en un estado inactivo. Tras la
fosforilacion de la Parkina, el dominio UBL se une al dominio RINGO, liberando al dominio
RING2, modificando la Parkina a una conformacion activa, capacitandola para catalizar la

ubiquitinacion de las proteinas en la superficie mitocondrial. (Tahrima S. Huq, 2024)

El dominio RINGI de la Parkina sirve como el sitio de reclutamiento y union responsable de
la captura de conjugados enzimaticos cargados de ubiquitina y de iniciar la cascada de la
mitofagia. Cuando la mitocondria es danada, la quinasa PINK1 se acumula en la membrana
mitocondrial y fosforila moléculas de ubiquitina que se van a unir al dominio RINGI, esta
union provoca un cambio estructural que desplaza el dominio UBL y la region Linker para

desbloquear la forma activa de la proteina. (Rayan Fakih, 2022)

El dominio IBR actia como una “palanca” estructural que dicta si la Parkina permanece auto
inhibida o se activa para limpiar mitocondrias defectuosas y prevenir la enfermedad de
Parkinson. Cuando el dominio RING1 se activa, se produce un desplazamiento del dominio
UBR, este movimiento endereza una hélice alfa doblada que conecta a RING1 con IBR,
abriendo un bolsillo oculto de unioén a la ubiquitina, una vez abierto, el dominio IBR se

estabiliza y permite la union de enzimas ubiquitinadas. (Steven A. Beasley, 2007)

El dominio REP (repressor element of Parkin) es un segmento regulador ubicado en el

extremo C-terminal de la proteina Parkina, entre el dominio IBR y el dominio RING2. Su
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funcion bioldgica primaria es forzar la auto inhibicion, previniendo a la Parkina de interactuar
con otras enzimas cuando la célula no lo necesita. El dominio REP fisicamente se une al
dominio RING1, esta unién bloquea el lugar donde la ubiquitina necesita acoplarse, como no
se puede acoplar, la Parkina no puede ni recibir ni transferir ubiquitinas. (Katja K. Dove,

2013)

El dominio RING2 actia como el sitio catalitico crucial responsable de transferir moléculas
de ubiquitina hacia los sustratos diana. El dominio contiene un residuo catalitico Cys431 que
en condiciones normales esta fisicamente bloqueado contra el dominio RINGO, haciéndolo
inaccesible. Cuando la mitocondria se enfrente al estrés oxidativo, la quinasa PINK1 fosforila
la ubiquitina, lo que fuerza al dominio RING?2 a liberar su posicion auto inhibida, exponiendo

la cisteina catalitica para poder ejecutar la mitofagia. (Marjan Seirafi, 2015)

Variantes patogénicas y mecanismos fisiopatoldgicos asociados a PRKN

Las variantes patogénicas bialélicas en el gen PRKN son la causa mas comun del Parkinson
autosdmico recesivo, siendo responsable de entre el 2.6% y el 14.9% de los casos de
Parkinson de inicio temprano. La presentacion tipica de la enfermedad de Parkinson asociada
al gen PRKN esta caracterizada por su aparicion temprana, afectaciéon puramente motora con
una excelente respuesta a la terapia dopaminérgica, progresion lenta y falta de deterioro

cognitivo. (Poornima J. Menon, 2024)

Variantes patogénicas del gen PRKN

Las variantes patogénicas en PRKN pueden afectar la funcién proteica mediante diferentes
mecanismos que merman su actividad: interrumpiendo la traduccion de la proteina,
volviendo insoluble a la proteina y potenciando su agregacion, dificultando el plegamiento y
la estabilidad, y afectando su capacidad para unirse a cofactores y sustratos. (Maria P.

Castelo, 2023)

Adicionalmente, la clinica patoldgica de los pacientes con mutaciones en el gen PRKN,
muestra una pérdida de neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra y la perdida de
neuronas noradrenérgicas en el locus coerulus, pero sin la presencia de cuerpos de Lewy
asociados a otros tipos de Parkinson. (Lene Clausen, PRKN-linked familial Parkinson’s

disease: cellular and molecular mechanisms of disease-linked variants, 2024)



Tabla 1. Principales variantes patogénicas del gen PRKN asociadas a Parkinson
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Function

Variante | Tipo de | Subtipo Efecto funcional Consecuencia Referencia
mutacion

R275W | Missense | Hipomorfica | Disminuye estabilidad | Mitofagia (Bernardo  A.
/ Loss-of- de Parkina y altera su | deficiente Bustillos,
Function plegamiento Structural  and

Functional
Characterization
of the Most
Frequent
Pathogenic
PRKN
Substitution
p-R275W,
2024) (C.
Pavan, 2023)

R275Q | Missense | Hipomorfica | Reduce actividad | Disfuncion (Benjamin  J.
/ Loss-of- ubiquitina ligasa mitocondrial Broadway,
Function 2022) (Clausen,

2024)

S65N Missense | Amorfica Impide la fosforilacion | Bloqueo de la | (Thomas G.
/ Loss-of- por parte de PINK1 activacion de la | McWilliams,
Function Parkina y | 2018)

mitofagia
deficiente

V380L | Missense | Hipomorfica | Altera la afinidad de | Aumento de estrés | (Jonasz J.
/ Loss-of- union al sustrato oxidativo Weber, 2024)
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C431S | Missense | Amorfica Destruye el  sitio | Pérdida total de la | (Elizabeth M.

/ Loss-of- catalitico activo de la | actividad Connelly, 2024)
Function enzima en el dominio | ubiquitina ligasa
RING2
P437L | Missense | Amorfica Disrupcion estructural | Impide la union de | (Julian

Function RING2 sitio catalitico

/ Loss-of- | estructural | severa en el dominio | la ubiquitina al | Wagner, 2024)

Dentro de las mutaciones patogénicas en PRKN la variante de sustituciéon mas comun, es la
R275W. Esta mutacién provoca cambios estructurales en la proteina que reducen su
estabilidad. Los pacientes con PRKN-R275W han demostrado mantener una capacidad
parcial de ubiquitinacion que los diferencia de otras variantes en las que esta funcion se
pierde. (Bernardo A. Bustillos, Structural and Functional Characterization of the Most

Frequent Pathogenic PRKN Substitution p.R275W, 2024)

La mutacién R275Q es una mutacion funcionalmente parecida a la R275W, pero con una
mayor probabilidad de provocar efectos dafiinos o perjudiciales en la funcion de la Parkina
y, por extension, sugiere un impacto patogénico superior en el organismo. (Benjamin J.

Broadway, 2022)

La mutacion S65N evita que ocurra la fosforilacion de la serina en la via PINKI1-PRKN
provocando la inactivacion de la Parkina y causando que las mitocondrias dafadas no sean
marcadas para la mitofagia y no sean degradadas, provocando la acumulacion de ROS que

son toxicas para las neuronas dopaminérgicas. (Thomas G. McWilliams, 2018)

Entre otras mutaciones patogénicas encontramos la mutacion V380L que provoca un
aumento patologico de la mitofagia causando perdidas elevadas de proteinas mitocondriales,

incluyendo los sustratos de la Parkina. (Jonasz J. Weber, 2024)

La variante C431S, provocan que la enzima se vuelva cataliticamente inactiva. Se requiere
del residuo C431 para formar una union temporal con la ubiquitina antes de ser transferida a

la proteina diana, esta mutacion provoca que la Parkina permanezca atrapada en el citoplasma
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con las ubiquitinas, de modo que la Parkina no puede formar cadenas de pS65-Ub, rompiendo

el bucle de retroalimentacion positiva. (Elizabeth M. Connelly, 2024)

La variante P437L reduce significativamente la capacidad de la Parkina para realizar sus
funciones cataliticas, esta mutacion provoca una disminucion de 4 veces en la afinidad de la
Parkina por los complejos ubiquitinados impidiendo su unidn al sitio catalitico en el dominio
RING2, a pesar que esta variante no desestabiliza la estructura global de la proteina, si
bloquea fisicamente la interaccidon critica con la ubiquitina, inactivando la enzima y

contribuyendo a la patogenicidad de la enfermedad de Parkinson. (Julian P. Wagner, 2024)

Via PINKI1-PRKN y mecanismos fisiopatologicos

La via principal para la eliminacién de mitocondrias dafiadas mediante mitofagia es realizada
por la ubiquitina quinasa PINK1 y la ubiquitina ligasa PRKN. La pérdida completa de la
funcién de cualquiera de estos dos genes provoca la aparicion de la enfermedad de Parkinson
de inicio temprano (EOPD), esto es causado porque la acumulaciéon de las mitocondrias
dafiadas eventualmente lleva a la muerte celular de las neuronas dopaminérgicas. (Xu Hou,

2023)

PINK1 es una quinasa que provoca la EOPD autosdmica recesiva, estudios han demostrado
que la sobreexpresion de PINK1 tiene efectos neuro protectores contra la apoptosis inducida
por toxinas mitocondriales, mientras que su disminucion induce la disfuncion mitocondrial
y vuelve las neuronas dopaminérgicas mas vulnerables al estrés oxidativo. (Wencheng Liu,

2011)

PRKN es una ubiquitina ligasa E3 que degrada las mitocondrias dafiadas mediante la
ubiquitinacion de multiples proteinas mitocondriales de forma selectiva. Cuando las
mitocondrias son dafiadas, PINK1 fosforila PRKN en su residuo Ser65, lo cual activa la
PRKN vy la recluta, translocandola desde el citosol hasta la mitocondria disfuncional. (Alicia

M. Pickrell, 2015)

Mitocondria sana

En una mitocondria sana, PINK1 es dirigida hacia las mitocondrias a través de su secuencia

de direccionamiento mitocondrial (MTS), después, se transloca a través del complejo de



18

translocasa de la membrana externa (TOM) hacia el complejo de translocasa de la membrana

interna (TIM) (Andrey Bogorodskiy, 2021)

La PINK1 luego es escindida por la proteasa de procesamiento mitocondrial (MPP), la cual
cataliza el corte del extremo N-terminal de la secuencia de direccionamiento mitocondrial de

las proteinas precursoras importadas. (Nina Kunova, 2022)

PINKI es rapidamente escindida es su dominio transmembrana N-terminal por la proteasa
mitocondrial intra-membrana (PARL) y es re-translocada de la mitocondria al citosol para su

degradacion a través del sistema ubiquitina-proteasoma (UPS). (Koji Yamano, 2013)

En condiciones normales, la Parkina adopta una conformacion cerrada, auto inhibida,
facilitada por el dominio UBL asociado al dominio RINGI1, este estado se rige por dos
interacciones: El elemento REP y el dominio UBL ocluyendo el sitio de union E2 en RING1

y por el dominio RINGO bloqueando el sitio activo C431 en RING2. (Tobias Wauer, 2013)

Mitocondria danada

En una mitocondria disfuncional, la alteracién de proteinas hacia la mitocondria impide la
translocacion de PINK1, lo que provoca una acumulacién de PINK 1 en la membrana externa
mitocondrial (MEM) junto con el complejo TOM. Seguido, la PINKI1, en la MEM es
activada, fosforilando el residuo S65 en las ubiquitinas preexistentes en la MEM formando
la pS65-Ub. La Parkina entonces, se une a la ubiquitina fosforilada (pS65-Ub) translocandose

asi desde el citosol, hacia la mitocondria danada. (MIchael Lazarou, 2012)

Estudios indican que existe un paso anterior a la activacion de la mitofagia mediada via
PINK1-PRKN, este paso involucra a la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), esta,
es la encargada de regular la autofagia y la mitofagia a través de la serina/treonina proteina
quinasa ULKI. Es la fosforilacion de la S108 en el dominio ACT de la Parkina provocada
por ULK1 la que parece preceder la activacion de la Parkina por PINK1 cuando se produce

algun dano mitocondrial. (Chien-Min Hung, 2021)

Con la activacion de la Parkina, la Parkina auto inhibida se une a la ubiquitina fosforilada
por la PINKI en pS65-Ub y se transloca hacia la mitocondria dafiada, esta union aun
mantiene la Parkina en su conformacién auto inhibida, pero induce cambios estructurales en

el dominio UBL. (Alban Ordureau J.-M. H., 2015)
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La unién del dominio fosforilado UBL al bolsillo de unién a fosfato en RINGO; y la union
del elemento ACT a RINGO causa una reorganizacion estructural que libera el dominio
RING2 y el residuo catalitico C431 de su estado inhibido. Esto provoca que la conformacion

de la Parkina pase de un estado auto inhibido al estado activado. (Matthew Y. Tang, 2017)

PINK1 activa el proceso de activacion de la Parkina, primero mediante la formacion de la
pS65-Ub en la MEM, seguido la ubiquitina ligasa mitocondrial E3 (MITOL) ha sido
propuesta como la responsable de introducir la primera ubiquitina importante para iniciar el
reclutamiento de la Parkina citosélica hacia la membrana de las mitocondrias dafiadas.

(Fumika Koyano, 2019)

La PINKI fosforila tanto la ubiquitina monomérica como las cadenas de poli-ubiquitina a las
cuales la Parkina se une, de este modo logra retener la Parkina en la MEM. Esta retencion de
la Parkina en la membrana externa mitocondrial potencia la formacidon de nuevas proteinas
sustrato ubiquitinadas, lo cual inicia un mecanismo de retroalimentacion positiva en la que
la PINK1 fosforila méas Parkina y moléculas de ubiquitina para activar y retener ain mas

Parkina en la MEM. (Alban Ordureau S. A., 2014)

La acumulacion de proteinas ubiquitinadas en la membrana mitocondrial externa marca a la
mitocondria para su degradacion por medio de la mitofagia y por medio del sistema
ubiquitina-proteasoma (UPS). La iniciacion de la mitofagia involucra una degradacion de

algunas proteinas ubiquitinadas de la MEM a través del UPS. (Derek Narendra, 2008)

Después las cadenas de ubiquitina presentes en la MEM reclutan receptores de carga
autofagica como el sequestosoma 1 (SQSTMI) y optineurina (OPTN). La mitocondria
dafiada es entonces encapsulada por una vesicula de doble membrana conocida como el auto
fagosomay es entregada a los lisosomas, donde las hidrolasas lisosomales finalmente rompen

la mitocondria. (Hongyu Ying, 2016)

Cuando PRKN esta mutado

Como fue mencionado anteriormente, la via PINK1-PRKN juega un rol clave en la mitofagia
y en la motilidad y tamafo mitocondrial. PINK1 se acumula en la membrana externa
mitocondrial en respuesta a la reduccion del potencial de membrana mitocondrial causada

por dafios o disfunciones. (Peter M. J. Quinn, 2020)
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En las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, glaucoma o la enfermedad de
Parkinson, se suele encontrar una mitofagia defectuosa causada por mutaciones en la via
PINKI1-PRKN que rompen la homeostasis y los procesos de control de calidad que se dan

dentro de la mitocondria. (Yi Dai, 2018)

La mitofagia va en incremento en las neuronas a medida un individuo envejece, pero la
presencia de errores en las vias de sefializacion PINK1/PRKN frena este incremento,
rompiendo los mecanismos de control mitocondrial y permitiendo la acumulacién de

mitocondrias dafiinas para el propio organismo. (Tom Cornelisse, 2018)

Las mutaciones que provocan perdida de funcion en PRKN o PINK1, irrumpen la via normal
de la mitofagia, provocando la eliminacion ineficiente de las mitocondrias dafiadas. Como
resultado, estas mitocondrias no funcionales se acumulan dentro de las células,
particularmente en las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta (SNpc).
La acumulacion de las mitocondrias no funcionales puede provocar un desequilibrio en el
estado redox celular, lo que provoca niveles elevados de estrés oxidativo. Este estrés
oxidativo, acompanado con una funcién mitocondrial deficiente, contribuiran a la
degeneracion y la muerte de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro, lo cual es una

caracteristica de la enfermedad de Parkinson. (Tingting Liu, 2024)

Las mitocondrias que se acumulan dejan de producir ATP, provocando una severa falta de
energia celular, a su vez, estas mitocondrias filtran altos niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo que provoca el estrés oxidativo crénico mencionado anteriormente,
proceso que termina degradando el citoesqueleto y el material genético de la célula,
acelerando el envejecimiento celular o el desarrollo de patologias neurodegenerativas. (Paula

S. Bailo, 2022)

A medida la célula va degraddndose, el mismo estrés oxidativo induce a proteinas pro-
apoptoticas como Bax y Bak a formar poros en la membrana externa mitocondrial. Una vez
la membrana mitocondrial se ve comprometida, el citocromo ¢, una hemo-proteina
normalmente involucrada en el transporte de electrones, filtra desde el espacio

intermembrana mitocondrial hacia el citosol. (Green, 2022)

En el citosol, el citocromo ¢ se une al factor activador de proteasa apoptotica 1 (APAF-1)y

a la procaspasa-9, creando un gran complejo multiproteico conocido como el apoptosoma.
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Dentro del apoptosoma, la procaspasa-9 inactiva es activada en su forma caspasa-9, esta
caspasa activa una seria de caspasas “‘ejecutoras” como la caspasa-3. Estas caspasas sirven
como enzimas cataliticas, que rompen proteinas estructurales del citoesqueleto y activan
nucleasas para fragmentar el ADN. La célula entonces se encoje en cuerpos apoptoticos que

son eliminados por las células fagociticas circundantes. (Shang-Der Chen, 2011)

A medida estas neuronas especificas mueren, la habilidad del cerebro para producir y
transportar dopamina, cae drasticamente. En el momento en el que los sintomas clasicos de
la enfermedad de Parkinson aparecen, la mayoria de personas han perdido del 60% - 80% o
mas de las neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra. (National Institute of

Neurological Disorders and Stroke, 2026)

El impacto en la mitofagia provocado por mutaciones patogénicas en el gen PRKN depende
de que region o dominio del gen sea afectado. Mutaciones como R275W o R275Q,
mutaciones missense, provocan un mal plegamiento de la proteina, alteran la conformacion
estructural normal de la Parkina, haciendo a la enzima altamente susceptible a la degradacion
y les impide localizar las mitocondrias dafadas para eliminarlas. Las variantes R275W fallan
en ser reclutadas por la PINK1 en las mitocondrias no funcionales. Esta incapacidad de
etiquetar las mitocondrias provoca que los autofagosomas no puedan eliminar los organelos
dafiados, llevando a la acumulacion de estas mitocondrias defectuosas. (Bernardo A.
Bustillos, Structural and Functional Characterization of the Most Frequent Pathogenic PRKN
Substitution p.R275W, 2024)

Variantes localizadas en el dominio N-terminal UBL como S65N actian como mutaciones
de perdida de funcion. En la via PINK1-PRKN normal, la quinasa PINK1 fosforila ubiquitina
y el dominio UBL de la Parkina en el residuo Ser65, fosforilacion que es critica para activar
la Parkina y reclutarla a la membrana externa mitocondrial. En esta variante, Ser65 esta
mutado con una Asparagina (S65N), la enzima por ende no puede ser fosforilada y no puede

ser activada por PINK1. (Jia Liu, 2019)

Mutaciones en el dominio RING2, especialmente aquellas que afectan al residuo catalitico
conservado de cisteina, como la variante C431S, provocan que la enzima se vuelva
cataliticamente inactiva. Se requiere del residuo C431 para formar una unién temporal con

la ubiquitina antes de ser transferida a la proteina diana, esta mutacion provoca que la Parkina
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permanezca atrapada en el citoplasma con las ubiquitinas, de modo que la Parkina no puede
formar cadenas de pS65-Ub, rompiendo el bucle de retroalimentacion positiva. (Elizabeth

M. Connelly, 2024)

Todas estas mutaciones impiden la mitofagia, al no eliminarse las mitocondrias con ADN
mutado, las especies reactivas de oxigeno (ROS) atacan directamente el ADN mitocondrial
(ADNmt). Este ADN carece de histonas protectoras, por lo que son afectadas, y este ADNmt
murado suele ser mas corto lo que permite que se replique mas rapido que el ADNmt sano,
al dividirse mas rapido y no ser destruidas, el nimero de mitocondrias mutantes, supera al

nimero de mitocondrias sanas. (Cordis Newsletter, 2015)

La neuro inflamacion entonces, surge como consecuencia directa de la interrupcion de la via
PINK1/PRKN. Las mitocondrias disfuncionales no solo liberan ROS, también liberan
ADNmt al citosol, el ADNmt actlia como una sefial de peligro que activa la via cGAS-STING
y el inflamasoma NLRP3. Esto provoca que la microglia libere citocinas proinflamatorias
como el Factor de Necrosis Tumoral a e interleucinas como IL-1p, lo que resulta en la neuro

inflamacion y eventual muerte neuronal. (Tugba Sever, 2024)

Meétodos de deteccion

A diferencia de otros genes asociados al Parkinson que presentan mutaciones puntuales
simples, el gen PRKN es sumamente complejo debido a que su alteracion mas comun son las
Variaciones en el Numero de Copias (CNVs), grandes deleciones o duplicaciones de exones
enteros. Por ello, una secuenciacion convencional de ADN no basta y requiere de un abordaje

mas especializado. (Paloma Bravo, 2018)

Tabla 2. Métodos de deteccion de mutaciones en el gen PRKN.

Meétodo de deteccion | Ventajas Desventajas Referencia
MLPA Especialmente util | No puede detectar | (E. Mutez, 2023)
porque las | todas las variantes
deleciones 0 | pequenas como

duplicaciones de | missense y necesita

exones representan | de pruebas
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reorganizaciones en
los 12 exones del

gen.

el 43.2% de las | complementarias
mutaciones de | como secuenciacion
PRKN de Sanger
qPCR Tiene una cobertura | Este método no | (Maria I Shadrina,
completa de exones, | aplica  para  la | 2007)
permitiendo analizar | deteccion de

variantes missense y
en caso de
deleciones

contiguas, la qPCR
no puede distinguir
si es una Unica
delecion grande o de

una combinacion de

dos deleciones.

Secuenciacion  de

Lectura Larga (LRS)

Es mucho mas eficaz
para detectar
variantes

estructurales que las

secuenciaciones de
lectura corta no
pueden, como las

inversiones grandes.

Aunque la LRS
identifica cambios
estructurales, a

menudo se requiere

de informacion
adicional como
(RNA-seq) para

confirmar como la
mutacion afecta a la

proteina.

(Kensuke Daida,

2023)

Se recomienda el uso de la técnica MLPA (amplificacion de sondas dependiente de ligacion

multiple) principalmente por la naturaleza de sus variantes, donde el 43.2% de ellas son

variantes estructurales. El MLPA tiene un costo muy bajo, entre 13 y 35 veces mds barato
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que realizar un panel de genes, una secuenciacion de exoma o de genoma completo. Si MLPA
detecta una mutacion en PRKN, se puede proceder a una secuenciacion de Sanger dirigida

para buscar la segunda mutacion en este tipo de herencia recesiva. (E. Mutez, 2023)

Los cambios en la dosificacion del gen PRKN a menudo no se detecta con la secuenciacion
convencional, por lo que se requieren ensayos especificos de dosificacion genética como la
gPCR. El método TagMan de qPCR se considera simple, exacto y reproducible, es una
técnica idonea para la deteccion rapida y el cribado de grandes grupos de pacientes, lo que la
convierte en una base solida para el desarrollo de pruebas diagnodsticas clinicas. (Maria |

Shadrina, 2007)

Las tecnologias tradicionales a menudo fallan en proporcionar un diagnostico completo del
gen PRKN. Se estima que aproximadamente el 84% de las variantes estructurales en el
genoma humano son indetectables usando solo datos de secuenciacion de lectura corta, las
pruebas estandar identifican una sola mutacion, pero el Parkinson causado por PRKN es de
herencia recesiva, la LRS resuelve estos dos problemas permitiendo encontrar la segunda
variante patogénica necesaria para explicar la enfermedad. (Kensuke Daida, 2023)
Discusion

El andlisis sistematico de la literatura revela que la patogenicidad de la EOPD asociada al
gen PRKN se rige por dos factores criticos: El impacto provocado por la mutacion sobre los
dominios estructurales de la proteina Parkina y la complejidad técnica requerida para su

deteccion molecular que dificulta su diagnostico temprano.

Los resultados demuestran que las mutaciones puntuales (missense), que representan
aproximadamente el 43% de las mutaciones de este gen, no actian mediante un Unico
mecanismo, sino que modifican la actividad proteica dependiendo del dominio afectado. En
el dominio RINGI, la variante R275W altera el plegamiento y reduce la estabilidad de la
proteina, aunque al ser una variante hipomorfica, conserva todavia una capacidad de
ubiquitinacion parcial, en contraste con la mutacién R275Q que tiene un impacto patogénico

superior.

En cambio, las mutaciones localizadas en regiones reguladoras clave o en el sitio catalitico
muestras efectos de caracter amorfico o loss-of-function. La variante S65N en el dominio

UBL anula por completo el residuo de serina, impidiendo la fosforilacion mediada por
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PINK1, volviendo a la proteina incapaz de activarse. Otra perdida de funcion similar ocurre
con la variante C431S en el dominio RING2, la cual destruye el residuo de cisteina
indispensable para la union con la ubiquitina, atrapando a la enzima en el citosol y rompiendo

el bucle de retroalimentacion positiva de la mitofagia.

Este analisis revela que mientras algunas mutaciones inducen inestabilidad estructural con
actividad parcial, otras anulan directamente el mecanismo catalitico de la proteina,

bloqueando por completo la mitofagia.

Otro hallazgo critico en la literatura es el papel de la neuro inflamacion como amplificador
del dafio provocado por la enfermedad. Las mitocondrias dafiadas liberan su ADNmt
defectuoso directamente al citosol. Este ADNmt citosolico activa la via cGAS-STING y el
inflamasoma NLRP3. Como consecuencia, la microglia circundante se activa secretando
citocinas proinflamatorias como el TNF-a e interleucina 1B, perpetuando un circulo de
neurotoxicidad que provoca la pérdida de mas del 60%-80% de las neuronas dopaminérgicas

antes de la aparicion de los primeros sintomas.

Al evaluar las metodologias vigentes, se propone que el estdndar de oro inicial para el cribado
clinico debe ser la técnica MLPA. Su gran ventaja radica en la alta sensibilidad para
identificar deleciones o duplicaciones de exones enteros con un costo significativamente
menor (entre 13 y 35 veces mas econdmico que un panel gendmico completo). No obstante,
su limitacion principal es la incapacidad para detectar variantes de sustitucion nucleotidica
(missense), lo que obliga a complementar el ensayo con secuenciacion de Sanger dirigida
para identificar el segundo alelo mutado bajo el modelo de herencia autosémica recesiva del

gen.

Como alternativa robusta, la qPCR (método TagMan) destaca por su reproducibilidad y
cobertura de los 12 exones, siendo ideal para procesar cohortes masivas de pacientes, aunque
comparte la desventaja de no discriminar variantes puntuales ni delimitar fronteras precisas

en deleciones contiguas.

Finalmente, la Secuenciacion de Lectura Larga (LRS) surge como la herramienta diagndstica
definitiva mas potente, ya que es capaz de resolver variantes estructurales complejas e
inversiones grandes que confunden a otras técnicas, facilitando el hallazgo de la segunda

variante patogénica complementaria. Su limitacién radica en el costo y en la frecuente
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necesidad de asociarla con analisis transcriptomicos (RNA-seq) para determinar el impacto

real sobre el transcrito final de la proteina.

Conclusiones

Las variantes patogénicas del gen PRKN asociadas al EOPD exhiben una correlacion
estructura-funcion, mutaciones como S65N y C431S actuan de forma amérfica al bloquear
la fosforilacion o inactivar el sitio catalitico de la Parkina, mientras que variantes como

R275W preservan capacidades funcionales parciales.

La degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra es provocado por dos
mecanismos moleculares derivados de la perdida de la mitofagia, por un lado, el déficit
energético y la apoptosis mediada por la via mitocondrial clasica y, por otro lado, la induccion
de la neuro inflamacion cronica debida a la liberacion de ADNmt que activa la via cGAS-

STING y el inflamasoma NLRP3.

Debido a la alta prevalencia de variaciones en el nimero de copias y reordenamientos
estructurales en PRKN, la secuenciacion convencional de lectura corta se vuelve insuficiente

como herramienta diagnostica primaria.

Por ello, se propone un algoritmo diagnostico estratégico y costo-efectivo que inicia con el
cribado molecular mediante MLPA o qPCR para la deteccion de deleciones y duplicaciones,
complementado con secuenciacion de Sanger o Secuenciacion de lectura larga (LRS) para
identificar variantes puntuales y resolver la naturaleza bialélica de la mutacion provocada por

la herencia recesiva de la enfermedad.
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