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1. Resumen

La enfermedad de Parkinson (EP) es una de las enfermedades neurodegenerativas
discapacitantes mas frecuentes; hasta ahora es incurable y se estima afecta a 4 millones de
personas en el mundo. Esta entidad del sistema nervioso central se caracteriza por la pérdida
de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta y en algunos casos, la
presencia de inclusiones proteicas llamadas cuerpos de Lewy. La muerte de estas neuronas
altera el balance de dopamina en el estriado y resulta en una pérdida progresiva del control
del movimiento.

Diversos estudios proyectan a la EP junto con otras enfermedades neurodegenerativas como
la segunda causa de muerte mas comdn dentro de la “poblacién anciana” para el afio 2040.
La mayoria de los casos con EP son esporadicos y tienen un inicio tardio de las
manifestaciones clinicas, mientras que las formas familiares (5-10%) se presentan antes de
los 45 afios de edad y se considera EP de inicio temprano (EP-IT).

En el 2004, se identificé al gen PINK1 (PTEN induced kinase) que codifica para una serin-
treonin cinasa mitocondrial y se asocié con la EP con patrén de herencia autosémica recesiva.
Hasta la fecha se conocen 75 variantes patogénicas diferentes. La mayoria de ellas cae en el
dominio catalitico, afectando la actividad de cinasa o su habilidad de unién a sustrato. En
consecuencia, la disfuncién de PINK1 podria reducir la capacidad de almacenar dopamina
en la region del estriado e incrementar la susceptibilidad de parkinsonismo.

Se llevo a cabo un estudio analitico de la secuencia del gen PINKI en pacientes con EP-IT.
Los resultados de esta investigacion permitieron establecer la prevalencia de mutaciones y
polimorfismos en el gen recesivo PINKI en 100 pacientes mexicanos con EP-IT, asi como
establecer su posible efecto in silico en la proteina de aquellas mutaciones encontradas.



II. Introduccion

II.I Generalidades de la enfermedad de Parkinson

En 1817, James Parkinson, médico britanico, describié por primera vez la enfermedad que
ahora lleva su nombre, a la cual denominé “parélisis agitante”2. En su ensayo James
Parkinson la describe como:

Paralisis agitante (Paralysis Agitans)

Movimiento involuntario trémulo, solo en ciertas partes, con
reduccion en la potencia muscular, en la accion e incluso en el
apoyo, con una tendencia a doblar el tronco hacia adelante, y
lentitud en el ritmo para pasar de caminar a correr; los sentidos
e intelecto parecen intactos.

James Parkinson; 1817 “Essay on the Shaking Palsy”

Actualmente, la enfermedad de Parkinson (EP) es reconocida como el segundo trastorno
neurodegenerativo mas frecuente a nivel mundial, después de la enfermedad de Alzheimer.
Se estima que la frecuencia de la EP es de 160 por cada 100000 habitantes y se considera que
es la alteracién motora mas comtn.2

En México, la Secretaria de Salud en el afio 2006 reporté mas de 500,000 mil casos de EP.
Actualmente se desconoce con exactitud las personas que puedan padecer EP en nuestro
pais.6

La EP afecta al 0.3% de la poblacion general y su prevalencia aumenta con la edad. Asi, esta
enfermedad afecta 1-2% de la poblacién mayor de 65 afios y hasta el 5% de las personas
mayores de 85 afnos.” La edad de inicio promedio de la EP es de 55-65 afios; sin embargo,
existen casos de EP de inicio juvenil donde se presenta antes de los 20 afios de edad y casos
de EP de inicio temprano (EP-IT)2. En particular, la edad de inicio es un parametro subjetivo
y muy controversial, por consenso de la literatura universal, la EP-IT se considera cuando las
manifestaciones clinicas inician antes de los 45 afios de edad.4



Este padecimiento neurodegenerativo es progresivo y de curso prolongado. Clinicamente se
caracteriza por temblor ritmico involuntario, rigidez, pérdida de la expresién facial y
manifestaciones psiquidtricas; entre ellas, la depresién. Para el diagnéstico de la EP se
requiere la combinacion de al menos cuatro de seis alteraciones cardinales motoras
especificas: temblor en reposo, bradicinesia (lentitud de los movimientos), rigidez, postura
flexionada del cuello, del tronco y extremidades, pérdida de reflejos de la postura y
ralentizacion de la marcha. Dentro de los sintomas clinicos, los mas indicativos de la EP son
la rigidez, el temblor en reposo y la bradicinesia.®

El curso clinico de la EP se inicia con sintomas inespecificos tales como hiposmia
(disminucién de la olfacién), estrefiimiento, depresion y alteraciones del suefio que se
atribuyen a los cambios degenerativos producidos principalmente por el estrés, la
alimentacion y/o la edad. Los sintomas locomotores se desarrollan en un estado mas
avanzado.10

Los pacientes con EP pueden experimentar una amplia gama de sintomas motores y no
motores como: trastornos motor-orales, tales como disartria, disfagia y salivacion. De éstos,
la disartria se produce en aproximadamente el 70% de los pacientes, la disfagia también es
frecuente y se presenta en 40-80% de los pacientes, mientras que la salivacion es reportada en
25-50% de la poblacién, segtin los criterios diagnésticos.!! La mayoria de los casos con EP son
esporadicos y se piensa que se deben a la interaccién de factores genéticos y ambientales por
lo que la EP es una enfermedad de etiologia complejalé; y al menos el 10% de los casos son
heredados en forma mendeliana.!215

Por otro lado, en el cerebro de los pacientes con EP se han descrito varias anormalidades
bioquimicas, incluyendo el estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial'’; sin embargo, el
diagnoéstico definitivo de la EP sigue siendo fisiopatolégico. Las caracteristicas
histopatoldgicas incluyen pérdida de células en ntcleos pigmentados y la formaciéon de
inclusiones intracitoplasmaticas, denominadas cuerpos de Lewy, en particular en las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNpc) del mesencéfalo de
tejido cerebral postmortem de pacientes con EP.181° El principal tratamiento para esta
enfermedad es el reemplazo del neurotransmisor dopamina. Esto se logra utilizando el
precursor metabolico de la dopamina, la L-DOPA o agonistas de los receptores de dopamina
que pueden temporalmente aliviar los sintomas motores en lugar de retardar la progresion
de la EP. Sin embargo, este tratamiento no puede aliviar los sintomas no motores
concomitantes (disfuncién autonémica, depresién, ansiedad y demencia) que también tienen
un alto impacto en los pacientes con EP.20



Figura 1. Imagenologia por Resonancia Magnética.
Presencia de neuromelanina por imagen de resonancia
magnética de la sustancia nigra pars compacta del
mesencéfalo. A: control, B-F: pacientes con EP
(Tomado Kashihara et al 2011).

A través de Imagenologia por Resonancia Magnética (MRI), Kashihara y colaboradores,
observaron que la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNpc de pacientes con EP
conlleva a un decremento en la presencia de neuromelanina (pigmento encontrado en
algunas dreas especificas del cerebro), cuya funcién atn no esta totalmente esclarecida
(Figura 1); sin embargo, algunos autores proponen que ésta esta relacionada con la quelacién
de metales, de hecho en las neuronas dopaminérgicas de pacientes con EP hay depésitos de
neuromelanina y hierro.2021

La agregacion anormal de proteinas puede conducir a disfunciones celulares y
eventualmente a la pérdida de las neuronas dopaminérgicas. En la mayoria de los cuerpos de
Lewy se ha identificado a la proteina a-sinucleina, es por eso que la EP junto con otras
enfermedades neurodegenerativas que se caracterizan por acumulados de ésta proteina, se
les denomina o-sinucleinopatias.2 Los agregados intracitoplasmaticos de proteinas mal
plegadas o dafadas, incluida la o-sinucleina producen un déficit en la funcién neuronal y
consecuentemente la muerte de las neuronas de la SNpc las cuales estdn ligadas a la
regulacion de la funcién motora.124

La mayoria de pacientes con EP presentan acumulados intracitoplasmaéticas, incluidas las
personas que presentan EP-IT, aunque el fenotipo en los pacientes EP-IT puede ser similar a
la enfermedad de Parkinson de inicio tardio, una proporcién significativa de pacientes con
EP-IT también presenta distonia.2*

Progresicn de la enfermedad

Figura 2. Progresion de la EP. Tinci6n inmunorreactiva para agregados proteicos, primordialmente o-sinucleina, se
aprecia que conforme avanza la enfermedad, se presentan mas Cuerpos de Lewy. (Modificado de Halliday et al 2011)
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Se sabe que a mayor nimero de inclusiones citoplasmaticas, el déficit de las funciones
motoras se incrementa. En la Figura 2 se observa la progresion de la EP asociado al
incremento de cuerpos de Lewy que se sabe aumentan el grado de demencia en los
pacientes.

Se desconoce la base molecular para la formacién de los cuerpos de Lewy que eventualmente
provoca la muerte neuronal, pero se piensa que puede ser consecuencia de las interacciones
entre diversos factores genéticos (mutaciones en diferentes loci) y ambientales como
exposicion a pesticidas, herbicidas y neurotoxinas tanto endégenas como exégenas.2>2¢ Estos
factores se asocian con una deficiencia en la degradacién/eliminacién de sustancias toxicas
exdgenas o endogenas que pueden inducir una muerte neuronal selectiva por esos agregados
intracelulares y por consiguiente ser un factor determinante en el desarrollo de la EP.%

Se han buscado factores de riesgo entre la EP entre ellos los polimorfismos de nucleétido
tnico (SNP) en el gen CYP2D6, una enzima del citocromo P450, se han asociado con varias
enfermedades neurodegenerativas en algunas poblaciones. Individuos que heredan el
fenotipo de metabolizador lento de CYP2D6 les conlleva a acumular quimicos neuroactivos o
sus metabolitos en el cerebro, que puede hacerlo mas susceptible al desarrollo de la EP.28 Del
mismo modo, polimorfismo en el gen NAT-2 (N-acetiltransferasa-2), da como resultado
enzimas NAT2 con actividad enzimética y estabilidad variables, lo que conduce a la
acetilacion lenta o rdpida.?? Por otra parte, también la EP ha sido asociada a variantes del gen
de la apolipoproteina E (APOE), aunque los datos son controversiales y no hay consistencia
en cuanto a cual de los alelos de este gen estd implicado con la EP. 30 Gao y colaboradores en
un estudio de 786 pacientes con EP y 1537 controles, observaron que APOE esta en definitiva
relacionado con la EP, pero que el alelo €4 estd mas asociado con una prevalencia menor de
la EP, mientras que el alelo €2 se presenta con mayor frecuencia en casos con EP.31 También
SNPs localizados cerca de la regiéon promotora y a lo largo del gen que codifica para la alfa-
sinucleina (SNCA) se han relacionado con EP esporadica®?, aunque también se ha visto que
mutaciones en el gen que codifica para la proteina tau asociada a los microtabulos (MAPT)
en conjunto con las variantes en SNCA duplica el riesgo del desarrollo de EP que los
polimorfismos en SNCA tnicamente.3? Del mismo modo las variantes G2385R y R1268P en el
gen de la cinasa 2 rica en repetidos de leucina (LRRK2) confieren susceptibilidad a la EP en
poblaciones asidticas; aunque esos polimorfismos no han sido reportados en poblaciones
caucésicas.153435 Sin embargo, hasta ahora las mutaciones heterocigotas en el gen GBA, que
codifica para la enzima glucocerebrosidasa son los factores que confieren mayor
susceptibilidad para el desarrollo de la EP. En poblacién Ashkenazi se ha descrito un riesgo
de 7.0 (95% CI 4.2-11.4, p<0.001). De hecho, mutaciones en GBA pueden ocasionar disfuncién
lisosomal o interferir en la degradacion de la proteina alfa-sinucleina y generando toxicidad
celular.3637



A pesar de una vasta literatura sobre el estilo de vida de los pacientes con EP y la
participacion de factores de riesgo o proteccién, los hallazgos son muy controversiales. Hay
pruebas convincentes de los efectos protectores del consumo de tabaco y de café, pero los
mecanismos biolégicos de éstos, en conjunto con sus relaciones causales, son poco conocidas.
Los niveles del 4cido drico también parece que se asocia con un menor riesgo de EP. Se ha
documentado también que la exposicion a plaguicidas aumenta el riesgo de la EP. Incluso se
demostré en 1983 por Langston y colaboradores que la EP puede ser inducida por 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), de igual forma se ha observado en anélisis post-
mortem en tejido cerebral de pacientes con EP que hay dafio por especies reactivas de
oxigeno (EROs) y deficiencia en el complejo I de la respiracion en las células de la SNpc.3
También se ha visto que la exposicion a ciertos quimicos ambientales como herbicidas,
plaguicidas y la rotenona, inhibe el complejo I de la cadena respiratoria. Diversos estudios
epidemiolégicos sefialan consistentemente un aumento significativo en el riesgo de la EP tras
la exposicion ocupacional a estas toxinas. Més de la mitad de las proteinas codificadas por el
DNA mitocondrial (mtDNA) se ensamblan en el complejo I y algunos polimorfismos en la
secuencia del mtDNA que codifica para este complejo, parecen reducir el riesgo de
desarrollar EP; es decir funcionan como factor de proteccién.? La produccion de EROs en su
mayoria tiene lugar dentro de la mitocondria cuyo DNA es particularmente vulnerable a
mutaciones.4

Cabe resaltar que a pesar de los avances descritos, se necesita investigaciéon adicional para
identificar los componentes especificos que pueden desempefiar un papel causal en la EP.41

Los estudios de agregacion familiar también apoyan la participacién de un componente
genético en la EP. Un estudio en México encontré una prevalencia de pacientes con inicio
temprano del 16,1% en la muestra de pacientes con EP estudiada y entre estos se encontré
que un 23,5% presentaba historia familiar positiva de Parkinson en los familiares de primer
grado.#2 Estudios de meta-andlisis demostraron que el riesgo relativo para desarrollar la
enfermedad teniendo un familiar en primer grado con EP es de 2.9.43 Tanner y colaboradores
en un estudio de meta-analisis para concordancia en gemelos, el cual incluia a casi 20000
individuos, reportaron tasas similares de concordancia entre gemelos monocigéticos y
gemelos dicigoticos, pero en los casos con una edad de inicio temprana (antes de los 50 afios)
observaron que la tasa de concordancia era mayor y estadisticamente significativa con
respecto a los gemelos dicigéticos.# Estos resultados sugieren que entre individuos con EP
de inicio tardio los factores ambientales desempefian un factor mas determinante; en
contraste con los individuos que presentan EP de inicio temprano donde los factores
genéticos serian mas importantes para el desarrollo de la enfermedad.*

El impacto de esta enfermedad reside en el hecho de que la mortalidad entre las personas
afectadas es dos a cinco veces maés alta que entre controles pareados por edad, resultando en
una disminucion de la calidad y expectativa de vida. Empero el mecanismo de patogénesis
de la EP permanece sin elucidarse y hasta ahora no existe un cura para la
neurodegeneracion que se observa en los pacientes.’” La investigacion de series de pacientes



con EP genera datos de posibles factores causales o que contribuyen al desarrollo del
padecimiento. En la literatura, se ha descrito una gran cantidad de factores de riesgo
ambientales, aunque el riesgo atribuible a cualquiera de éstos no representa mas que un
pequefio porcentaje como probabilidad de desarrollar la enfermedad. Por otro lado, los
andlisis de ligamiento y la investigacion de EP familiar han generado multiples resultados
acerca de la genética de la afeccion.46
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ILII Genética de la enfermedad de Parkinson

A pesar de que la causa primaria de la enfermedad adn permanece desconocida, en las
ultimas dos décadas han habido avances significativos gracias a los estudios de asociaciéon
amplia del genoma (GWAS). Los GWAS han facilitado la identificaciéon de distintos loci que
se han asociado con el desarrollo de la enfermedad; y a su vez, han permitido la
comprension de los mecanismos etiopatogénicos.#” La participacion de cinco genes en el
desarrollo de esta enfermedad con herencia mendeliana ha sido ampliamente confirmada
(PARK2, LRRK2, SNCA, PINK1 y D]JI). En la Figura 3 se observan los dominios de los
productos proteicos de cuatro de los genes causales de la enfermedad de Parkinson. El gen
que codifica para la cinasa-2 rica en repetidos de Leucina (LRRK2), el gen de la a-sinucleina
(SNCA), el gen de parkina (PRKN), el gen DJ-1, y el gen que codifica para la Cinasa-inducida
del homologo de fostatasa y tensina (PINK1).4

Las formas autosémicas dominantes de EP pueden ser causadas por mutaciones
heterocigotas en el gen LRRK2 y por mutaciones y/o multiplicaciones (aumento de dosis
génica) en el gen SNCA. Mientras que alteraciones homocigotas de la secuencia y de la dosis
de los genes PINKI, PRKN y DJ-1 son causantes de la EP con un patrén de herencia
autosémico recesivo.#

a) SNCA (o-sinucleina)

El gen SNCA codifica para la proteina a-sinucleina, la cual tiene un peso de 140 kDa.
Numerosos estudios han establecido que las mutaciones, duplicaciones o triplicaciones en el
gen SNCA son causantes de enfermedad de Parkinson familiar.” Se ha observado que la
triplicacion del gen conduce a una progresion més rapida y un inicio mas temprano de la
enfermedad que el de la duplicacién, lo que indica que la severidad de la enfermedad
depende de los niveles de expresion de la proteina a-sinucleina. Estos hallazgos han podido
obtenerse a través de estudios en modelos animales y celulares. Ademas, se ha establecido
una fuerte asociacién entre la EP esporaddica y la expresion de SNCA mediada por
mecanismos moleculares epigenéticos; reforzando el hecho fundamental de que la o-
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sinucleina desempefia una funcién ponderal en la patogénesis de la EP.50 Adicionalmente, se
ha visto que algunos polimorfismos del promotor de SNCA pueden aumentar la expresion
de la proteina.! Aunque la funcién bioquimica precisa de la SNCA atn no estd clara,
evidencias recientes apuntan hacia una posible funciéon en la liberacion de
neurotransmisores. Y varias pruebas in vivo demuestran que a-sinucleina se une y promueve
el ensamblaje del polipeptoma SNARE (receptor de proteinas de union solubles y sensibles al
factor N-etilmaleimida), un complejo de proteinas que se requiere para la movilizacion de
vesiculas en la membrana presindptica.?2 Varios factores genéticos y ambientales pueden
contribuir a la formacién de oligémeros y fibrillas de a-sinucleina y por lo tanto, afectar
también a la neurotransmision.5? Se ha comprobado que las mutaciones no sinénimas A53P y
A30T promueven la formacién de agregados fibrilares de a-sinucleina.>

E45K
A30P ASAT
Alfa-sinuclema
: —
&0 95 140
R1441C RI441H 12020
R1441G Y1600C G20195
LEREK2 -
ANK H LRR H ROC COR Cinasa H WD4ao
1 1 | | | | 2527
:'Ios aéa 9'&4 1208 1335 1510151 1,5?5'1_&:"1 11342,”1 qums
GIDID  GIBGA Wa43m GHOE
- AlgEr  ANTD H2F1Q L34TP G400V
PINK1 Q126p | |
MTS Cinasa
[ | 54
1 ET 1w 107 156 i)
TIIIM  P416R E417G S410P
CI5IY RIS6C  CIROG R234C G400 C44IR
Razp K161N R2TSW G328E CA31F
Pﬂl'ki“ﬂ ABJE 212y | | T415N ‘
[ . 1ol | 465
1 79 238 293 214 37T 418 Lo
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Figura 3. Esquema de las proteinas asociadas con la enfermedad de Parkinson. Se muestran sus principales dominios, se
presentan de extremo N-terminal a extremo C-terminal. Asi como también se presentan las variantes que se han encontrado
en mayor frecuencia y que han sido reportadas (Tomado de Martin et al 2011).
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La pérdida de neuronas dopaminérgicas en la EP puede estar relacionada con un efecto
estabilizador de estos agregados protofibrilares de a-sinucleina que promueven la toxicidad.
El envejecimiento puede contribuir a la toxicidad de a-sinucleina a través de la acumulacion,
ocasionada por la edad, de modificaciones oxidativas y de nitracion de la a-sinucleina, que
promueven la agregacion de ésta misma. Por todo lo anterior, se han propuesto las terapias
enfocadas en la proteccion contra la acumulacién neurotéxica de los agregados fibrilares de
o-sinucleina. Los flavonoides como la baicaleina bloquean la formacién fibrilar de a-
sinucleina y desagrega fibrillas maduras formadas previamente.5> También se ha observado
que el galato de epigalocatequina inhibe potencialmenete la fibrilogénesis de a-sinucleina y
muestra el potencial de detener la agregacion en sus inicios, asi como reducir la toxicidad de
agregados preformados. También esté la catequina que se une selectivamente a monémeros
no estructurados de a-sinucleina, previniendo su conversién a estructuras ricas en hojas 3 y
bloqueando la formacién de fibrillas y oligémeros toxicos.56

b) LRRK2 (Leucine Rich Repeat Kinase-2)

El gen LRRK2 que codifica para la enzima cinasa-2 abundante en repetidos de leucina, es una
proteina de multiples dominios con una actividad serin-treonina dependiente de GTP, posee
un dominio de ankirina seguido de un tdndem tipo ROC (Complejo tipo RAS), seguido del
dominio COR (C-terminal de ROC), presenta el dominio de Cinasa y finalmente un dominio
llamado WD40 que permite la interaccion con proteinas de membrana.>” Las mutaciones que
ocasionan las sustituciones en los siguientes residuos proteicos: Y1699C, 12020T, R1441C y
R1441G han segregado con la EP familiar autosémica dominante. La mutacién G2019S que se
presenta en el dominio de cinasa es la mas comdn de todas en diferentes poblaciones del
mundo.’® Sin embargo, los estudios GWAS han demostrado que existe una gran cantidad de
variantes en esta misma proteina que han sido asociadas con un incremento en el riesgo del
desarrollo de la enfermedad.’ Ademds otras investigaciones han observado que las
mutaciones en este gen estan relacionadas con un inicio tardio de la EP e incluso varios casos
han presentado disminucion o incluso ausencia de los cuerpos de Lewy.60

Recientemente se ha demostrado que las mutaciones en el ntcleo enzimético pueden afectar
la interacciéon de las proteinas 14-3-3 con el extremo N-terminal de LRRK2, inmediatamente
justo arriba de su dominio de repeticiones de leucina. Las proteinas 14-3-3 son moduladores
importantes de la sefalizacion celular y varios miembros de esta familia pueden unirse a los
residuos de serina como Ser?1? y Ser%% fosforilados en LRRK2. Es importante destacar que
numerosas mutaciones en el nicleo de los dominios ROC-COR, o en los dominios de cinasa
de LRRK2 pueden afectar considerablemente la unién con las proteinas 14-3-3 y/o causar la
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disminucién de la fosforilacion de Serl® y Ser%5. En conclusién, la mayoria de estas
mutaciones explican la disminucién de la interaccién de LRRK2 con otras proteinas.s!

La proteina LRRK2 existe principalmente como un dimero* y su actividad de cinasa puede
depender de la formacién de dimeros ya que se ha observado que sus monémeros u
oligomeros, en contraste con dimeros de LRRK2, al parecer son cataliticamente inactivos. De
acuerdo con esto, varias mutaciones patogénicas de LRRK2 resultan en una mayor
proporciéon de dimeros en relaciéon con las proteinas totales, lo cual estaria causando
aglomerados proteicos que podrian dafiar selectivamente a las neuronas dopaminérgicas. En
consecuencia, la interrupcion de la formacion de dimeros puede ser un importante blanco
terapéutico.62

En contraste, varias lineas de investigacion evidencian una interaccién posible del LRRK2 y
la a-sinucleina en la EP. Los exdmenes neuropatolégicos del cerebro de pacientes con EP
positivos para mutaciones en LRRK2 indican que los cuerpos de Lewy se presentan con
frecuencia. LRRK2 se suele encontrar también, en parte, con la a-sinucleina en las primeras
etapas de agregacion en el tronco cerebral de los pacientes con EP, y la inmunorreactividad
para LRRK2 en ocasiones se detecta en los cuerpos de Lewy. En modelos animales, se ha
postulado que el LRRK2 podria modular la progresién neuropatolégica de la EP cuando ésta
esta altamente ligada a la mutacién A53T de a-sinucleina. Ni la sobreexpresion ni la ablaciéon
de LRRK2 ha llevado presuntamente a ninguna neurodegeneracién observada en los ratones
de hasta 20 meses de edad. Sin embargo, en experimentos de co-sobreexpresiéon de la
mutante G2019S de LRRK2 y A53T de a-sinucleina se ha observado que la variante G2019S
de LRRK?2 acelera la progresiéon de los cambios neuropatolégicos causados por la mutante
AB3T de a-sinucleina y da como inicio la agregaciéon de a-sinucleina y la acumulacion
anormal en las neuronas del cuerpo estriado. Es importante destacar que en los modelos
animales knock-out para LRRK2 se observa una disminucién en la acumulacién y agregacion
de mutantes A53T de a-sinucleina y de igual forma un retraso en su patologia, lo cual apoya
a una interaccion genética importante entre ambos loci, SNCA y LRRK2. Acerca de la
investigacion sobre los posibles mecanismos subyacentes de esta interaccion, se ha visto que
las alteraciones en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi se producen en mayor
medida en ratones doblemente transgénicos (que tienen SNCA y LRRK2 mutados) que en
los que expresan solamente la mutante de A53T de a-sinucleina o la mutante del G2019S de
LRRK?2. En conjunto, estos estudios sugieren que LRRK2 podria promover la expresiéon de a-
sinucleina asi como su agregacion y toxicidad.#

Otra complicacion de la posible relacion entre la a-sinucleina y LRRK2 es el hecho de que los
pacientes a-sinucleina-positivos generan cuerpos de Lewy contrario a los cerebros de
pacientes con mutaciones en LRRK2 donde muchas veces éstos estan ausentes.s° Por lo tanto,
la relacién precisa entre LRRK2 y a-sinucleina requiere de mas investigaciones.
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Las formas familiares de EP-IT presentan un patrén de herencia autosémico recesivo y son
causadas por mutaciones en tres genes principales: PRKN, PINK1 y D]J-1 con una prevalencia
que varia entre diferentes estudios y poblaciones.

c) PINKI (PTEN kinase 1)

PINKT1 fue originalmente mapeado en una familia siciliana con EP con herencia autosémica
recesival2. Subsecuentemente mutaciones en este gen han sido asociadas con una
anticipacion en la edad de inicio de casos familiares y en un 2-4% de los casos esporadicos de
EP-IT siendo el segundo gen mas frecuente causante de esta entidad.*$63 El gen PINK1 mapea
en 1p36 y abarca de 18 Kb, y esta constituido por 8 exones, Su transcrito principal es de 2660
pb y genera una proteina de 581 aminoacidos con un peso de 63 kDa (Fig 4). En la figura 3, se
observan las mds frecuentes mutaciones que han sido reportadas. Sin embargo hasta 2009 se
han reportado mas de 50 variantes en todo el gen de PINKI1, las mutaciones varfan de
poblacion a poblacidn, y se reportan en distintas regiones geogréficas.314

Genorma

1 | L] Ilh
1p3%6 . —> 1| M.

. 2000bp

Transcriptoma

| HET R—

==100bp
Proteoma l

1 TA0i0 156 511

[Tlﬂlls

™ 581aa

== 50aa

Figura 4. Representacion grafica del gen, el transcrito y la proteina PINK1. A la izquierda, se muestra un idiograma
parcial del brazo corto del cromosoma uno humano. Se indica la localizacién cromosémica de PINKI dentro de la caja roja
punteada en la banda citogenética 1p36. A la derecha, de arriba abajo, se esquematizan: gen, transcrito, proteina y sus
respectivos tamafios. En la proteina se muestran los tres dominios de PINK1; TM: Regi6n transmembranal, Trans: Regién de
transicién (Tomado de Nuytemans et al 2010).
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Se han propuesto tres mecanismos diferentes para explicar como las mutaciones en el gen
PINK1 provocan EP¢: de un lado, la fosforilaciéon y ensamblaje incorrectos de complejos
mitocondriales, lo que podria inducir deficiencia de ATP y afectar a la capacidad de las
neuronas dopaminérgicas a mantener la homeostasis Na+/K+; por otra parte, otros autores
proponen que PINK1 participa en la activacion de la apoptosis via mitocondrial liberando
sefiales proapoptoticas, probablemente mediadas por calcio.s> Una tercera explicacion para el
papel de PINK1 en la EP es su efecto mitocondrial en el reclutamiento de parkinat que
parece modificarse en mutaciones relacionas estrechamente con la EP.6768

Las caracteristicas clinicas de la EP vinculada con mutaciones en el gen PINKI incluyen
parkinsonismo con una buena respuesta a levodopa (el precursor de la dopamina),
discinesias por causa de la levodopa y es poco frecuente la apariciéon de distonia o de
hiperreflexia al inicio de la enfermedad. Las caracteristicas distintivas s6lo son la edad de
aparicion alrededor de los 30 afios y progresion més lenta.-71

Figura 5. Estructura tridimensional de la proteina PINKI1. A. En color rojo se muestran las estructuras de las alfa-hélices;
en amarillo, las hojas beta plegadas y las secuencias de aminodcidos conectoras. B. Estructura de PINK1, donde se resalta las
zonas altamente electrostdticas y los sitios de unién al sustrato, ATP y al magnesio; las regiones rojas denotan los sitios
altamente electronegativos mientras que las zonas azules muestran sitios electropositivos (Tomado de Camargo et al 2011).

La proteina PINK1 contiene dominios tipicos de cinasa de serina/treonina que comparte con
otras protein-cinasas diferentes y que estan conservados en otras especies. Basdndose en su
homologia con otras cinasas, se han generado modelos tridimensionales del dominio de
cinasa de PINKI. Se han identificado genes ortélogos de PINK1 en nemétodos, artrépodos y
cordados, indicando que la secuencia de este gen estd conservada evolutivamente.’®> Los
genes ortologos poseen la peculiaridad de diversificar justo cuando se da un evento de
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especiacion, su estudio permitié que en fechas recientes se determinara el 4rbol filogenético y
la estructura tridimensional de PINK1 (Figura 5).72

Diversos estudios in vitro han demostrado que la sobreexpresion de PINK1 protege contra el
estrés intracelular causado por las EROs y contra el dafio de la toxina MPP+. De manera
contraria, este efecto protector se ve anulado por mutaciones en la secuencia del gen; ya que
en lineas celulares con falta de funcién de PINK1 se observé un incremento de EROs a nivel
mitocondrial.74

En modelos murinos knockout para PINK1 se observan reducciones en la actividad del
complejo I de las células del estriado en el cerebro. Asimismo, se demostré que la expresion
silvestre de la proteina PINKT1 en fibroblastos de ratén knockout es suficiente para el rescate
de la actividad enzimética del complejo I en estas células. En concordancia con estos
estudios, se observé que la expresion de PINK1 que contenia mutaciones asociadas a la EP
(inactivando el dominio de cinasa) fall6 en el rescate del complejo I de la cadena respiratoria.
Ademés, la exposicion de la progenie de estos ratones a toxinas ambientales revel6 que sus
neuronas carecen de la proteina PINKI1 y fueron més susceptibles al estrés oxidativo.”s

PINK1 ejerce su accién neuroprotectora ante el dafio ocasionado por las EROs al fosforilar a
la proteina asociada al receptor del factor de necrosis tumoral (TRAP1). TRAP1 es una
proteina de choque térmico de 75 KDa (Hsp75) que interactta con PINK1 en el espacio
intermembranal de la mitocondria (Figura 6).76 La fosforilacién de TRAP1 evita la liberaciéon
del citocromo C e inhibe la apoptosis inducida por peréxido de hidrégeno (H20), pero el
mecanismo adn se desconoce. En este mecanismo, se ha sugerido la participaciéon mediadora
de la Hemo-Oxigenasa (HO), enzima que degrada principalmente grupos hemo
intracelulares libres de hierro, monéxido de carbono y biliverdina. La expresiéon de la HO
puede ser inducida por su sustrato hemo y una gran variedad de estimulos o condiciones
oxidativas en el cerebro o en otros tejidos. Ademads, se ha descrito un aumento de los niveles
de esta enzima en el suero y en la SNpc de pacientes con EP, indicando una reaccién
sistémica antioxidante relacionada con un estado de estrés oxidativo.”” Investigaciones
recientes examinaron el efecto de la mutante G309D de PINK1 en la toxicidad inducida por
MPTP y el generador de radicales libres, H>O,, en células dopaminérgicas humanas SH-
SY5Y. La expresion de la mutante G309D de PINK1 bloquea la inducciéon de HO después del
estrés oxidativo. El bloqueo de la HO ocasionado por PINK1 mutante puede estar
relacionado con la patogénesis de la EP.1% Adicionalmente, el silenciamiento de PINK1 en las
células SH-SY5Y disminuy6 los niveles de glutation reducido, un antioxidante clave en el
cerebro que se encuentra en niveles bajos en la SNpc de pacientes con EP esporadica. Los
niveles de glutation total pueden estar afectados en cultivos de neuronas humanas knockdown
para PINKI1 y de fibroblastos humanos que expresan la mutacién G309D de PINK1.78 En
contraste, en ausencia de TRAP]I, la sobreexpresion de tipo silvestre de PINK1 es incapaz de
proteger a las células contra la apoptosis mediada por el estrés oxidativo, indicando que
TRAP1 es esencial para los efectos pro-supervivencia de PINK1.76
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En cultivos de fibroblastos de pacientes con EP-IT con la mutacién homocigota sin-sentido
W437X mostraron una disminucién significativa en la actividad respiratoria de sus
mitocondrias y una acumulacién de EROs en comparacién con los controles sanos.” Mas
tarde, Liu y colaboradores demostraron que las mutaciones en PINKI con pérdida de
funcion, asociadas a EP-IT, alteran la respiraciéon mitocondrial (medida por el consumo de
oxigeno, y produccion de ATP). Los investigadores observaron que un suministro reducido
de energia, afecta la funcién del proteasoma y se asocia con una mayor agregacion de alfa-
sinucleina.8) Por otro lado se sabe que en diferentes condiciones patolégicas, el deterioro de
la funcién de la cadena respiratoria se debe a mutaciones en el mtDNA que pueden a su vez
originarse por la formaciéon de las EROs (Figura 6A). La pérdida de la expresion de PINK1
en células dopaminérgicas humanas SH-SY5Y resulté en una disminucién de la sintesis de
mtDNA y en un deterioro de la cadena respiratoria afectando particularmente al complejo
Iv.7

Otros grupos de investigaciéon han demostrado que PINKI1 regula el flujo del calcio en las
mitocondrias (Figura 6B). Cuando existe deficiencia de PINK1, las mitocondrias sufren de
sobrecarga de calcio y se estimula la produccién de EROs en la mitocondria y en el citosol. La
sobreproduccion de radicales libres causa inhibicion del transportador de glucosa,
resultando en una falta de entrega de sustrato y problemas en la respiracion. El deterioro
generalizado de la respiraciéon mitocondrial parece ser una consecuencia de la falta de
sustratos para los complejos I y II y esta asociado con el consumo de oxigeno reducido en
modelos knockdown y knockout para PINK1.6> La menor actividad de los complejos de
fosforilacion oxidativa lleva a una disminucién del potencial de membrana mitocondrial. En
consecuencia, las mitocondrias cambian de la producciéon de ATP, al consumo de ATP
mediante la accién de la ATP-sintasa, para asi poder mantener su potencial de membrana.s!

Estudios recientes han propuesto una funcion para PINK1 en la sefializacion
intramitocondrial mediada por calcio. Al evaluar el flujo directo del calcio en células SH-
SY5Y, se demostr6 que la expresion de la proteina mutante PINK1 puede inducir sobrecarga
de calcio mitocondrial, lo cual podria explicar los fenotipos mitocondriales asociados con
mutantes de PINK1. Los investigadores han proporcionado un analisis bioquimico y
fisiologico detallado de la sefalizacion del calcio en tres poblaciones de células deficientes de
PINK1 y han demostrado que PINK1 regula directamente el flujo del calcio mitocondrial a
través del intercambiador Na* / Ca2*.82 Demostraron que los fenotipos mitocondriales (bajo
potencial mitocondrial, aumento de la produccién de EROs y deficiencias complejas en las
funciones respiratorias) asociados con deficiencia de PINKI1 son consecuencia de la
sobrecarga de calcio mitocondrial (Figura 6B). La acumulacién de calcio estimula la
producciéon de EROs, reduce la capacidad de amortiguamiento del pH y disminuye el
umbral requerido por la célula para abrir el poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (mPTP) lo que resulta en la liberacion de factores pro-apoptéticas como el
citocromo C.83 En particular, las neuronas dopaminérgicas utilizan canales de calcio, en lugar
de canales de sodio, para mantener su ritmo auténomo y con frecuencia estdn expuestas a
microambientes electrostaticos generados por calcio.s
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Figura 6. Funciones de PINK1 en la mitocondria. A. accién neuroprotectora de PINK1 mediante su interaccién con
TRAP1, para evitar acumulacién de especies reactivas de oxigeno (EROs) B. Participacién propuesta de la proteina PINK1
en la sefializacién y acumulacién de Ca*" intramitocondrial (Tomado de Deas et al 2009).

La localizacion de PINK1, su funcién ponderal en las mitocondrias, asi como su participaciéon
en la neurodegeneracion de la EP indican que PINKI1 tiene un efecto modulador en las rutas
de muerte celular, dependientes y mediadas por la mitocondria. Petit y colaboradores
realizaron un estudio donde exploraron la participacién de la proteina PINK1 en la apoptosis
neuronal basal y la inducida por estaurosporina. Los resultados de esa investigacion
establecen que en células neuronales la expresion transitoria y estable de PINK1: 1) impide la
translocaciéon mitocondria-citoplasma del citocromo C tanto en condiciones basales como
inducidas por estaurosporina; 2) reduce la activacion de las caspasas -9, -7 y -3 y de la
polimerasa de poli-(ADP-ribosa) (PARP); 3) previene contra la fragmentacion del DNA
inducida por estaurosporina y 4) reduce potencialmente las actividades apoptéticas basales y
de muerte celular inducida por estaurosporina (Figura 7).

En dicho estudio, demostraron que la presencia de mutaciones en la secuencia de PINK1
deroga totalmente la proteccion proporcionada por la proteina contra la muerte celular,
confirmando que la funcién alterada de PINK1, o bien a través de la pérdida de la actividad
catalitica o a través de la inestabilidad de la proteina mutante, genera un indice mayor de
muerte celular. Si se inhibe la funcién anti-apoptética de PINK1 silvestre, se altera la
fosforilacion de una o mas proteinas blanco que podrian participar en la degeneracion
neuronal de la EP.8
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Figura 7. Evaluacion de PINK1 en la apoptosis. A. Muerte de células SH-SYSY transfectadas con un vector vacio de
PINKI1, en estado basal y en presencia de estaurosporina. B. Muerte de células SH-SYSY transfectadas con un vector
contenedor de PINK1 en condiciones basales y en tratamiento con estaurosporina. Empleada técnica de TUNEL (Petit et al
2005).

Por otra parte los hallazgos recientes sugieren que las proteinas parkina y PINKI1 tienen una
funcién critica en el mantenimiento de la integridad y funcién mitocondriales y por ello se
postula a la disfunciéon mitocondrial como la causa prominente de la EP. Dichas
investigaciones han permitido esclarecer de una mejor manera los mecanismos patolégicos
de la enfermedad a nivel molecular. El hecho de que mutaciones homocigotas en parkina o
PINK1 causan EP autosémica recesiva, indica que la funcién normal de estas proteinas es
necesaria para la supervivencia celular, particularmente en el mantenimiento y desarrollo de
las neuronas dopaminérgicas.® En células de mamiferos se apoya un vinculo donde PINK1
fosforila a parkina en una via metabdlica en comtn.8? Asimismo, se ha observado que el
fenotipo mutante de PINKI en Drosophila melanogaster puede ser rescatado por la sobre-
expresion de parkina, sugiriendo que PINK1 actta rio arriba de parkina en esa via
bioquimica que comparten.88-90.125

d) PRKN

Parkina es una proteina codificada por el gen PRKN. Esta proteina posee un dominio de E3
ubicuitin-ligasa en su extremo N-terminal y dos dominios de tipo RING (Really INteresting
Gene por sus siglas en inglés) en su terminal carboxilica. En mamiferos la parkina puede
ubicuitinar y degradar varias proteinas por la via del proteasoma. De estos resultados, se
propuso que el estrés intracelular podia resultar de sustratos acumulados que parkina no
pudo ubicuitinar y eventualmente no se degradaron y en conjunto, causan la muerte de las
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neuronas dopaminérgicas en la EP.91 Amplia evidencia indica que parkina tiene la capacidad
de proteger a las células contra la muerte celular inducida por una amplia variedad de
factores como estrés oxidativo, inhibicion del proteasoma, disfuncion mitocondrial y estrés
proteotoxico por sobreexpresion de proteinas mal plegadas.®2% El mecanismo molecular
subyacente en la acciéon de su actividad catalitica de E3 ligasa no esta del todo claro. Esta
actividad estd vinculada estrechamente con la poliubicuitinacién en la lisina 63 (K63) de la
ubicuitina para formar una cadena de mondémeros de ubicuitinas que es la sefial para la
degradacion por la unidad 20S del proteasoma y subsecuentemente activar una via de
respuesta citoprotectora mediada por el factor nuclear Kappa B (NF-kB).%

Sha y colaboradores indican que hay una conexién directa entre la fosforilacion mediada por
PINK1 y la poliubicuitinacién de K63 mediada por parkina en las neuronas dopaminérgicas.
Ademas el silenciamiento de PINK1 disminuye la activaciéon de NF-kB y sensibiliza a las
células dopaminérgicas a una apoptosis inducida por rotenona. Sin embargo, el fenotipo
mutante y pro-apoptético a causa del decremento de NF-kB por la falta de expresién PINK1
puede ser rescatado por sobreexpresion de parkina. Colectivamente, estos resultados
apuntan a una ruta especifica en la que PINK1 ejerce su funcién efectora de citoproteccién
por fosforilaciéon rio arriba de parkina y mejorando la poliubicuitinacion de K63 y de esta
forma beneficiando a la supervivencia celular y a la activacion de NF-kB.s¢

e) DJ-1

PINK1 también se ha relacionado con otra proteina llamada DJ-1, la cual protege a las células
contra el estrés oxidativo en diversos modelos celulares transfectados en raton y en
Drosophila. Juntos, parkina, PINK1 y DJ-1 pueden actuar en una misma via y proteger contra
el estrés oxidativo en las células a través de un mecanismo comun, sugiriendo posibles
interacciones funcionales entre las tres proteinas. Adicionalmente, se demostr6é que las tres
proteinas forman un complejo proteico parkina/PINK1/DJ-1 (PPD). Este complejo
desempefia una funcién importante en la degradacion de proteinas mal plegadas, que son
blanco para parkina. Otros trabajos demostraron que DJ-1 provoca varios defectos en las
mitocondrias relacionados con el estrés oxidativo. Especificamente, las mitocondrias en las
células deficientes de DJ-1 se despolarizan y tienen una mayor tendencia a fragmentarse.%

Otros estudios demostraron que el dominio E3 ligasa del complejo PPD desempefia una
funcién importante en la promocion de la degradacién de sustratos de parkina mal-plegados
o sin plegar. Las mutantes patogénicas de parkina y PINK1 causantes de EP, redujeron la
actividad de E3 ligasa del complejo PPD. Los resultados de este grupo de investigacién,
sugieren una funcién de PINK1 y DJ-1 que es independiente del mantenimiento de la
homeostasis mitocondrial. En su investigacién utilizaron cuatro métodos diferentes para
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determinar la formacién del complejo PPD in vitro e in vivo: co-inmunoprecipitacion en
células que sobreexpresaban las tres proteinas, ensamblaje del complejo in vitro utilizando
proteinas recombinantes purificadas, co-inmunoprecipitacion de lisados de cerebro humano
e inmunoprecipitacion seguido por andlisis de espectrometria de masas.% Los resultados
proporcionan pruebas bioquimicas y mecanismos de accién en apoyo de reportes anteriores
de interacciéon genética entre parkina y PINK1 en Drosophila®® y la asociacién de mutaciones
con herencia digénica de PINK1 y DJ-1 en casos de EP-IT familiar.”” Sin embargo, el complejo
PPD no es el tinico que involucra una participacion de PINK1, dado que el andlisis de
espectrometria de masas identifica varias proteinas interactuantes con PINK1, incluyendo a
varios sustratos de parkina y la Sinfilina, otra proteina relacionada con los procesos de
patogénesis de la EP.%

En el complejo de PPD, parkina en su dominio RING-finger sirve de enlace entre una enzima
E2 y su sustrato, mientras PINK1 y DJ-1 acttan como componentes reglamentarios. Se
desconoce la participacion de la actividad de cinasa de PINK1 en este complejo. Una
posibilidad es que PINK1 regule la ubicuitinacién de proteinas por fosforilaciéon de sustratos
o componentes de otros complejos. DJ-1 facilita el proceso pero no es necesario para la
actividad de ligasa E3 del complejo PPD, se sugiere que DJ-1 puede estabilizar a PINK1.%”

Algunas mutaciones somaticas de los genes PRKN y DJ-1 se han documentado en diferentes
tipos de cancer. De hecho, PRKN en un gen supresor de tumores y DJ1 se considera un
proto-oncogén debido a sus efectos negativos reglamentarios en la proteina PTEN
(Homélogo de fosfatasa y tensina, proteina implicada en la regulacion del ciclo celular).% Se
ha propuesto que PINKI también podria ser un gen supresor de tumores. Curiosamente,
parkina y DJ-1 se han relacionado con la via de sefalizacién PI3K/Akt que también esté
implicada en cancer.%

Por otro lado se ha inferido que mutantes de PINK1 pueden estar implicadas en la
agregacion de alfa-sinucleina, como consecuencia de la disfuncién del proteasoma. En la
mayoria de los casos la EP, hay cuerpos de Lewy y éstos contienen alfa-sinucleina como
componente principal, se especula que PINK1 podria ser un factor importante para la
acumulacion y agregacion de esta proteina a través de la interaccion de PINKI1-parkina-
Proteasoma. Liu y colaboradores demostraron que la pérdida de la actividad de PINK1 causa
acumulacion de agregados intracitoplasmaéticos de alfa-sinucleina en las células SH-SY5Y
mediante estudios de co-transfeccién y microscopia confocal (Figura 8).80
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Figura 8. Evaluacion de PINKI1 en la agregacion de proteinas. Células SH-SYSYtransfectadas con RNAs pequefios
interferentes (siRNA) las células se observan con agregados citoplasmaéticos de o-sinuclefna visualizados por microscopia
confocal, los acumulados de sinucleina se pueden ver por estar acoplados a una mCFP (proteina cian fluorescente
monomérica), siSCR es un control negativo, mientras que siPINK1_1 y siPINK1_2, son células transfectadas con un siRNA
para PINK1 (Liu et al 2009).

Uno de los primeros vinculos funcionales de PINK1 en un proceso biolégico caracterizado,
proviene de los estudios donde PINKI interactia con genes que controlan la morfologia
mitocondrial. Las mitocondrias se someten a rondas de fisién y fusién constantes causando
cambios de morfologia dindmica en la red mitocondrial reticulada. Los genes que controlan
la fusién de las mitocondrias incluyen el gen causante de la atrofia 6ptica 1 (Opal) y el gen
de la mitofusina (Mfn). Los genes que controlan la fisién mitocondrial incluyen proteinas
relacionadas con la dinamina I (Drpl) y Fisl. La dindmica mitocondrial adecuada es crucial
para mantener la homeostasis celular y su probable impacto sobre una serie de procesos
clave dentro de la célula, tales como la distribucién de las mitocondrias a lo largo de la célula
para satisfacer las demandas de energia local y mantener un estado balanceado en la red
mitocondrial quitando componentes mitocondriales disfuncionales. PINK1 primero fue
vinculado en la dindmica mitocondrial a través de estudios genéticos en Drosophila, donde la
sobreexpresion de genes pro-fision como lo es Drpl o mutaciones de pérdida de funciéon de
genes pro-fusion como lo es Mfn eran suficientes para rescatar fenotipos mutantes de
PINK1.100

Otros trabajos recientes en moscas y vertebrados sugieren que PINK1 y parkina, no solo
actian como una via para degradar proteinas sino que estan intimamente ligadas en una via
comun para regular la morfologia y la dinamica mitocondrial.1%! En el organismo modelo de
Drosophila, las mutaciones con pérdida de funcién en PINK1 y parkina dan como resultado
mitocondrias hinchadas y degeneradas.®® Este fenotipo se puede suprimir al menos
parcialmente al aumentar la dosis génica del factor de promocién de fision mitocondrial
Drpl o disminuyendo la dosis de genes de los factores de promociéon de la fusion
mitocondrial Opal o Mfn.12 L hallazgos sugieren que esta via PINK1/parkina actta para
promover la fision mitocondrial o inhiben la fusién mitocondrial.10?
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Poole y colaboradores generaron resultados demostrando que Mfn es ubicuitinizada en una
via dependiente de PINK-parkina y que la abundancia de Mfn es mayor en mutantes de
PINK1 y parkina y disminuye en sobreexpresiéon de PINK1 y parkina. Estos hallazgos
sugieren un modelo en el que PINKI1 fosforila a Mfn y que da como resultado un aumento en
la eficiencia de la ubicuitinacién mediada por parkina.10
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Figura 9. Mecanismo propuesto para la participacion de PINK1 en la morfologia mitocondrial. En la mitocondria sana
PINKI1 experimenta protedlisis mediada por PARL, esto se da en condiciones polarizadas de la membrana mitocondrial, la
fraccién resultante se degrada rdpidamente en el citoplasma, y parkina no es reclutada a la mitocondria lo cual mantiene la
homeostasis. En una mitocondria dafiada hay un decremento en el potencial de membrana, debido a esto PINKI1 no se
proteoliza liberando el fragmento de aproximadamente 52 kDa, esto ocasiona que la proteina PINK1 se acumule en la
mitocondria, por extension parkina es reclutada a la mitocondria, y con su dominio de E3 ubicuitin-ligasa poliubicuitina en
K63 a la mitofusina, eventualmente se ensambla p97 y todo este complejo proteico es degradado por la via del proteasoma, la
mitocondria es desprovista en su mayoria de mitofusinas por lo anterior y esto repercute en el hecho de que la mitocondria no
puede ser fusionada con otra mitocondria sana, lo cual convierte a la proteina en un blanco para la degradacién via mitofagia,
lo cual implica la formacién del fagosoma (Tomado de Kawajiri et al 2011).

Esta interaccién entre PINKI1 y parkina también es apoyada por estudios celulares en donde
la morfologia mitocondrial y despolarizacion anormales es apreciable en células HeLa con
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un déficit de PINK1 y son rescatadas por sobreexpresion de ésta de tipo silvestre, pero no lo
son con proteina que presenten mutaciones relacionadas con el desarrollo de la EP.87 Lo cual
propone que tanto PINK1 como parkina podrian regular la autofagia mitocondrial, llamada
especificamente mitofagia (Figura 9); reciente evidencia sugiere que parkina puede ser
reclutada selectivamente en presencia de mitocondrias dafiadas (las cuales se han
despolarizado debido a la pérdida de potencial de membrana mitocondrial) para promover
la mitofagia en una ruta que es dependiente de la proteina PINK1.104

Narendra y colaboradores proponen un modelo que ofrece una explicacién parsimoniosa por
varias observaciones que se han realizado anteriormente. La proteina completa de PINK1-
mitocondrial, cuyo peso es de 63 KDa, sufre una protedlisis dependiente de voltaje, ésta
dicha ruptura proteica debe estar mediada por la proteina romboide asociada a presenilina
(PARL) la cual es una proteasa cuya localizacién es en el interior mitocondrial, la ruptura de
PINKT1 es en una forma mas corta, una fraccion de 52-kDa, pero éste fragmento se encuentra
principalmente en el citosol y es particularmente inestable. Sus resultados sugieren que la
estructura completa de PINK1 que se encuentra en la mitocondria es la forma activa en la via
PINK1/parkina, y que la fraccién pequena inestable y citosolica de PINK1 mantiene bajos
niveles de PINK1 en las mitocondrias sanas para reprimir la via PINK1/parkina en ausencia
de dafio mitocondrial.6”

También es sugerido que PINK1 induce el reclutamiento de parkina a un subconjunto
especifico de las mitocondrias dafiadas, tras su acumulacion, se proponen varias hipétesis de
como PINK1 podria inducir el reclutamiento de parkina. En un aspecto simple, parkina
puede ser reclutada hacia las mitocondrias a través de una interaccién directa con la proteina
PINK1 acumulada. En apoyo de este modelo, PINK1 parece interactuar directamente con
parkina en al menos en algunos contextos.¢?

Como alternativa, PINK1 debe fosforilar a parkina, un sustrato de parkina o un mediador
entre PINK1 y parkina, y aumentar asi la afinidad de parkina para un sustrato o un receptor
en las mitocondrias. En contraste con la hipétesis de fosforilaciéon para la activacion de
parkina, se encontré que proteinas PINK1 deficientes de la actividad de cinasa no son
capaces de llevar a cabo el reclutamiento de parkina de mitocondrias en mitocondrias
dafiadas. Por otra parte el modelo de la interaccién PINK1acumulada-parkina contempla que la
pérdida de potencial de membrana mitocondrial inhibe la fracturacién de PINK1, haciendo
que su acumule en la membrana externa mitocondrial.6’ Y esto conduce al reclutamiento de
parkina en la mitocondria, y la ubicuitinaciéon de sustratos potenciales como lo son el canal I
aniénico dependiente de voltaje (VDAC1) y la mitofusina.105106

La ubicuitinaciéon de VDCA1 permanece sin esclarecerse por completo, se deconoce la
finalidad por la cual parkina ubicuitina a esta proteina, empero se conoce que la
poliubicuitinaciéon de Mfn en K63 termina en el ensamblaje con p9771107108 o con el
ensamblaje de p621468 y esto con lleva a la degradacion via proteasoma, por consiguiente una
mitocondria dafiada que ha sido eliminada de mitofusinas, es una mitocondria blanco para
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degradacion mitocondrial, via mitofagia. En consecuencia, mutaciones patogénicas en PINK1
o parkina parecen perturbar el reclutamiento de parkina, sustratos de ubicuitinacién y la
mitofagial®5, reiterando de ésta forma que las mitocondrias son parkina y PINK1
dependientes, lo cual es hasta ahora ponderal en la patologia de la EP.

Ademés de su funcién inducida en la morfologia mitocondrial, PINK1 se ha asociado con
otro aspecto de la dindmica mitocondrial: el trafico mitocondrial. El trafico mitocondrial es
un aspecto vital de homeostasis celular, especialmente en las células grandes como las
neuronas, donde el trafico permite la redistribucién de las mitocondrias a regiones de alta
demanda de energia como lo es las regiones neuronales donde se lleva a cabo la sinapsis y
zonas de desarrollo neuronal. Se ha encontrado usando espectrometria de masas que PINK1
forma un complejo con Miro, una GTPasa comun de la membrana externa mitocondrial y
Milton, una proteina citoplasmatica adaptadora.l® Este complejo proteico es responsable de
la circulaciéon de mitocondrias a través de los microtabulos y se piensa que implica la
adhesién de las mitocondrias a microtabulos a través de una interaccion entre Milton y la
cadena pesada de la cinesina .10 Esto permite el transporte de las mitocondrias de manera
dirigida hasta llegar a una regién de alto calcio intracelular. En consecuencia, defectos en el
trafico y distribucion mitocondrial pueden ser la base de una enfermedad
neurodegenerativa.!!!

Miro posee un dominio tipo “mano” (Figura 10) (EF-hands), que al acoplarse a calcio
intracelular bloquea transporte y resulta en una acumulacién de mitocondrias en regiones
altamente activas de la célula.’2 Sin la formacién de este complejo, las mitocondrias ya no
son transportadas y no pueden cumplir con eficiencia las demandas de energia de la célula.
Estos vinculos con procesos morfolégicos y trafico mitocondrial proporcionan una
perspectiva interesante que PINK1 puede influir tanto corto y largo alcance en la dindmica
mitocondrial de forma atn desconocida para mantener la salud neuronal.110

Dominio EF - hands

Cadena F

Figura 10. Estructura tridimensional del dominio EF-hands de Miro. Se
indican la hélice E y la F, mientras que las cadenas intermedias permiten la
unién al calcio'? (Tomado de Bhattacharya et al 2004).

Miro es una GTPasa mientras que Milton es una proteina adaptadora, se sabe que ambas son
parte de un complejo de proteinas que se unen a la membrana externa mitocondrial de cara
al citoplasma. Este complejo vincula la cadena pesada de la Cinesina I convencional a las
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mitocondrias para transporte axonal anterégrado de las mitocondrias a lo largo de los
microtabulos (Figura 11) en la mosca Drosophila.11* Weihofen y colaboradores demostraron
una interaccion entre Pink y Miro lo cual implica que Pinkl forma parte del complejo de
Miro-Milton y por lo tanto esta potencialmente involucrada en la regulacion del tréafico
mitocondrial.1® Los estudios genéticos en levaduras muestran que todos los dominios de
Gemlp (homodlogo de Miro en levadura) son necesarios para la correcta morfologia
mitocondrial.’’5> Por otro lado, el calcio detiene el movimiento mitoconcdrial y se ha
especulado que el dominio EF-hands de Miro que permite el enlace de calcio podria ser
importante para este efecto.14

En un mecanismo alternativo, la sobreexpresion de Miro conduce a una mayor proporcion
de la fracciéon de PINK1 de 63 kDa, sugiriendo también posibles efectos rio arriba de Miro
sobre Pink1.109

Debido a que una adecuada fusién requiere de un trafico mitocondrial controlado, es posible
que las deficiencias de la funcién del complejo de proteinas PINK1/Miro/Milton causen un
fenotipo de fragmentacion en la mitocondria. También se han encontrado alteraciones en la
morfologia de crestas mitocondriales en modelos con pérdida de funcién de PINKI®8 y se ha
identificado que la mitofilina (proteina mitocondrial de membrana interna) interacttia con la
proteina Pink1 y puede tener especial importancia en el modelamiento interno mitocondrial.
De hecho, Mitofilina es el organizador critico de la morfologia de crestas mitocondriales y es
indispensable para el funcionamiento mitocondrial normal.1%
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PINK1

Microtiubulos

Figura 11. Complejo propuesto entre PINK1-Miro-Milton. A. PINK1 que se encuentra en la mitocondria forma un
complejo con las proteinas Miro y Milton, éstas estdn altamente ligadas con el movimiento de organelos, al formar un
complejo protéico, la proteina Milton se une a la cadena pesada de la Cinesina, otra proteina involucrada en el trafico
mitocondrial. B. La Cinesina se une a través de sus unidades ‘“cabeza” a los mondmeros de o y -tubulina, y de esta forma se
mueve a través de los Microtibulos para el transporte de organelos (-A- Weihofen et al 2009; -B- Unidad Max Planck de
Biologia Molecular Estructural de Hamburgo).

Las rutas bioquimicas en las que participa PINK1 son diferentes y de suma importancia para
las células, especificamente para mantener la homeostasis celular de las neuronas
dopaminérgicas y principalmente la integridad molecular de la mitocondria, a través de la
interacciéon con distintas proteinas, en resumen dichas interacciones forman parte del
reactoma mitocondrial y mantienen un balance celular (Figura 12).
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III. Planteamiento del Problema

En el Departamento de Genética del INNNMVS se estudian diversas enfermedades
neurodegenerativas (ENDGs), incluyendo la enfermedad de Parkinson. La amplia
experiencia de més de dos décadas en el estudio de las ENDGs ha permitido brindar consejo
genético, predictivo y deteccién de portadores en muchas de ellas.

En estudios previos, el grupo de trabajo ha estudiado diversos factores causales y de
susceptibilidad de la EP. Basdndose en una investigacion preliminar de tamizaje de
mutaciones en el gen PRKN en EP-IT se decidi6¢ investigar la presencia de mutaciones en
PINK1 en los casos negativos para PRKN.

IV. Hipotesis

Las mutaciones en PINKI pueden asociarse con algunos casos familiares y esporadicos de
EP-IT en poblacién mexicana.
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V.  Objetivos

Objetivo General:

Analizar el marco abierto de lectura del gen PINKI para la identificaciéon de variaciones en
secuencia, en pacientes diagnosticados con enfermedad de Parkinson de inicio temprano.

Objetivos Particulares:

% Estimar la prevalencia de mutaciones y polimorfismos del gen PINKI en 100
pacientes con enfermedad de Parkinson de inicio temprano.

% Analizar in silico el posible efecto de las variantes alélicas nuevas que se identifiquen
en PINKI mediante el uso de herramientas de bioinformaética.
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VI.  Metodologia

Sujetos de estudio

La muestra estudiada fue de 100 pacientes diagnosticados con enfermedad de
Parkinson a través de la consulta externa del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia, Manuel Velasco Sudrez. Los pacientes fueron evaluados por dos
neurdlogos especialistas en movimientos anormales.

Criterios de inclusion

o El paciente debe ser diagnosticado con 2 de los 4 sintomas cardinales de la
enfermedad de Parkinson.

o Laedad de inicio de la enfermedad en el paciente debe ser antes de los 45 afios
de edad.

o Que el paciente acepte participar y firme carta de consentimiento informado.

Criterios de exclusion

o Que la edad de inicio de la EP del paciente sea mayor de 45 afios de edad.

o Que el paciente no acepte participar y no firme carta de consentimiento
informado.

a) Toma de muestras bioldgicas

La toma de la muestra sanguinea se realizé en tubos Vacutainer® de 6 mL que contienen
Citrato de Sodio (22mg/mL) como anticuagulante. La muestra sanguinea se dividi6 en dos

alicuotas para la separacion de células mononucleares (CMNs) y para la extraccion del DNA
genodmico.
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b) Separacion de Células Mononucleares

A un volumen de la sangre obtenida, se le agregaron tres volimenes de una solucion
amortiguadora de lisis de glébulos rojos (BLGR?) en un tubo para centrifuga. Esta mezcla se
homogenizé por inversion y se centrifuga a 3000 rpm durante 6 minutos. Los componentes
del BLGR generan un choque osmético a las membranas de los eritrocitos, y contiene 4cido
etilendiamino tetra-acético o EDTA como quelante iénico.

Después de la centrifugacion, se decant6 el sobrenadante y se trabajo con el botén o pellet de
las CMNs. Las células se resuspendieron con ImL de solucién BLGR y se centrifugaron a
3000 rpm/2 min. Este paso se repitié hasta obtener un botén blanco, después de decantar el
sobrenadante.

4] Extraccion de DNA

Se agreg6 570 pL de una solucién de cloruro de sodio, NaCl [5mM] al botén de CMNs y se
dejé en agitacion por dos minutos. A esta reaccion, se adicionaron 40 pL del detergente
dodecil sulfato de sodio, SDS [10 % v/v], se homogeniz6 la reacciéon y después se le
agregaron 200 pL de una solucién de NaCl [7M]. La mezcla anterior se centrifugé a 11500
rpm /20 min a 4°C.

La primera solucién de NaCl genera un cambio en las proteinas de la membrana
citoplasmatica atrapando a las moléculas de agua que rodean a éstas, para que
posteriormente puedan precipitar. El SDS al ser un tensoactivo iénico, ocasiona la formacién
de micelas generando que se disuelvan las membranas lipidicas del ntcleo celular.
Finalmente el NaCl saturado favorecera la precipitacion de las proteinas nucleares. Después
de centrifugar se obtiene un precipitado salino y proteico en el fondo del tubo y un
sobrenadante viscoso. El sobrenadante que contiene el DNA se transfiere a un tubo limpio.

Se realiz6 particion organica del sobrenadante, donde la fase orgénica son 600 pL de una
mezcla de alcohol isoamilico-cloroformo en una proporcién 49:1 (v/v), se agitd y se
centrifugé a 14000 rpm/15 min. La particiéon organica separa el DNA que es soluble en agua
(fase superior) de los lipidos de la membrana. Después de centrifugar se retird
cuidadosamente la fase acuosa y ésta se traspas a otro tubo que contiene 600 pL de etanol
absoluto.

'NH,CI 0.155 M; KHCO; 10 mM y EDTA 0.1 mM, pH = 7.4
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Se mezcla por inversion para precipitar el DNA. La reaccion se centrifugé a 14000 rpm/15
min y se descart6 el sobrenadante para quedarse con el botén de DNA. El botén se lava con
etanol al 70% (v/v) y se vuelve a centrifugar de la misma forma.

Se decanto el etanol y el boton de DNA se sec6 al vacio con temperatura baja (30-50°C). El
DNA seco se resuspendié en 300 pL de agua estéril y se incubé a temperatura ambiente
durante toda la noche 6 alternativamente a 60°C durante 2h.

El DNA homogenizado, se cuantific6 por espectrofotometria (equipo AmpliQuant) a una
longitud de onda de 260 nm y se evalu6 su calidad mediante el cociente de 260/280nm. Las
muestras se consideran de buena calidad cuando este factor es >8.0. Las muestras de DNA
cuantificadas se diluyeron para preparar las soluciones de trabajo a una concentracién final
de 100 ng/ pL.

d) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La amplificacién del gen PINKI se llev6 a cabo en 8 reacciones independientes (monoplex).
Los oligonucleétidos y las condiciones para las PCRs de los exones 2 al 8 fueron previamente
reportados por Rogaeva et al (2004). Para la amplificacién del exén 1 se emplearon los

oligonucleétidos y condiciones de PCR-touchdown descritas por Brooks et al (2009) (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para la amplificacién del gen PINK1

> Ractivos y concentraciones de PCR
Exoén Oligonucleétidos (5 = 3) Longitud del Temperatura
Sentido y Antientido amplicon (pb) de
alineamiento
(°C)
1 GGGAAAGTCACTGCTAGAGGC 730 Touchdown*
GAGGGTCCTTAAAGCTCATCTATT
2 GTGGGGTTTCTGACCTCTCA 550 59
GGCACCTTTCCTGTGGATAA
3 TACAGGCAGGGCTTACAAGG 250 59
GCTGAGGACATAAGTGATGGA
4 GTGTTGGTGTGGCCTTAGGT 373 59
TGACCCTGTTCTCCAAAACC
5 ACGTATTGGGAGTCGTCGAT 299 59
CCTGAAGAGTCAGTCCTAAATGC
6 TGCTGGTGGCTTTAGTAGGG 293 59
ACAAGGCATCGAGTCTCCTG
7 CTCAAGCTCTGGGTTCCITG 435 59
CCCAAACCTGACCTTCACTC
8 GGGTAGAGGAAGAATTGGGTTG 529 59
AGTTCTTCCATTTGCCAAGC
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Tabla 2. Concentraciones y voltiimenes requeridos para la PCR del marco abierto de lectura de PINKI.

Exon 1-8

Reactivo Concentracién inicial Volumen por reaccion
GreenTag® MasterMix 20X 25puL

Oligont sentido 10 pM 2pL

Oligont antisentido 10 pM 2pL

DMSO* 5X 6 pL

H»O libre de nucleasas - 9pL

cbp 50 pL

DNA genémico 100 ng/pL 6 pL

Total - 50 pL

*Dimetilsulf6xido, cbp.- cuanto baste para.
Nota: para la amplificacién solamente del ex6n 1, se adicioné dimetilsulféxido.

> Condiciones de amplificacion

Tabla 3. Temperaturas y tiempos de las distintas etapas de la PCR-touchdown para el exén 1 de
PINKI1.

Exén 1 (PCR-touchdown)

Ciclos Temperatura Tiempo (min)
94°C - Desnaturalizacion inicial 5:00
8 ciclos 94°C - Desnaturalizacién 0:30
60°C -Alineamiento 0:30
72°C - Elongacion 0:30
10 ciclos 94°C - Desnaturalizacion 0:30
60°C - Touchdown -0.5°C/por ciclo 0:30
72°C - Elongacién 0:30
16 ciclos 94°C - Desnaturalizacion 0:30
55°C - Alineamiento 0:20
72°C - Extension 0:30
72°C - Extension 5:00

La PCR-

touchdown se realiz6 debido a que la temperatura de alineamiento (Tm) de los
oligonucleétidos es muy distinta. La Tm del oligonucleétido sentido es de 53°C mientras que
la Tm de su par es de 62°C. De acuerdo con las condiciones de amplificacion de Brooks y
colaboradores con una PCR-touchdown se favorece el alineamiento de los cebadores.
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Tabla 4. Temperaturas y tiempos de las distintas etapas de la PCR-touchdown para los exones 2-8
PINKI1.

Exon 2-8 (PCR-de punto final)

Ciclos Temperatura Tiempo (min)

94°C — Desnaturalizacion inicial 5:00

30 ciclos 94°C — Desnaturalizacion por ciclo 0:30
59°C — Alineamiento de 0:40
oligonucledtidos
72°C — Elongacion por ciclo 0:40
72°C — Elongacion final 7:00

e) Purificacién de la reaccion de PCR

La purificacion del producto de PCR se realizé6 mediante elucién del gel, empleando un
paquete comercial de purificacion, Wizard Genomic Gel Purification® de Promega. El volumen
total de la PCR se separé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en amortiguador
TBE? 1Xy tefiido con Bromuro de Etidio (10X).

Se afiadié un marcador de pesos moleculares en la electroforesis para referencia de tamafios.
En un transiluminador de luz ultravioleta y con ayuda de una hoja de bisturi se corté el trozo
de gel que contiene el producto del tamafio esperado. El trozo del gel se transfieri6é a un tubo
de 1.5 mL. Se calcul6 el peso del trozo de gel y por cada 10 mg se adicionaron 10 pL de la
soluciéon de unién a membrana. Esta mezcla se incubé a 55-60°C hasta la disolucién de la
agarosa.

La mezcla a temperatura ambiente, se pasé por una columna (y su colector) que posee una
membrana que retiene el DNA. La columna se centrifugé a 14000 rpm/un minuto. Después
de la centrifugacion se desech6 el eluido y se volvi6 a colocar la columna. Se realizaron dos
lavados con 700 pL de la solucién de lavado de membrana y se centrifugé a 14000 rpm/un
minuto. Se desech¢ lo colectado y la columna vacia se volvié a centrifugar para evaporar los
remanentes de alcohol de la solucién de lavado.

Finalmente sobre la membrana de la columna con un microtubo colector limpio, se
agregaron 30 pL de agua libre de nucleasas y se dejé incubar 2 minutos a temperatura
ambiente. La columna se centrifugé a 14000 rpm/2 minutos. El volumen eluido en el

Tris-base [0.435 M], Acido Bérico [0.44 M] y EDTA [0.5 M, pH=8].
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microtubo fue el producto de PCR purificado. Para conocer la cantidad recuperada del
producto de PCR purificado, se separaron 4 pL del purificado nuevamente por electroforesis
junto con un marcador de pesos moleculares y masas que incluia concentraciones de las
bandas. Con este marcador se determiné la cantidad de producto de PCR necesaria (10-20
ng) para la reaccion de secuenciacién (Figura 13).

500 pb
15ng/ L

Figura 13. Visualizacion de purificados de PCR. Electroforesis en Gel de agarosa al 1,5% de purificados del exén 1 y el
exén 5, para cinco distintos pacientes, se observa que la intensidad de las bandas de los purificados es aproximadamente la
misma intensidad de la banda de 500 pb del marcador de pesos moleculares, dicha banda posee una concentracién
aproximada de 15ng/ pL.

f) Reaccion de Secuenciacion

Para la reaccion de secuenciacion se utiliz6 los reactivos de Applied Byosistems® el BigDye
Terminator v3.1, asi como su amortiguador correspondiente.

Tabla 5. Reactivos y volimenes para la reaccién de secuenciacion

Reactivo Volumen
PCR-producto 1-3 pl®
Kit BygDye terminator 2-3 uL4
Amortiguador 3uL
Oligonucledtido Sentido 1pul
H,0 cbp 20 pL 10-13 plL

*Dependiendo de la cantidad recuperada de DNA de la PCR se empleaba entre 1-3 pL, “Dependiendo de que tan grande sea
el producto de de PCR se usaba entre 2-3 pL de kit de secuencia, por ejemplo para el ex6n 1 se usaba 3 pL y para el ex6n 3
solo 1 pL.
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» Condiciones de reaccion de secuenciacion

La reaccién de secuenciacion debe purificarse para eliminar los didesoxinucleétidos
trifosfato fluorescentes. Este proceso se realiz6é por filtracion en columnas con la resina
sefarosa de poro medio (Sephadex G-50®). La sefarosa es gel dextrano, un polimero que al
hidratarse forma estructuras porosas que atrapan las moléculas pequefias, permitiendo eluir
a las moléculas mas grandes.

Tabla 6. Tiempos de cada una de las temperaturas que se emplean en la reaccién de secuenciacion.

Reaccién de Secuenciacion

Ciclos Temperatura Tiempo (min)
94°C - Desnaturalizacion inicial 5:00
25 ciclos 94°C - Desnaturalizacién por ciclo 0:30
55°C - Alineamiento de oligonts 0:30
72°C - Elongacién por ciclo 0:30
72°C - Elongacion final 7:00

g) Purificacion de la reaccion de secuencia

Después de finalizar la reacciéon de secuenciacién, ésta debe ser purificada, en este caso se
purificé con columnas SpinReact para Sephadex G-50® el cual es gel dextrano, un polimero
que al hidratarse forma estructuras porosas que atrapan las moléculas pequeiias,
permitiendo eluir a las moléculas mas grandes.

El procedimiento es el siguiente
o< La columna SpinReact con 0.05 g de resina, se hidrata con 800 pL de agua estéril.

o« La columna se hidrata al menos una hora a temperatura ambiente o puede
mantenerse toda la noche a 4°C.

o< La columna hidratada se coloca sobre un tubo colector y se centrifuga a 3000 rpm/2
minutos.

o< Se descarta el eluido y la columna se coloca sobre un microtubo de 1.5 mL. El
volumen total de la reaccion de secuenciacién se aplica sobre la columna con gel
hidratado y se centrifuga a 3000 rpm/2 minutos.
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o< Fl eluido es la reacciéon de secuenciacion purificada y éste se seca al vacio a
temperatura ambiente.

h) Secuenciacion

El producto de secuenciaciéon seco se resuspende en 14 pL de formamida desionizada. La
reaccion se transfiere a una placa de 96 pozos. Este procedimiento se realiza para todas las
muestras y al final se realiza un choque térmico a la reaccién: 95°C /5 min e inmediatamente
a 4°C hasta su anélisis en el secuenciador automatizado AB3130 (Applied Biosystems).

Este analizador genético realiza la separacién y deteccion de los productos marcados con
fluorescencia mediante electroforesis capilar y una cadmara CCD. El equipo nos genera el
electroferograma de las secuencias de cada muestra analizada.

Las secuencias se analizan con el programa Sequencing Analysis versiéon 5.3 (AB) que
proporciona datos del equipo y de la muestra como: valores de calidad de los resultados,
bases mixtas y secuencia en formato texto. La secuencia en texto se compara con diferentes
bases de datos publicas (Tabla 8), se realiza el BLAST de la misma y se determina la
presencia de variantes alélicas nuevas o previamente descritas. En caso de identificar una
variante alélica, esta se confirmé en ambas hebras de DNA y en muestras independientes.

i) Herramientas Bioinformaticas

Para el andlisis de las secuencias se emplearon distintas herramientas de bioinformatica de
diferentes bases de datos publicas que se resumen en la siguiente tabla. Para todas las
variantes alélicas identificadas se analizé su probable efecto funcional (a nivel splicing,
proteico), su conservacion evolutiva con proteinas relacionadas y/o en diferentes especies y
se realiz6 una revision exhaustiva de las publicaciones de mutaciones de PINK1.

Tabla 7. Herramientas bioinforméticas empleadas para el andlisis de las variantes alélicas
identificadas en este estudio.

Herramienta URL Funcion

Nucleotide- http:/ /blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi Realiza el alineamiento de 1la
Basic Local secuencia obtenida contra las
Alignment secuencias de nucledtidos en la
Search Tool base de datos ptblica

(BLASTN)

Ensembl http:/ /www.ensembl.org/index.html Muestra datos gendémicos de la
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secuencia de interés (la secuencia

génica, sus variantes alélicas,

gendmica comparativa, etc.)

UniProt http:/ /www.uniprot.org/ Datos proteicos, dominios, etc.

PolyPhen http:/ / genetics.bwh.harvard.edu/pph/ Predice que tan dafiina o neutral
es una variante no sindénima
dentro de una proteina

PDmutDB http://www.molgen.ua.ac.be/PDMutDB/ | Base de datos de mutaciones y
polimorfismos en distintos loci
asociados con la EP

BLASTX http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi Realiza btsqueda de secuencias
proteicas en bases de datos a partir
de una secuencia de DNA
(traduccion)

SNP Home http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/snp Base datos ptblica de SNPs en
NCBI

Human http:/ /www.umd.be/HSF/ Permite determinar si una variante

Splicing Finder intrénica afecta el proceso de

splicing
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VII. Resultados

La edad promedio de inicio en la poblacién estudiada, n=100, fue de 34.51 afios, con un
rango de edad de 16-44 afos. Veinticinco de los casos presentaron antecedentes familiares
de EP, mientras que el resto son casos esporadicos.

Los resultados muestran que el gen PINKI es altamente polimorfico. El analisis de los 8
exones de PINK1 permiti6é determinar la prevalencia de distintas variaciones: polimorfismos
sindnimos, no sinénimos, variaciones intrénicas, indels, deleciones intrénicas y exénicas.

En las tablas 9-11 se presentan las variantes sinénimas encontradas y su prevalencia en
estado heterocigoto y homocigoto en la muestra estudiada.

Tabla 8. Polimorfismos sinénimos de PINK1 identificados en pacientes con EP-IT en este estudio.

Heterocigoto Homocigoto
g.5283C>T 16 1 45530340 L63L
g.11498C>A 1 - NR R246R
2.16207C>T 2 - NR L316L
g.17151 C>T 1 - NR 53355

(*rs de dbSNP, NCBI; NR.-no reportado)

Tabla 9. Variantes intrénicas y de regiéon 3 no traducida (3"UTR) de PINK1 observadas

Heterocigoto Homocigoto
IVS1+3842C>G 20 3 2298297
IVS1+3900A>G 19 42 2298298
8.9323-9324delCT 16 - 35832516
IVS1+3814T>C 1 - 2298296
IVS4+72C>G 1 - 115998841
IVS5+15C>T 1 - NR
g.22274A>T 25 68 686658
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Tabla 10. Mutaciones exoénicas de PINK1 identificadas en pacientes con EP-IT en este estudio.

Heterocigotos Homocigotos
g.5367delC 1 - NR C91£sX14
g.5438A>T 2 - NR Q115L
g.17164G>A 34 3 3738136 A339T
g.20618delC 16 5 NR Y444£sX37
g.22053A>C 40 30 1043424 N521T

La Figura 14, muestra las frecuencias absolutas que se observaron al analizar los 8 exones de

PINKI.

Frecuencias absolutas observadas

B Heterocigotos W Homocigotos
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Figura 14. Proporciones de las variantes. Frecuencias absolutas observadas de todas las variantes al analizar el gen PINK].
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Tabla 11. Frecuencias alélicas (q) de todas las variaciones en secuencias.

Region Variante Frecuencias
alélicas (q)
Ex1 g.5283C>T 0.09
Ex1 g.5367delC 0.005
Ex1 g.5438A>T 0.01
Int1 IVS1+3842C>G 0.26
Int 1 IVS1+3900A>G 0.515
Int1 £.9323-9324delCT 0.08
Int 1 IVS1+3814T>C 0.005
Ex3 g.11498C>A 0.005
Ex 4 g.16207C>T 0.01
Int 4 IVS4+72C>G 0.005
Ex 5 g.17151 C>T 0.13
Ex5 g.17164G>A 0.2
Int 5 IVS5+15C>T 0.005
Ex7 g.20618delC 0.12
Ex 8 g.22053A>C 0.5
3'UTR g.22274A>T 0.455

*Ex = Ex6n; Int = Intrén
Variantes sindnimas

Las variaciones sinénimas encontradas fueron 4 en donde el porcentaje de éstos cambios
sindnimos esta determinado en mayor medida por la frecuencia del polimorfismo g.5283C>T
(L63L), que se encuentra tanto en estado homocigoto y heterocigoto en los pacientes
analizados.

A continuacion se presentan las secuencias parciales del exén 1 de PINK1 donde se observan
las variantes alélicas identificadas en casos, portadores y controles (individuos homocigotos
mutantes, heterocigotos y homocigotos silvestres, respectivamente).

En la parte inferior de cada secuencia parcial, se muestra la secuencia del cDNA (tomada de
la base de datos de Ensembl), resaltando el cambio puntual con la letra que le corresponde de
acuerdo al cédigo de ambigiiedad estandarizado por la Unién Internacional de Quimica
Puray Aplicada (IUPAC).
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Secuencia I
cDNA 147 GCAGGACCGGGCGCGGAGCCTCGCAGGGTCGGGCTCGGGCTCCCTAACCGTCTCCGLCTTC
Prot 50 --A--G--P--G-—-A--E--P--R--R--V--G--L--G--L--P--N--R--L-—-R--F
CTC = CTT
Leu = Leu

Figura 15. Exén 1 L63L. Secuencias de los tres distintos genotipos para la variante g.5283C>T, donde se denota que no
produce cambio de residuo. SNP sinénimo.

Las siguientes variaciones g.11498C>A, g.16207C>T, g.17151C>T solo fueron encontradas en
estado heterocigoto, y en una frecuencia de: 0.005, 0.01 y 0.13, respectivamente. Las
siguientes Figuras 16-18 presentan estas variaciones sinénimas.
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Secuencia M

cDNA 688 AGCGAAGCCATCTITGAACACAATGAGCCAGGAGCTGGTCCCAGCGAGCCGAGTGGLCCTTG
Prot 230 --$--g--A--I--L--N-—-T--M—-S--Q—-E—-L-—-V--P--A-—-S—-—R--V-—-A-—-L
CGA - AGA
Arg > Arg

Figura 16. Exon 3 R246R. Secuencias parciales del ex6n 3, se presentan la secuencia silvestre y el heterocigoto para
2.11498C>A.
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Silvestre Heterocigoto

Secuencia ||
cDNA 927 CATGGCCGGACGCTGTTCCTCGTTATGAAGAACTATCCCTGTACCCTGCGCCAGTACCTT

Prot 310 —-H--G--R--T—-L--F--L-~V—-M-—K--N--Y-—P-—C—-T--L-—R-—Q--Y—-L
CTC = CTT
Leu =2 Leu

Figura 17. Exoén 4 L316L. Genotipos encontrados para la variante g.16207C>T localizada en el ex6n 4.
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Secuencia b4
cDNA 987 TGTGTGAACACACCCAGCCCCCGCCTCGCCGCCATGATGCTGCTGCAGCTGCTGGAAGGC
Prot 330 --¢c-—-v--N-—-T--P--S--P--R—-L--A—-A--M—-M—-L—-L-—-Q--L--L--E-G
AGC > AGT
Ser > Ser

Figura 18. Exon 4 S335S. Secuencias parciales de los genotipos encontrados en el exén 5, para la variante g.17151C>T,
también se observa que no ocasiona cambio en la proteina.

Variantes intronicas

En este trabajo se realizaron pruebas in silico para poder predecir si una variante intrénica
puede afectar éste proceso, la herramienta bioinformdtica empleada fue Human Splicing
Finder (HSF) Version 2.4.1 (ver tabla 8, Metodologia).

Las figuras 18-20, a continuacién, presentan las secuencias parciales del intrén 1, y se
muestran los polimorfismos en secuencia que se encontraron en sus respectivos genotipos.
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Figura 19. Intrén 1, IVS1+3842C>G. Se muestran los tres genotipos encontrados
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Figura 20. IVS1+3814C>T. Se muestran las secuencias parciales tanto del genotipo silvestre como del heterocigoto que
fueron los tnicos genotipos encontrados.
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Figura 21. g.9323-9324delCT. Secuencia parcial del intrén 1, se observa en la secuencia del heterocigoto la presencia, a
partir de la posicién 169 del electroferograma, de dobles picos que indican delecién en estado heterocigoto, en este caso de
dos bases (CT).

Sin embargo como se observa en la tabla 12 el intrén 1 es el que presenta mayor cantidad de
variaciones, y la mayor frecuencia, 0.515; de éstas variantes de tipo intrénico esta
representada por el SNP IVS1+3900A>G. El andlisis de ésta variante intrénica se presenta en
la Figura 22.
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Figura 22. IVS1+3900A>G. Secuencia parcial del intrén I que se sitda rio arriba del exén 2, se observa tanto la secuencia
silvestre y la mutante, analizadas por HSF, se observa que por arreglos de matrices que realiza el programa el sitio aceptor del

splicing varia sélo en 0.05%, también se observan 2 sitios potenciales de ramificacién el primero (a posicién

-12 con

respecto al cDNA) es el principal de acuerdo al arreglo matricial de HSF, y es precisamente éste sitio de ramificacién el que

se rompe con la secuencia mutante.
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Mutaciones en PINK1

La siguiente mutacién es una delecion del exon 1, solo se encontré en estado heterocigoto.
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Figura 23. g.5367delC. Secuencia parcial del exén 1, se presentan los dos genotipos encontrados con respecto a esta
delecién.

Las siguientes mutantes g.17164G>A (A339T) y g.22053A>C (N521T) fueron encontradas con
unas frecuencias de 0.2 y 0.5 respectivamente. Se muestran en las Figuras 24 y 26.
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Figura 24. A339T. Secuencias parciales del ex6n 5 que muestran los 3 genotipos encontrados para la variante A339T.

El programa PolyPhen predice la variante como benigna, a pesar de que es un aminoécido conservado
en varias proteinas homologas (Figura 25).
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Figura 25. Alineamiento de secuencias proteicas homoélogas de distintas especies. Se observa que la
conservada en la mayoria de las especies.
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Figura 26. N521T. Secuencias parciales del exén 8 donde se sefialan los cambios de nucleétido sencillo para los 3 distintos

genotipos.
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Figura 27. Alineamiento de secuencias homdélogas de proteinas de distintas especies. Se
asparagina (N) 521.

resalta la posiciéon de la

De igual forma la mutante N521T, PolyPhen la predice como benigna. En las figuras 27 y 28
se presenta la mutante Q115L que solo fue encontrada en estado heterocigoto.
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Figura 28. Q115L. Secuencias del exén 8 que muestran los genotipos que se encontraron para la variante Q115L.
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Figura 29. Alineamiento de secuencias homélogas de proteinas de distintas especies. Se observa que la Q115 estd

altamente conservada en la mayoria de las especies, PolyPhen.

Esta mutacion el programa la predice como una variante dafiina.

Finalmente la Gltima mutante encontrada es una delecién exénica, que genera un corrimiento

de marco de lectura, y explica un caso familiar con EP-IT. En la Figura 30 se muestran los

genotipos de esta delecion.
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Figura 30. g.20618delC. Delecién monobadsica (Citosina) en el exén 7, se observan los tres genotipos encontrados.

En las siguientes imagenes se presentan la secuencia de la proteina silvestre (581 residuos) y
la proteina que se genera por la deleciéon anterior.
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Figura 31 Secuencia de aminoacidos de la proteina silvestre y mutante (Y444fsX37). (A) Proteina normal, posee 581
residuos, la delecién provoca un corrimiento de marco de lectura ocasionando un paro prematuro y generando una proteina de

481 aa (B). (C) Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de la proteina silvestre (negro) y la mutante (rojo).



El arbol genealégico del caso familiar de EP con un patrén de herencia autosémico recesivo,
se presenta en la Figura 32.
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Figura 32. Genealogia de la familia que presenta la delecion Y444fsX37. Mutacion g.20618delC en el exén 7 de PINKI,
se muestran los afectados y los portadores de la delecion, asi como las edades de inicio de aquellos que estdn enfermos.
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VIII. Discusion

La frecuencia de casos homocigotos para mutaciones patogénicas (Y444{sX37 y A339T)
identificadas en nuestra muestra estudiada fue del 6%, esto es aproximadamente seis veces
mas de lo reportado en la literatura en otras poblaciones® donde se reporta del 1.02%. Sin
embargo es importante enfatizar que el analisis de PINK1 se hizo posterior al andlisis del gen
PRKN en los mismos pacientes, es decir los pacientes que fueron analizados en este estudio
ya habian sido tamizados para posibles mutaciones en secuencia o dosis génica para el gen
de PRKN.

Las dos nuevas mutaciones que se encontraron en este estudio fueron deleciones. La primera
que se reporta en este trabajo es la delecion en el exén 1 (C91£sX14).

Esta es una variante que no ha sido reportada previamente y que solo se encontré en un
paciente y en estado heterocigoto. Se requeriria hacer mayores estudios para saber cual es su
efecto en esta patologia.

Adicionalmente se identific6 una deleciéon de una citosina en el exén 7 en cuatro casos. Es
una variante que no ha sido descrita previamente y explica un caso familiar de enfermedad
de Parkinson con un patrén de herencia autosémico recesivo (Figura 31). En la genealogia
que se presenta en Resultados se observa el patrén de herencia autosémico recesiva. En este
arbol se puede ver que los individuos 1 y 2 de la generaciéon I son heterocigotos para la
delecién y la heredan a 4 de sus hijos que son homocigotos (individuos 1I-2, II-3, 1I-4, II-5), los
cuales desarrollan la enfermedad. También debe recordarse que la EP-IT no solo estd
determinada por mutaciones en el gen PINKI sino que también hay otras mutaciones en
otros loci como lo son los genes DJ-1 y PRKN; los cuales también estdn implicados en el
desarrollo e inicio temprano de la EP. De manera interesante, estos individuos presentan
también la sustitucion A339T. Los individuos II-2 y II-3 son heterocigotos para la mutante;
mientras que II-4 y II-5 fueron homocigotos. Estos datos sugieren que la variante
g.17164G>A que ocasiona el cambio de residuo no esta implicada con la edad de inicio de la
EP con patrén de herencia autosémico recesivo.

La delecion homocigota del exén 7 es una mutacién patogénica puesto que genera
corrimiento del marco de lectura generando un paro prematuro y por extension una proteina
trunca que no es cataliticamente activa, y por lo tanto no podria fosforilar correctamente a
sus sustratos como parkina. También podria ocasionar disfuncién en la mitocondria tanto a
nivel de remodelacién mitocondrial como a nivel del trafico mitocondrial, debido a que la
delecién genera un paro prematuro reduciendo la proteina en 100 residuos (Y444fsX37), que
en condiciones normales es de 581 aminodcidos (ver Figura 30)
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En los casos heterocigotos, probablemente esas variantes pueden ser factores de riesgo para
la edad de inicio de la EP o un factor determinante para la progresion de la enfermedad.
También no se puede descartar que esos pacientes que son heterocigotos para mutaciones en
PINK1 posean otra mutacién en otro gen recesivo, como DJ-1, lo cual implicaria que en esos
casos en particular habria herencia digénica. Por tanto las alteraciones en secuencia en PINK1
no pueden descartarse por completo, ya que pudiesen desempefiar una funcién mas
compleja al estar acompafiadas de otras mutaciones en otros genes recesivos relacionados
con la EP.

Adicionalmente se identificaron polimorfismos intrénicos (ver Tabla 9) y exénicos sinénimos
(ver Tabla 8), también variantes no sinénimas han sido reportadas como polimorfismos,
aunque su naturaleza ya sea patogénica o de riesgo permanece sin aclararse por completo.

El polimorfismo que probablemente esta asociado a la EP es la variante A339T. Sin embargo
para poder determinar lo anterior habria que analizar controles para que de esta manera se
pueda concluir si la prevalencia entre controles y pacientes posee determinado grado de
significancia y en tltimo caso obtener un porcentaje de riesgo para el desarrollo de la EP de
inicio temprano.

Esta variante A339T que fue encontrada en su mayoria en estado heterocigoto (34
heterocigotos y 3 homocigotos), ya ha sido reportada previamente en pacientes con EP-
IT. 1311612082 E] andlisis in silico muestra que es una variante conservada evolutivamente; sin
embargo, es necesario determinar su efecto funcional.

Por otra parte Abou-Sleiman y colaboradores reportaron que en pacientes de inicio tardio
que presentan la variante en estado heterocigoto observaron que hay una prevalecia a
desarrollar de manera intermedia (de acuerdo a su estudio realizado) movimientos
involuntarios con respecto a otras variantes que ellos encontraron y que se observa que en
pacientes con esta variante en heterocigosis, éstos presentan depresion y ansiedad pero
menor grado de bradicinesia y rigidez con respecto a otras variantes.?! No ha habido otros
estudios que revelen de manera clinica y fisiolégica el posible efecto de ésta variante. Sin
embargo ésta variante de acuerdo a la estructura de la proteina PINK1 se localiza en el
dominio de cinasa, y podria estar afectando la reaccién catalitica de fosforilacién, en
particular desde un enfoque bioquimico la alanina y la treonina son aminoacidos totalmente
diferentes en lo que respecta a la interaccién con otras moléculas, debido a que la alanina es
hidrofébica y la treonina es hidrofilica, por consiguiente es probable que se afecte la
fosforilacion.

A pesar de todo ello la prediccion por PolyPhen define a la variante A339T como benigna; es
decir, no altera la funcién de la proteina. Por otra parte Brooks y colaboradores obtuvieron la
frecuencia del alelo menor (MAF) que es el alelo mutante 339T en una proporcién de 0.004 en
una poblacion de pacientes con EP, mientras que en 276 controles no la encontraron, estos
datos sugieren que esta variante podria tratarse de un polimorfismo de riesgo.
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La sustituciéon N521T fue encontrada en 40 heterocigotos y 30 homocigotos en este estudio,
también ha sido descrita por varios investigadores. En la literatura se considera que es
polimorfismo. En estudios previos no encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre casos y controles estudiados.!8121 Estos resultados sugieren que la variante no
sindnima no estd asociada con la EP. El alineamiento de proteinas en distintos organismos
demuestra que la variante estd escasamente conservada en las proteinas homologas de
PINKT1 en otras especies (Figura 26). De igual manera Rohé y colaboradores afirman que la
variante N521T es un polimorfismo frecuente!?2 y que esta presente en un 34-39% en los
cromosomas controles de acuerdo a Valente y colaboradores en 2004.177 En particular en un
estudio donde se analizaron mutaciones en PINK1 se observé que tanto en controles como
en pacientes habia practicamente la misma prevalencia de los tres genotipos posibles para
ese alelo, tanto en pacientes como en controles, confirmando que la variacion g.22053A>C es
meramente polimorfica y no tiene relevancia en la patogénesis de la EP.

Desde un enfoque estructural, la variante N521T se localiza después del dominio de cinasa,
por lo tanto no alterarfa la actividad catalitica que posee PINK1. De hecho tanto la
asparagina y la treonina comparten caracteristicas bioquimicas en cuanto a la polaridad
molecular.

La variante Q115L se identific6 en estado heterocigoto y a pesar de que en algunos trabajos la
reportan como una variante no asociada a la EP, el analisis realizado por el programa de
PolyPhen denota que es un residuo altamente conservado en distintas especies. Este
programa la predice como una variante potencialmente patogénica. Sin embargo, Bonifati y
colaboradores en 2005 reportan que es un polimorfismo ya que se observo tanto en pacientes
como en controles.!? Mas tarde, Ishihara en 2008 la reporta en estado homocigoto en sujetos
controles, y concluye que es un polimorfismo.119

Las variantes intrénicas que fueron observadas estan alejadas de los exones y no alteran el
proceso de splicing, sin embargo como se muestra la variante IVS1+3900A>G, que fue la mas
comun (19 heterocigotos y 42 homocigotos), podria generar un sitio roto de ramificacion,
puesto que estd muy cerca de la secuencia concenso del sitio aceptor del splicing. Si el sitio de
ramificacion se rompe no puede generarse el ataque nucleofilico correctamente hacia el sitio
donador del splicing y eventualmente la remocién de ese intrén se veria interrumpida.

A pesar de lo anterior, se ha reportado a esta mutante como una variante meramente
polimoérficall?; puesto que se reporta con una prevalencia de aproximadamente el 35% en
pacientes con respecto a controles.!8lo cual estd en contraste con la alta frecuencia con la que
se encontr6 en este estudio (q = 0.515).

Desde el punto de vista molecular la secuencia consenso del sitio de ramificacion incluye una
Adenina que esta cambiando por Guanina (IVS1+3900A>G). Este cambio tal vez no sea
negativo puesto que el cambio es una transicion, es decir un cambio de purina por purina, y
tal vez debido a ello no se ve afectado el proceso de splicing.
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Cabe sefialar que en los casos negativos del total de la muestra estudiada (n=100) no puede
descartarse mutaciones de tipo estructural en el gen PINKI, puesto que es posible que haya
alteraciones en la dosis génica.
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IX. Conclusiones

Este estudio afirma la presencia de mutaciones en el gen PINK1 en poblacién mexicana.

El anélisis del marco abierto de lectura de PINKI demostré que el gen es altamente
polimérfico. Se encontré la mutante Y444fsX37 con una frecuencia del 3%, 5 casos
homocigotos y 16 heterocigotos, donde en los homocigotos queda claro su efecto patogénico,
mientras que en los heterocigotos es incierto pero no se descarta algtin posible efecto, ya sea
como factor de riesgo o por herencia digénica. La mutante A339T que se observé en 3
homocigotos y 30 heterocigotos, se ha reportado ya anteriormente y es factible que se trate de
un polimorfismo de riesgo; aunque su naturaleza permanece incierta, y se requieren mas
estudios.

Se observé que el 25% de variantes son silenciosas y que el 18% (Q115L, A339T, N521T)
permanecen sin esclarecerse por completo en cuanto a su naturaleza y si estan ligadas a la
EP-IT, o si son inicamente polimorfismos o en tltimo caso polimorfismos de riesgo.

X.  Perspectivas

Como perspectivas de este estudio, habria que analizar muestras control para observar la
prevalencia de aquellas variantes cuya naturaleza atn es incierta. Para poder definir si
dichas variaciones en secuencia son factores de riesgo; y si lo son poder conocer su OR (Odds
Ratio); o si son meramente polimorfismos.

También seria conveniente realizar estudios funcionales, donde se pueda observar los efectos
a nivel de proteinas, y su relacién con el desarrollo y el inicio de la EP. Estudios a nivel
subcelular, celular y tisular de la plasticidad fenotipica de la proteina PINK1 podrian
esclarecer de mejor manera la funciéon de esta proteina y su participacién en una ruta
convergente para el desarrollo de la EP-IT.
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