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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 apoptética de las neuronas
dopaminérgicas, lo que constituye la causa mas comun de Parkinson autosémico recesivo de inicio temprano.
El objetivo de esta revision sistematica fue analizar los mecanismos fisiopatol6gicos moleculares de las
principales variantes de PRKN y evaluar la efectividad de sus metodologias de deteccion. Se realiz6 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 determind que la secuenciacion convencional de lectura corta es
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insuficiente. Se concluye la necesidad de implementar un algoritmo diagndstico estratégico que priorice el
cribado inicial mediante MLPA o gPCR 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

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 functionality.
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
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Introduccion

El gen PRKN localizado en 626 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 funcion etiquetar mitocondrias dafiadas para su degradacion (1). EI 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 (2). 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 (3).
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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 (4). 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 acumulacion de las mitocondrias dafiadas eventualmente lleva a la muerte
celular de las neuronas dopaminérgicas (5).

En condiciones fisioldgicas, cuando una mitocondria se ve dafiada, 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 eliminacién
lisosomica del organelo disfuncional (6,7). 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 filtracion masiva de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que dafian el ADN mitocondrial, y la liberacion de este ADNmt al citosol. Este
fendmeno activa la via proinflamatoria cGAS-STING Yy el inflamasoma NLRP3, desencadenando una neuro
inflamacién crénica que culmina en la muerte apoptotica de las neuronas dopaminérgicas en la substantia
nigra pars compacta (8-10).

Debido a que la alteracion genética mas comun en PRKN consiste en variaciones en el nimero de copias
(CNVs) y reorganizaciones exdnicas complejas, la secuenciacion convencional de ADN suele ser insuficiente.
Por este motivo, el abordaje diagndstico clinico especializado actual requiere de la combinacién estratégica
de ensayos de dosificacion génica y andlisis estructurales, destacando técnicas altamente eficaces y
reproducibles como la amplificacidn de sondas dependiente de ligacion multiple (MLPA), la PCR cuantitativa
(QPCR) y la secuenciacién de lectura larga (LRS) (11). El propoésito de esta revision es analizar los
mecanismos fisiopatoldgicos de las principales variantes de PRKN y evaluar criticamente la efectividad y
limitaciones de los métodos de deteccion para optimizar el diagndstico de la enfermedad de Parkinson de
inicio temprano (EOPD).

Materiales y métodos

La basqueda sistematica se realizd 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 PINK1-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 mutacién 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 seleccidn y recoleccion de datos, dos investigadores analizaron de forma independiente
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los titulos y resimenes para descartar estudios desestimados por antigiiedad o temética, mientras que un Gnico
investigador realizo 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.

La gestion bibliografica y eliminacion de duplicados se llevo 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.

Registros identificados n=173
Google Académico (n=59)
MDPI (n = 30)
PubMed (n=29)
Scopus (n=20)
Clarivate (n = 19)
NIH (n = 16)

Registros tras la eliminacion de duplicados n=128

Articulos excluidos bajo criterios de exclusion. Registros excluidos Registros evaluados en
*  No abordan via PRKN-PINK1 (n=T7) no accesibles n=50 texto completon =78
+  No evalian variantes patogénicas (n = 12)

o Antigiedad superior al afio 2000 (n=9)

Registros incluidos en
la revisién n=50

Figura 1. Diagrama de flujo de busqueda.

Resultados y discusion

El gen PRKN localizado en 626 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 funcién etiquetar mitocondrias dafiadas para su degradacion (1). EI gen PRKN se
encuentra en una regién llamada FRAGE en el cromosoma 6. Esta, es una de las regiones mas fragiles del
genoma humano, una localizacién 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 (12).

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. La Parkina, la proteina con funcion
catalitica que codifica este gen, es una ubiquitina ligasa E3 que se caracteriza por tener un dominio estructural
tipo RING-between-RING (RBR), estructurada por el dominio similar a la ubiquitina (UBL), el dominio
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RINGO, el dominio RING1, el dominio in-between-ring (IBR), el elemento represor de la Parkina (REP) y el

dominio RING2 (2).

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

proteinas diana

Este dominio se une
fisicamente al dominio RING2
para bloguear 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
unién de enzimas
ubiquitinadas. Su movimiento,
derivado de la activacién de
RING1, abre un bolsillo oculto
de wunién a la ubiquitina
necesarioc para limpiar las

Es el sitio catalitico
fundamental encargado de
transferir  ubiquitina a los
sustratos. Contiene el residuo
clave Cys431, que permanece
blequeado por el dominio
RINGO hasta que el estrés
mitocondrial

exposicién para ejecutar la

fuerza su

1 76 140

21

mitocondrias defectuosas

mitofagia

6 328

378 410

465

UBL LINKER RINGO

RING1 |

IBR | REP | RING2

465 aa

Es una zona flexible situada entre
los dominios UBL y RINGO.
Funciona junto al dominio UBL
para formar una especie de
"abrazadera" que mantiene al
dominio UBL bloqueado,
preservando la  confermacion
inactiva de la proteina.

Actia como el sitio de
reclutamiento y unién para

capturar conjugados
enzimaticos cargados de
ubigquitina. Cuando la

ubiquitina fosforilada se une a
este dominio, se genera un
cambio estructural gue
desbloguea la forma activa de
la proteina

Es un segmento regulador que
fuerza la auto inhibicién de la
Parkina. Se une fisicamente al
dominio RING1 para bloquear
el acoplamientc de la
ubiquitina, impidiendo la
transferencia de moléculas de
ubiquitina cuando la célula no
lo requiere

Figura 2. Organizacion de los dominios estructurales de la proteina Parkina y sus funciones asociadas.

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 nlcleo activo de la Parkina para mantenerla auto inhibida, sellando la
enzimay previniendo su union a la ubiquitina de las proteinas diana (13).

La region Linker, ubicada entre el dominio UBL y el dominio RINGO, actta 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 o pinza que mantiene al dominio UBL

bloqueado (14).

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 (15).
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El dominio RING1 de la Parkina sirve como el sitio de reclutamiento y unién responsable de la captura de
conjugados enzimaticos cargados de ubiquitina y de iniciar la cascada de la mitofagia. Cuando la mitocondria
es dafiada, la quinasa PINK1 se acumula en la membrana mitocondrial y fosforila moléculas de ubiquitina
que se van a unir al dominio RINGL1, esta union provoca un cambio estructural que desplaza el dominio UBL
y la region Linker para desbloquear la forma activa de la proteina (16).

El dominio IBR actiia 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
RINGL 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 unién a la ubiquitina, una vez abierto,
el dominio IBR se estabiliza y permite la union de enzimas ubiquitinadas (17).

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 funcion bioldgica primaria es forzar la
auto inhibicidn, previniendo a la Parkina de interactuar con otras enzimas cuando la célula no lo necesita. El
dominio REP fisicamente se une al dominio RINGL1, esta union bloquea el lugar donde la ubiquitina necesita
acoplarse, como no se puede acoplar, la Parkina no puede ni recibir ni transferir ubiquitinas (18).

El dominio RING2 actiia como el sitio catalitico crucial responsable de transferir moléculas de ubiquitina
hacia los sustratos diana. EI 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 RING2 a liberar su
posicién auto inhibida, exponiendo la cisteina catalitica para poder ejecutar la mitofagia (19).

Variantes patogénicas y mecanismos fisiopatoldgicos asociados a PRKN

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. La
presentacion tipica de la enfermedad de Parkinson asociada al gen PRKN esta caracterizada por su aparicion
temprana, afectacion puramente motora con una excelente respuesta a la terapia dopaminérgica, progresion
lenta y falta de deterioro cognitivo (3).

Variantes patogénicas del gen PRKN

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 agregacién, dificultando el plegamiento y la estabilidad, y afectando su capacidad para unirse
a cofactores y sustratos (4).

Adicionalmente, la clinica patolédgica 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 (20).
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Tabla 1. Principales variantes patogénicas del gen PRKN asociadas a Parkinson.

=i

oy

(=

Variante Tipo de Subtipo Efecto funcional Consecuencia Referencia
mutacion
R275W Missense / Loss- | Hipomérfica | Disminuye estabilidad de | Mitofagia deficiente (21,22)
of-Function Parkina y altera su
plegamiento
R275Q Missense / Loss- | Hipomorfica | Reduce actividad | Disfuncion mitocondrial (23,24)
of-Function ubiquitina ligasa
S65N Missense / Loss- | Amorfica Impide la fosforilacion por | Blogqueo de la activacion (25)
of-Function parte de PINK1 de la Parkina y mitofagia
deficiente
V380L Missense / Loss- | Hipomérfica | Altera la afinidad de union | Aumento  de  estrés (26)
of-Function al sustrato oxidativo
C431S Missense / Loss- | Amorfica Destruye el sitio catalitico | Pérdida total de la (27)
of-Function activo de la enzima en el | actividad ubiquitina
dominio RING2 ligasa
P437L Missense / Loss- | Amorfica Disrupcion estructural | Impide la unién de la (28)
of-Function estructural severa en el dominio | ubiquitina  al  sitio
RING2 catalitico

Dentro de las mutaciones patogénicas en PRKN la variante de sustitucion mas comdn, es la R275W. Esta
mutacidn 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 (21).

La mutacion 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 extensién, sugiere un impacto
patogénico superior en el organismo (23).

La mutacion S65N evita que ocurra la fosforilacion de la serina en la via PINK1-PRKN provocando la
inactivacion de la Parkina y causando que las mitocondrias dafiadas no sean marcadas para la mitofagia y no
sean degradadas, provocando la acumulacion de ROS que son toxicas para las neuronas dopaminérgicas (25).
Entre otras mutaciones patogénicas encontramos la mutacién VV380L que provoca un aumento patolégico de
la mitofagia causando pérdidas elevadas de proteinas mitocondriales, incluyendo los sustratos de la Parkina
(26).

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 mutacién
provoca que la Parkina permanezca atrapada en el citoplasma con las ubiquitinas, de modo que la Parkina no
puede formar cadenas de pS65-Ub, rompiendo el bucle de retroalimentacién positiva (27).

@ Esta obra esta bajo una licencia Creative Commons de tipo (CC-BY-NC-SA). 138

Sociedad Ecuatoriana de Investigacion Cientifica. E-mail: revistabiosana@gmail.com



mailto:revistabiosana@gmail.com

oy

Revista Cientifica de Salud BIOSANA Vol. 6, Nim. 4. (Julio-Septiembre 2026) Pag 132-148. ISSN: 2960-8481

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

Revista Cientifica de Salud

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 union al sitio catalitico en el dominio RING2, a pesar que esta variante no
desestabiliza la estructura global de la proteina, si bloquea fisicamente la interaccion critica con la ubiquitina,
inactivando la enzima y contribuyendo a la patogenicidad de la enfermedad de Parkinson (28).

Via PINK1-PRKN y mecanismos fisiopatoldgicos

La via principal para la eliminacion de mitocondrias dafiadas mediante mitofagia es realizada por la ubiquitina
quinasa PINKL1 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 (5).

PINK1 es una quinasa que provoca la EOPD autosémica recesiva, estudios han demostrado que la
sobreexpresion de PINK1 tiene efectos neuro protectores contra la apoptosis inducida por toxinas
mitocondriales, mientras que su disminucién induce la disfuncién mitocondrial y vuelve las neuronas
dopamineérgicas mas vulnerables al estrés oxidativo (29).

PRKN es una ubiquitina ligasa E3 que degrada las mitocondrias dafiadas mediante la ubiquitinacién de
multiples proteinas mitocondriales de forma selectiva. Cuando las mitocondrias son dafiadas, PINK1 fosforila
PRKN en su residuo Ser65, lo cual activa la PRKN Yy la recluta, translocandola desde el citosol hasta la
mitocondria disfuncional (6).

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 translocasa de la
membrana externa (TOM) hacia el complejo de translocasa de la membrana interna (TIM) (30).

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 (31).

PINK1 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) (32).

En condiciones normales, la Parkina adopta una conformacion cerrada, auto inhibida, facilitada por el dominio
UBL asociado al dominio RINGL1, 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 blogueando el sitio activo C431 en
RING2 (33).

Mitocondria dafada

En una mitocondria disfuncional, la alteracion de proteinas hacia la mitocondria impide la translocacion de
PINKZ1, lo que provoca una acumulacion de PINK1 en la membrana externa mitocondrial (MEM) junto con
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el complejo TOM. Seguido, la PINK1, 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 dafiada (7).

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 ULK1. 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
PINKZ1 cuando se produce algun dafio mitocondrial (34).

Con la activacion de la Parkina, la Parkina auto inhibida se une a la ubiquitina fosforilada por la PINK1 en
pS65-Ub vy se transloca hacia la mitocondria dafiada, esta unién ain mantiene la Parkina en su conformacion
auto inhibida, pero induce cambios estructurales en el dominio UBL (35).

La union del dominio fosforilado UBL al bolsillo de union a fosfato en RINGO; y la unién 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 (36).

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 (37).

La PINK1 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 retencién de la Parkina en la membrana externa
mitocondrial potencia la formacion 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 (38).

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
(39).

Después las cadenas de ubiquitina presentes en la MEM reclutan receptores de carga autofagica como el
sequestosoma 1 (SQSTM1) y optineurina (OPTN). La mitocondria dafiada es entonces encapsulada por una
vesicula de doble membrana conocida como el auto fagosoma y es entregada a los lisosomas, donde las
hidrolasas lisosomales finalmente rompen la mitocondria (40).

Cuando PRKN esta mutado

Como fue mencionado anteriormente, la via PINK1-PRKN juega un rol clave en la mitofagia y en la motilidad
y tamafio mitocondrial. PINK1 se acumula en la membrana externa mitocondrial en respuesta a la reduccion
del potencial de membrana mitocondrial causada por dafos o disfunciones (41).
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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 PINK1-PRKN que rompen la
homeostasis y los procesos de control de calidad que se dan dentro de la mitocondria (42).

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 acumulacion de mitocondrias dafiinas para el propio organismo (43).

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, acompafiado con una funcion mitocondrial deficiente, contribuiran a la degeneracién y la muerte
de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro, lo cual es una caracteristica de la enfermedad de Parkinson (8).

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 cronico 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 (9).

A medida la célula va degradandose, el mismo estrés oxidativo induce a proteinas pro-apoptdticas 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 (44).

En el citosol, el citocromo c¢ se une al factor activador de proteasa apoptdtica 1 (APAF-1) y a la procaspasa-
9, creando un gran complejo multiproteico conocido como el apoptosoma. 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 (10).

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% o0 mas de las neuronas dopamineérgicas en la substantia
nigra (45).

El impacto en la mitofagia provocado por mutaciones patogenicas 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 conformacién estructural normal de la Parkina, haciendo a la enzima
altamente susceptible a la degradacién y les impide localizar las mitocondrias dafiadas para eliminarlas. Las
variantes R275W fallan en ser reclutadas por la PINK1 en las mitocondrias no funcionales. Esta incapacidad
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de etiquetar las mitocondrias provoca que los autofagosomas no puedan eliminar los organelos dafiados,
llevando a la acumulacién de estas mitocondrias defectuosas (21).

Variantes localizadas en el dominio N-terminal UBL como S65N actdan 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 (46).

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 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 (27).

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 numero de
mitocondrias mutantes, supera al nimero de mitocondrias sanas (47).

La neuro inflamacidn 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 actda
como una sefial de peligro que activa la via cCGAS-STING y el inflamasoma NLRP3. Esto provoca que la
microglia libere citocinas proinflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral a e interleucinas como IL-
1B, lo que resulta en la neuro inflamacion y eventual muerte neuronal (48).

Métodos de deteccién

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 més especializado (11).

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

Método de Referencia

deteccion

Ventajas

Desventajas

MLPA

Especialmente atil porque las
deleciones o duplicaciones de
exones representan el 43.2% de
las mutaciones de PRKN

No puede detectar todas las variantes pequefias
como missense 'y necesita de pruebas
complementarias como secuenciacion de
Sanger

(49)

gPCR

Tiene una cobertura completa de
exones, permitiendo analizar
reorganizaciones en los 12
exones del gen.

Este método no aplica para la deteccion de
variantes missense y en caso de deleciones
contiguas, la gPCR no puede distinguir si es una
Unica delecién grande o de una combinacién de
dos deleciones.

(50)

O
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Secuenciacién | Es mucho méas eficaz para | Aunque la LRS identifica  cambios (51)

de Lectura detectar variantes estructurales | estructurales, a menudo se requiere de
Larga (LRS) | que las secuenciaciones de | informacion adicional como (RNA-seq) para
lectura corta no pueden, como | confirmar como la mutacion afecta a la
las inversiones grandes. proteina.

Se recomienda el uso de la técnica MLPA (amplificacion de sondas dependiente de ligacion maultiple)
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 mas barato 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
(49).

Los cambios en la dosificacion del gen PRKN a menudo no se detectan con la secuenciacion convencional,
por lo que se requieren ensayos especificos de dosificacion genética como la gPCR. El método TagMan de
gPCR 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 sélida para el desarrollo de pruebas
diagnosticas clinicas (50).

Las tecnologias tradicionales a menudo fallan en proporcionar un diagndstico 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 (51).

Discusion
El analisis sistematico de la literatura revela que la patogenicidad de la EOPD asociada al gen PRKN se rige

por dos factores criticos: EI 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 actiian mediante un Unico mecanismo, sino que modifican la actividad
proteica dependiendo del dominio afectado. En el dominio RING1, la variante R275W altera el plegamiento
y reduce la estabilidad de la proteina, aunque al ser una variante hipomdrfica, 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 amarfico o loss-of-function. La variante S65N en el dominio UBL anula por completo el residuo
de serina, impidiendo la fosforilacion mediada por 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
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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
citosdlico activa la via cGAS-STING y el inflamasoma NLRP3. Como consecuencia, la microglia circundante
se activa secretando citocinas proinflamatorias como el TNF-a ¢ 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 estandar de oro inicial para el cribado clinico debe
ser la téecnica 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 méas econémico que un panel
gendémico 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 g°PCR (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 diagnostica definitiva méas
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 limitacion radica
en el costo y en la frecuente necesidad de asociarla con anélisis 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 correlacién estructura-funcion,
mutaciones como S65N y C431S acttan 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 degeneracién 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 induccién de la neuro inflamacién 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 numero de copias y reordenamientos estructurales en PRKN, la secuenciacién
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 mutacién provocada por la herencia recesiva de la enfermedad.
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