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Glosario

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.

Estado evolutivo: se define de acuerdo con la presencia o0 ausencia de un intron, producto de los
distintos ARNm, a través de las secuencias genéticas.

Exon: region nucleotidica de una secuencia genética que codifica para un ARNm, el cual se
traduciré a proteina.

Fase del intrén: la posicion que puede ocupar un intron dentro de la secuencia genética con base
a los codones. Se definen tres fases: intron fase 0, ubicado en medio de dos codones; intrén fase
1, ubicado entre el primer y segundo nucleétido de un codon; intron fase 2, ubicado entre el
segundo y tercer nucleétido de un codon.

Intrén: region nucleotidica de una secuencia genética que se encuentra en medio de exones y que
puede o no, generar ARNm los cuales no se van a traducir.

ORF: Marco Abierto de Lectura por sus siglas en inglés “Open Read Frame”.

PRKN: gen Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase.

Variante: secuencia de ARNmM producto del procesamiento alternativo y predicciones

bioinformaticas reportadas para cada especie en la base de datos GenBank.
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Resumen

Titulo: Analisis evolutivo del gen PRKN en el orden Primates”
Autor: Yordy Stiven Cangrejo Useda™
Palabras Clave: Enfermedad de Parkinson, PRKN, Primates, Evolucion, Fase del Intron, Terapia

génica.

Descripcion: La Enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo que afecta a
la poblacion mundial. Se estima que el nimero de personas afectadas aumentara a los 17 millones
para el 2040. Aunque no se conocen las caracteristicas fisiologicas de la enfermedad, se ha
establecido una relacion con variantes y mutaciones del gen PRKN. El gen se caracteriza por tener
un tamario promedio de 1 200 000 pb. Sin embargo, el ARNm tiene un tamafio promedio de 4000
pb, lo cual hace que tan sélo el 0.3% del gen sean exones. La diferencia de tamafio entre exones e
intrones predispone diversas preguntas acerca de su origen, asi como la posibilidad de encontrar
ARNM dentro de ellos, sin embargo, no se sabe el estado evolutivo de PRKN en Primates, ni las
posibles implicaciones fisiologicas del mismo. Para esto, se descargaron del GenBank las
secuencias del gen PRKN de Primates y se delimitaron exones e intrones a partir de sus variantes.
Se caracteriz0 la estructura proteica y se identificd la fase de los intrones de PRKN. Se hizo una
comparacion de posibles ORFs y exones dentro de los intrones de PRKN, y se establecidé una
relacion evolutiva a partir de un arbol filogenético. La organizacion estructural promedio del gen
se compone por entre 11 y 12 exones, los cuales mantienen un patrén de conservacion hacia el
extremo 3’. Asi mismo, las fases de los intrones se mantienen conservadas hacia esta misma region,
lo que significa que son intrones antiguos. La estructura de la proteina se mostré con mayor
variacion. Se determinaron posibles ORFs dentro de los intrones de las secuencias, asi como sitios
funcionales, los cuales se mostraron conservados. La especie C. jacchus mostré una agrupacién
filogenética en un suborden diferente. Aunque el gen esté conservado, los diferentes arreglos
exonicos y posibles ORFs promueven cambios en PRKN.

“ Trabajo de Grado
* Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: Francisco José Martinez Pérez.
Doctor en Ciencias. Codirector: Lina Maria Vera Cala. Doctora en Epidemiologia
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Abstract
Title: Evolutionary analysis of the PRKN gene in the order Primates”
Author(s): Yordy Stiven Cangrejo Useda™

Key Words: Parkinson Disease, PRKN, Primates, Evolution, Phase Intron, Genetic Therapy

Description: Parkinson's disease is a neurodegenerative disorder that affects the world's
population. The number of people affected is expected to increase to 17 million by 2040. Although
the physiological characteristics of the disease are not known, a relationship has been established
with variants and mutations of the PRKN gene. The gene is characterized by an average size of 1
200 000 bp, however, the mRNA has an average size of 4000 bp, it means that only 0.3% of the
gene are exons. The difference in size between exons and introns raises several questions about
their origin, as well as the possibility of finding mRNAs within them. However, neither the
evolutionary status of PRKN in primates nor the possible physiological implications are known.
For this purpose, the sequences of the primate PRKN gene were downloaded from the GenBank,
and exons and introns were delimited based on their variant. The protein structure was
characterized and the phase of PRKN introns was identified. A comparison of possible ORFs and
exons within PRKN introns was made and an evolutionary relationship was established from a
phylogenetic tree. The average structural organization of the gene is composed of 11 to 12 exons,
which maintain a conservation pattern towards the 3' end. Likewise, the phases of the introns
remain conserved towards this same region, which means that they are ancient introns. The protein
structure was shown to have more variation. Possible ORFs within the introns of the sequences
were determined, as well as functional sites, which were shown to be conserved. The species C.
jacchus showed phylogenetic clustering in a different suborder. Although the gene is conserved,
different exonic arrangements and possible ORFs promote changes in PRKN.

“ Bachelor thesis
““Science Faculty. School of Biology. Tutor: Francisco José Martinez Pérez. PhD. in Science.
Cotutor: Lina Maria Vera Cala. PhD. in Epidemiology.
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Introduccion

La Enfermedad de Parkinson (EP), es un trastorno neurodegenerativo caracterizado por la
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta (Vizziello et al., 2021).
Los sintomas se evidencian principalmente en la vejez, con ralentizacion generalizada de los
movimientos y sintomas de rigidez o temblor en reposo (Alexoudi et al., 2018). Los diagndsticos
médicos para identificar la EP se basan principalmente en la Escala Unificada de Calificacién de
la Enfermedad de Parkinson de la Sociedad de Trastornos del Movimiento (UPDRS por sus siglas
en inglés) (Liu et al., 2023) y en algunos marcadores moleculares en sangre como son: la a-
sinucleina, la Intereucina-6 (1L6) y ADN mitocondrial (Borsche et al., 2020; Kluge et al., 2022).
Sin embargo, estos elementos se emplean en una etapa avanzada de la enfermedad (Adler et al.,

2014).

Aungue no se conocen las razones fisiologicas que promueven su desarrollo, se ha
establecido una correlacion molecular con el gen Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase
(PRKN), que participa en la homeostasis mitocondrial (Bayne & Trempe, 2019). PRKN es el
segundo gen mas grande del genoma humano, después del gen de la distrofina (Tanaka, 2020),
con mas de 1 380 000 pares de base (pb). Codifica para una proteina de 465 aminoacidos (Wang
et al., 2021), es decir, su marco abierto de lectura (ORF), es de 1398 pb dentro de un ARN
mensajero (ARNm) de 4178 pb; por lo tanto, el 0.3% del gen son exones. Diferentes estudios de
la organizacion intrones-exones o mutaciones del gen PRKN, lo relacionan con la EP (Ahmad et

al., 2023; Jensen et al., 2022; Seike et al., 2021). Pero, el conocimiento acerca de los intrones del



ANALISIS EVOLUTIVO DEL GEN PRKN EN EL ORDEN PRIMATES 13

gen PRKN es muy limitado por lo que se requieren de estudios de ciencia bésica para entender su

relacién con la EP, la mitocondria y otras enfermedades neurolégicas (Leduc-Gaudet et al., 2022).

El gen PRKN fue descrito por primera vez en 1997 en el cromosoma 6q25.2-27, a partir de
muestras de pacientes con Parkinsonismo juvenil (Matsumine et al., 1997). Posteriormente, se
aislé la proteina a partir de muestras de cerebro y musculo esquelético, y se le asigné el nombre
de “Parkin” (Kitada et al., 1998). Pertenece a la familia de proteinas RBR (por sus siglas en inglés:
ring between ring family) debido a la estructura de sus dominios: un dominio similar a la ubiquitina
(UBQ) en su extremo N-terminal, y multiples dominios RING/dedos de Zinc en su extremo C-
terminal separados por un dominio IBR (In-Between-RING), los cuales se encuentran presentes

en diversos grupos taxonémicos, incluyendo algunos protistas (Marin et al., 2004).

Se estima que el dominio RBR de la familia, se originé una uUnica vez en la historia
evolutiva (Marin & Ferrust, 2002), lo que ha permitido establecer un origen antiguo para los genes
que pertenecen a esta familia en todo el grupo de los eucariotas e incluso, en algunos virus
(Eisenhaber et al., 2007). Sin embargo, se sabe que cada subfamilia y, de hecho, cada gen, tienen
sus propios mecanismos de regulacion y activacion (Spratt et al., 2014; Walden & Rittinger, 2018),
asi como participan en distintos procesos fisioldgicos, como factores de transcripcién de ciertos
genes o en la mitofagia, que es el proceso celular en el que las mitocondrias se auto degradan y
reciclan (Leduc-Gaudet et al., 2022; X. S. Wang et al., 2023); lo cual es un aspecto para destacar,
si consideramos su origen evolutivo. PRKN, es un gen conservado presente Unicamente en
animales (Smit & Sixma, 2014), con ort6logos a nivel de taxones como Caenorhabditis elegans,

Drosophila melanogaster, entre otros, incluido Homo sapiens (Von Coelln et al., 2004). Aunque
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se ha estudiado el origen evolutivo de la subfamilia Parkin (Marin, 2009), poco se sabe de su estado
en el orden de los Primates.

A través de la secuenciacion de nueva generacion (NGS), se han establecido genomas de
diversas especies, entre ellos, los de diversos primates (Jasinska, 2020; L. F. Kuderna et al., 2020).
Aunado a lo anterior, las herramientas bioinformaticas y los andlisis in silico han logrado
identificar las caracteristicas de estos genomas (Uesaka et al., 2022), asi como realizar
predicciones para detectar cambios en la fisiologia y metabolismo (Martin et al., 2021). Nuestro
grupo de investigacion Computo Avanzado a Gran Escala (CAGE), demostr6 que los intrones del
gen PRKN humano contienen elementos de la trascripcion y de la traduccion. Por ejemplo, una
repeticion en tindem en el intrdén 7 o exones cuya traduccién genera dominios para la interaccion
con membranas o la fosforilacién. Sin embargo, se desconoce si algunos de estos elementos
podrian estar en el gen PRKN de otros primates, lo que sugeriria varias hip6tesis a nivel evolutivo,
su participacion en el procesamiento del intrén o su traduccién. Por lo tanto, es necesario la
caracterizacion de los intrones del gen PRKN en otros primates, para determinar con base a su
conservacion la posibilidad de ser empleados como marcadores moleculares de la EP u otras,

ademas de emplearse en estudios de ciencia bésica.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
v’ Establecer la relacién evolutiva de las regiones homologas y variables de los

intrones del gen PRKN en primates para establecer in silico su funcién celular

2.2 Objetivos Especificos
v Determinar in silico la presencia de secuencias especificas de unioén para factores
de la transcripcion (SEUFT) y posibles exones en los intrones del gen PRKN de
genomas de primates reportados en la base de datos GENE del NCBI.
v" Identificar la posible funcién celular de los ARNm generadas por los exones
determinados in silico dentro de los intrones del gen PRKN en primates.

v' Establecer la relacion de hermandad del gen PRKN en el orden Primates.



ANALISIS EVOLUTIVO DEL GEN PRKN EN EL ORDEN PRIMATES 16

3. Competencias

3.1 Competencias cognitivas

v

Genera bases de datos del gen PRKN de primates con base a la fidelidad de
resultados de bases de datos publicas.

Identifica intrones y exones del gen PRKN para las diferentes secuencias de
primates publicadas en bases de datos publicas.

Establece parametros para realizar alineamientos multiples entre las secuencias del
gen PRKN de primates.

Utiliza herramientas bioinformaticas para andlisis evolutivos y moleculares del gen
PRKN de primates.

Comprende modelos evolutivos propuestos para explicar la historia evolutiva del

gen PRKN de primates.

3.2 Competencias actitudinales

v

v

Actualiza aprendizaje para el uso de bases de datos y herramientas bioinformaticas.
Analiza resultados bioinformaticos para dar una explicacion biolégica de forma
critica.

Desarrolla habilidades de escritura para redactar informes cientificos de manera
claray concisa.

Emplea valores éticos y bioéticos para el desarrollo y divulgacion del conocimiento

cientifico.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Obtencion y Caracterizacion de secuencias

Las secuencias de los diferentes taxones de primates que reportaron al gen PRKN y sus
ARNM (incluyendo sus variantes) hasta el 24 de abril del 2023, se obtuvieron de la base de datos
Gene del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) (Geer et al., 2010) por medio
de las siguientes palabras claves: “PRKN” y “Primates”. Posteriormente, se seleccionaron
Unicamente aquellas que no presentaron regiones indeterminadas.

Para cada secuencia del gen, se hizo la delimitacion de intrones y exones con un
alineamiento entre el gen y los ARNm reportados a partir del programa lamassemble (Frith et al.,
2021) a través de su servidor en linea (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index-rawreads.html)
con pardmetros por defecto, y se corroboré manualmente. Las regiones del gen que presentaron
homologia con el ARNm se consideraron como exones; las demas regiones se identificaron como
intrones. Estas posiciones se compararon con las reportadas por la base de datos Gene.

Asi mismo, se hizo una caracterizacion de los dominios estructurales de la proteina PRKN,
a partir de las secuencias de aminoacidos de cada variante, mediante el servidor en linea SMART
(Simple Modular Architecture Research Tool) (Letunic et al., 2021).

4.2 Caracterizacion de la fase de intrones y su estado evolutivo

Con el fin de evidenciar el estado de conservacion de los intrones del gen PRKN en el orden
Primates, se describio la fase de cada intron. Para ello, se realizo un alineamiento mdaltiple entre
las secuencias de la proteina del gen PRKN descrita para primates, mediante el programa ClustalW
(Larkin et al., 2007) en el servidor en linea Kalign (Lassmann, 2020), con los parametros del

modelo de pérdida de ADN (Martinez-Pérez et al., 2007). Posteriormente, se ubico cada



ANALISIS EVOLUTIVO DEL GEN PRKN EN EL ORDEN PRIMATES 18

aminoacido en su respectivo codon, dentro de los diferentes ARNm del gen PRKN para cada taxon
y los criterios de fase se determinaron de acuerdo con lo propuesto por Patthy (1978) (Patthy,
1987).

Los intrones se clasificaron como recientes o antiguos, en base a los criterios propuestos
por Martinez et al., (2009) (Martinez-Pérez et al., 2009). Los intrones que compartian una misma
posicion se consideraron como antiguos y los intrones presentes o ausentes dentro del
alineamiento, se consideraron como recientes.

4.3 Caracterizacion de exones y marcos abiertos de lectura dentro de los intrones del gen
PRKN de Primates

A partir del programa GENSCAN (Burge & Karlin, 1997) en su servidor en linea
(http://hollywood.mit.edu/GENSCAN.html), se identificaron posibles Marcos Abiertos de Lectura
(ORF) y exones dentro de los intrones del gen PRKN en primates. Asi mismo, se obtuvieron las
secuencias de aminoacidos de los posibles ORF, para las cuales se identificaron los posibles
dominios mediante la base de datos PROSITE (Hulo et al., 2006).

4.4 Andlisis filogenético

Las diferentes secuencias del gen PRKN de primates se alinearon mediante la herramienta
lamassemble  (Frith et al., 2021) a través de su servidor en linea
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index-rawreads.html), con pardmetros por defecto. Se
empled el gen PRKN de Mus musculus como grupo externo. Los analisis filogenéticos se realizaron
a traveés del portal en linea CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2015). Para la reconstruccion
filogenética se empled una estimacion acorde a maxima verosimilitud. El analisis de maxima
verosimilitud se realiz6 mediante el programa 1Q-Tree V.2.1.2 (Minh et al., 2020), con un soporte

de ramas basado en una aproximacion de ultra Bootstrap (Hoang et al., 2018) (1000 réplicas) y un
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soporte de ramas individuales basado en SH-aLTR (Anisimova et al., 2011). EI modelo de
sustitucion nucleotidica se calcul6 a partir del programa jModelTest 2 (Darriba et al., 2012). Se
seleccioné GTR+G como modelo de sustitucion a partir del indice de Akaike (AIC). Los demés

parametros se dejaron por defecto.

5. Resultados

5.1 Organizacion estructural del gen PRKN en el orden Primates

Se obtuvieron un total de 34 secuencias del gen PRKN, reportadas para diferentes taxones
del orden Primates, las cuales se distribuyeron de la siguiente manera: la mayoria de las secuencias
pertenecian al suborden Haplorrhini con 3 especies para la familia Hylobatidae, 6 para la familia
Hominidae, 14 para la familia Cercopithecidae, 4 para la familia Cebidae y una especie para las
familias Aotidae y Tarsiidae respectivamente. Para el suborden Strepsirrhini, se reportd
Unicamente una secuencia de el gen PRKN para las siguientes familias: Cheirogaleidae
(Microcebus murinus), Indriidae (Propithecus coquereli), Lemuridae (Lemur catta), Galagidae
(Otolemur garnettii) y Lorisidae (Nycticebus coucang) (Apéndice A). Del total de secuencias, se
seleccionaron 16 (Tabla 1), las cuales no presentaban regiones indeterminadas.

El gen PRKN de las especies seleccionadas presenté un tamafio promedio de 1 300 000 pb
y se encontrd ubicado en los cromosomas 2, 3, 4 0 6 de acuerdo con la especie, excepto por T.

francoisi, especie para la cual no se ha determinado su ubicacion cromosomal (Tabla 1).
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Tabla 1
Especies con la secuencia del gen PRKN completo
Especie Caodigo de Cromosoma Regidn pb
acceso
Callithrix jacchus NC_071445 4 163 974 244 ...165 437 796 1463 553
Gorilla gorilla gorilla NC_073230 6 185491 318 ...186 870493 1379176
Homo sapiens NG_008289 6 161 347 417 ... 162 727 766 1 380 350
Lemur catta* NC_059129 2 141 451 127 ... 142564 438 1113 312
Macaca fascicularis NC 052258 4 158 647 209 ... 160 018 445 1 371 237
Macaca mulatta NC 041757 4 8 030 146 ... 9 397 207 1367 062
Macaca thibetana tibetana NC_065581 4 159 441 106 ... 160 824 171 1 383 066
Microcebus murinus* NC_033665 6 115752192 ...115934 925 182734
Nomascus leucogenys* NC 044383 3 147100 804 ... 148 494 662 1 393 859
Pan paniscus NC_073255 6 179428 720 ... 180 815536 1 386 817
Pan troglodytes NC_072404 6 173407906 ... 174819435 1411530
Pongo abelii* NC_071991 6 162 671 977 ... 164 054 063 1 382 087
Pongo pygmaeus NC_072379 6 163 150 454 ... 164 529929 1379476
Rhinopithecus roxellana NC_044552 4 155438 516 ... 156 834 937 1396 422
Symphalangus syndactylus NC_072424 2 147 448 104 ... 148 845029 1 396 926
Trachypithecus francoisi  NW_02268146 Sin 7755891 ... 9160 787 1404 897
0 determinar

Nota. (*) especies para las cuales se reportd una sola variante.

El gen mostrd una organizacion de intrones y exones relativamente conservada entre las

especies seleccionadas del orden Primates (Figura 1-4). Las posiciones de los exones e intrones

dentro de las secuencias correspondieron con las reportadas por la base de datos Gene del NCBI

para cada variante del gen en los diferentes taxones (Apéndice B)

En promedio, las variantes reportaron entre 10 a 12 exones en total, no obstante, el gen

PRKN de M. murinus, fue el de menor cantidad de exones a comparacién los seleccionados con

un total de 5 exones y 4 intrones (Figura 1).
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Figural

Delimitacién de exones e intrones del gen PRKN en L. catta, M. murinus y C. jacchus
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Nota. Organizacién de exones (barras verticales) e intrones (espacios entre barras
verticales) en variantes de ARNm de Lemur catta, Microcebus murinus y Callithrix jacchus.

Las variantes de las especies indicadas en el grafico mostraron tener una organizacién de
exones e intrones independiente entre si, como se puede observar en la especie Callithrix jacchus,
en donde la disposicion de exones de las variantes de ARNm cambia la cantidad de intrones de
cada gen (Figura 1).

Asi mismo, se evidencia que cada variante ARNm puede tener el mismo exo6n en distintas
posiciones del gen, sin cambiar la estructura organizacional. Esto se puede observar, por ejemplo,
en las variantes de ARNm de las especies de la subfamilia Homininae, y en general, para las
especies que reportan dos 0 mas variantes; donde la posicion del exén se puede desplazar unos
cientos pares de bases, u ocupar un espacio totalmente distinto, como el exén 1 de la variante 7

(V7), de Pan troglodytes (Figura 2).
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Figura 2

Delimitacion de exones e intrones del gen PRKN en la subfamilia Homininae
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Nota. Organizacion de exones (barras verticales) e intrones (espacios entre barras
verticales) en variantes de ARNm de Gorilla gorilla gorilla, Homo sapiens, Pan trglodytes y Pan

paniscus.

Los eventos de aparicion, delecidn o desplazamiento de exones se pueden evidenciar con

mayor claridad conforme aumenta la cantidad de variantes. Tal es el caso de Symphalangus

syndactylus, para la cual se reportan la mayor cantidad de variantes ARNm (12 variantes en total).

Se puede observar la aparicion de exones, como en la variante 6 (\VV6) (caracteristica presente en
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otras especies como: C. jacchus (V1, 2,4y 5), G. gorilla gorilla (V1y V2), M. thibetana thibetana

(\V4), P. paniscus (V3), P. troglodytes (V4) y P. pygmaeus (V4)), asi como una evidente falta de

varios exones en la variante 11 (V11), que cambian la estructura del gen y el tamafio del ARNm

en una misma especie (Figura 3).

Figura 3

Organizacion de exones e intrones del gen PRKN en las especies P. abelii, P. pygmaeus, S.

syndactylus y N. leucogenys
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Nota. Organizacién de exones (barras verticales) e intrones (espacios entre
verticales) en variantes de ARNm de Pongo abelii, Pongo pygmaeus, Symphalangus syndactylus

y Nomascus leucogenys.

barras
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Es de resaltar que las diferencias en el tamafio del gen no se presentan Gnicamente entre

especies de distintas familias, sino que también se da en especies del mismo género, como sucede

con Macaca sp. (Figura 4). Sin embargo, a pesar de la diferencia en el tamafio, la organizacion de

exones e intrones se mantiene casi conservada en las variantes reportadas para las especies de este

género (Figura 4).

Figura 4

Organizacion de exones e intrones del gen PRKN en M. fascicularis, M. mulatta, M. thibetana

thibetana, R. roxellana y T. francoisi
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Nota. Organizacién de exones (barras verticales) e intrones (espacios entre barras
verticales) en variantes de ARNm de Macaca fascicularis, Macaca mulatta, Macaca thibetana

thibetana, Rhinopithecus roxellana y Trachypithecus francoisi.
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A pesar de las evidentes diferencias que existen entre las secuencias del gen PRKN de
primates, se puede observar un patrén de conservacion en la organizacion de exones e intrones,
hacia las regiones media (entre 500 000 y 800 000 pb) y final (>1 200 0000 pb) de la secuencia
del gen, asi como la presencia de un exdn en los nucleétidos de inicio del gen. Esto se explicara
con mayor detalle en el apartado de “Fases y estado de conservacion de los intrones del gen PRKN
en el orden Primates” en la sesion de Resultados.

Por otro lado, las secuencias de ARNm de cada variante corresponden con lo obtenido en
la organizacién de exones e intrones del gen PRKN, es decir, a nivel de ARNm las variantes
presentan diferencias en el tamafio y en la composicion nucleotidica, lo cual es congruente con las
estructuras del gen en los diferentes taxones del orden Primates. Sin embargo, en los ARNm
también se pueden apreciar regiones conservadas entre las diferentes variantes (Apéndice C), lo
cual refleja el patrén de conservacion previamente descrito.

Aunado a lo anterior, la estructura de dominios codificados por dichos ARNm se muestra
igualmente conservada entre las diferentes variantes, las cuales, en su mayoria, presentan un
dominio de ubiquitina (UBQ) en su extremo N-terminal, junto con dos dominios IBR (In-Between-
Ring Fingers) hacia el extremo C-terminal (Figura 5 A-B). Sin embargo, se pueden encontrar
algunas modificaciones estructurales: la ausencia del dominio de ubiquitina, como se puede
evidenciar en la V4 de M. mulatta y la V1 de M. murinus (Figura 5C). Asi mismo, se pudo observar
la ausencia de algin dominio IBR, como en la V4 de C. jacchus.

Como se mencion0 anteriormente, la disposicion de exones cambia el tamafio y la
composicion del ARNm, lo cual puede modificar la secuencia final de aminoacidos. Esto se puede
observar en variantes de especies como M. thibetana thibetana o P. pygmaeus, cuyas variantes 4,

respectivamente, mostraron tener mayor cantidad de pb en su ARNm (Apendice B). Al hacer la
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caracterizacion de dominios estructurales de estas variantes, se pudo observar un desplazamiento
del sitio de ubiquitina con respecto a otras especies que presentaron este dominio
(aproximadamente 50 aminoécidos, Figura 5C). Sin embargo, para otras especies el tamafio del
ARNmM no afectd la estructura de la proteina. Esto se puede corroborar con la V1 de P. abelii, ya
que, aunque su ARNm tiene un tamafio promedio al de otras secuencias de PRKN, la secuencia de
aminoacidos es mas corta en comparacion con otras especies (un total de 316 aminoacidos, en
comparacion con el promedio de 465, Figura 5C). Contrario a lo esperado, la estructura de la
proteina no se ve afectada por el tamafio de su secuencia de aminoacidos, puesto que presenta los
3 dominios estructurales caracteristicos de PRKN. Si bien, para esta especie la cantidad de
amino&cidos no modifico la estructura de la proteina, no sucedi6 lo mismo con M. murinus, ya que
el tener una secuencia del gen tan corta, la cantidad de aminoacidos cambi6 considerablemente en
comparacion con las demas especies (139 aminoécidos). A pesar de esto, se logran obtener los dos

dominios IBR conservados en la mayoria de las variantes.
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Figura 5

Dominios estructurales de Parkin
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Callithrix jaccus V4 uBQ IBR | =
Macaca mulatia V4 IBR IBR
Macaca thibetana thibetana V4 uBaQ IBR IBR
Microcebus murinus V1 IBR jm-[IBR
Pongo abelii V1 usQ IBR IBR
Pongo pyvgmaeus V4 L UBQ IBR IBR

Nota. Caracterizacion estructural de Parkin. (A) Complejo UbcH7-U con RORBR Parkin y
fosfobiquitina. E3-UBQ: E3 Ubiquitina-proteina ligasa Parkin; UBCE2L3: Enzima conjugadora
de ubiquitina E2 L3; UBQ: Ubiquitina; pUBQ: fosfoubiquitina. B-C: Dominios de Parkin
obtenidos en SMART. UBQ: Ubiquitina; IBR: Dominio “In Between Ring fingers”. Los cuadros
fucsias dentro de la secuencia indican dominios no reconocidos.

5.2 Fases y estado de conservacion de los intrones del gen PRKN en el orden Primates
Como se menciond en el apartado anterior, a pesar de las diferencias entre el tamafio,

cantidad de exones e intrones, y organizacién del gen PRKN en el orden de los Primates, se puede

observar un patrdn de conservacion. La caracterizacion de las fases de los intrones del gen PRKN

nos permite ver dicho patrdn, por ejemplo, un intrén de fase 2 presente en la regién media-final
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del gen en todas las variantes de todas las especies (la posicion cambia de acuerdo con el numero
de exones), con excepcion de M. murinus (Figura 6).
Figura 6

Caracterizacion de las fases de intrones de C. jacchus, M. murinus y L. catta
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Nota. Descripcion del tamafio y fase de los intrones delimitados por las variantes de ARNm
en PRKN para Callithrix jacchus, Microcebus murinus y Lemur catta. Morado: fase 0; Rojo: fase
1; Verde: fase 2; Gris: region 5’ no transcrita.

Asi mismo, se puede observar que este intron de fase 2 suele estar acompafiado por 1 o0 2

intrones de fase 0 en su extremo 5°, y un intrén fase 1 hacia el extremo 3’ (Figura 6-9). La presencia
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de uno o dos intrones de fase 0 en el extremo 5’ dependera de la organizacion exon/intrén de la
variante. Por ejemplo, en las variantes 3y 5 de H. sapiens, se puede observar la presencia de un
unico intron fase 0 en el extremo 5” (Figura 7), lo cual, si se compara con la organizacion de exones
e intrones (Figura 2), se identifica la ausencia de lo que seria el intron 5 (si se toma como referencia
la V1) en dichas variantes. Esta caracteristica se puede corroborar al compararla con la variante
X3. A pesar de que esta variante carece de la delimitacion de intrones en el extremo 5’ que
evidencian las demas variantes (es decir, la presencia de lo que seria el exén 2), conserva la
estructura cercana del intrén de fase 2 y, por lo tanto, conserva los dos intrones fase 0 hacia el
extremo 5’ (Figura 7). La presencia de un tnico intron fase 0 hacia el extremo 5’ del intrén fase 2,
se observa en otras especies como P. abelii y S. symphalangus (variante 1 y 11 respectivamente,

Figura 8).
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Figura7
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Caracterizacion de las fases de intrones en la subfamilia Homininae
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Nota. Descripcion del tamafio y fase de los intrones delimitados por las variantes de ARNm
en PRKN para Gorilla gorilla gorilla, Homo sapiens, Pan paniscus y Pan troglodytes. Morado:
fase 0; Rojo: fase 1; Verde: fase 2; Gris: region 5’ no transcrita.

Otra caracteristica que se muestra constante tanto en la organizacion de exones e intrones,

como en la caracterizacion de la fase de intron, es la presencia de un exon en la posicién inicial
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del gen (entre 1y 100 pb), asi como un intron de fase 0 en el extremo 5’ de las secuencias. Cabe
resaltar que, para algunas variantes, la fase del primer y segundo intrén se representan con color
gris (en la leyenda figura 5> UTR). Esto es debido a que presentan una region 5° no traducida (5’
UTR). A pesar de esto, se puede mantiene el intrén de fase 1, en la posicion inmediata a esta
region. Ejemplo de esto se puede ver en las en las especies M. fascicularis (V6), M. mulatta (V4),

M. thibetana thibetana (V3) o R. roxellana (V3) (Figura 9).
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Figura 8

Caracterizacion de las fases de intrones de P. abelii, P. pygmaeus, S. syndactylus y N.

leucogenys
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Nota. Descripcion del tamafio y fase de los intrones delimitados por las variantes de ARNm
en PRKN para Pongo abelii, Pongo pygmaeus, Symphalangus syndactylus y Nomascus
leucogenys. Morado: fase 0; Rojo: fase 1; Verde: fase 2; Gris: region 5’ no transcrita.

Figura 9

Caracterizacion de la fase de intrones de M. fascicularis, M. mulatta, M. thibetana thibetana, R.

roxellana y T. francoisi
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Nota. Descripcion del tamafio y fase de los intrones delimitados por las variantes de ARNm
en PRKN para Macaca fascicularis, Macaca mulatta, Macaca thibetana thibetana, Rhinopithecus
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roxellana y Trachypithecus francoisi. Morado: fase 0; Rojo: fase 1; Verde: fase 2; Gris: region 5’
no transcrita.

5.3 Exones y Marcos Abiertos de Lectura dentro de los intrones del gen PRKN en el orden
Primates

Mediante el programa GENSCAN se lograron obtener Marcos Abiertos de Lectura dentro
de los intrones del gen PRKN en el orden Primates, tanto en sentido positivo (5’ — 3”), como en la
cadena contraria (3’ — 5”). En total, se obtuvieron 1777 ORFs en sentido positivo, los cuales en su
mayoria presentaron una estructura estandar de un marco abierto de lectura: una region promotora,
un exon de inicio y final, exones internos y cola de poliadenilacion (Apéndice D). En menor
proporcién se encontraron ORFs de un solo exon. Asi mismo, se obtuvieron las secuencias de
aminoacidos para cada ORF hallado.

A partir de la base de datos PROSITE, se identificaron los posibles dominios estructurales,
sitios funcionales y familias de proteinas en la mayoria de ORFs predichos en GENESCAN
(Apéndice E), excepto por algunas secuencias de algunos intrones ubicados en la region final de
las secuencias del gen, entre los intrones 8 y 10 de algunas variantes de ARNm (Apéndice D y E).
Los sitios funcionales que se encontraron con mayor frecuencia en los intrones del gen PRKN, se
enlistan en la Tabla 2.

Tabla 2

Sitios funcionales presentes en los intrones del gen PRKN en primates

Sitio funcional Actividad fisiol6gica Referencia
Fosforilacion de la proteina Fosforilacion de residuos de (Yamamoto et al., 1978)
quinasa C serina en histonas H1 y H2B.

Fosforilacion de la proteina Fosforilacion de proteinas (Waldmann et al., 1987)
cinasa dependiente de AMPc  relacionadas en vasopresion.

y GMPc

N-miristoilacién Acilacién de proteinas. (Towler et al., 2003)
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Fosforilacion de la caseina Proliferacion y diferenciacion (Pinna, 1990)

quinasa C celular, y transduccion hormonal.

N-glicosilacion Plegamiento de proteinas, trafico  (Hirata & Kizuka, 2021)
y transduccion de sefiales.

Amidacion Construccion de proteinas. (Barak & Batra, 2021)

Nota. Se mencionan los posibles sitios funcionales determinados a partir de los posibles
ORFs predichos por GENSCAN en los intrones del gen PRKN.

En promedio, el sitio de fosforilacion de la proteina quinasa C fue el mas frecuente entre
las secuencias predichas por GENSCAN, encontrandose en 1658 ORFs (Figura 6). M. murinus fue
la Unica especie para la cual no se encontr6 un sitio de amidacién entre los ORFs de sus intrones.
Cabe resaltar que las cadenas de aminoacidos obtenidas para cada ORF en sentido positivo podian
presentar una o varias de las estructuras mencionadas anteriormente.

Asi mismo, se identificaron dominios especificos para ciertas especies: Perfil de los lugares
de fijacion de las lipoproteinas de membrana procariotas, en C. jacchus; Perfil bipartito de la sefial
de localizacion nuclear y Sitio de hidroxilacion del acido aspéartico y la asparagina, en N.
leucogenys; Perfil del dominio similar a Ig, en R. roxellana; y sefial de la familia MIP, en T.

francoisi (Apéndice E).
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Figura 10
Sitios funcionales identificados en los intrones del gen PRKN en el orden Primates
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Nota. Las cantidades mostradas en la figura 10 hacen referencia a la cantidad de ORFs
predichos que podrian presentar estos sitios, mas no a la cantidad de sitios hallados, ya que en un
OREF se encontraron varias posiciones que pudieran expresar estas estructuras.

5.4 Analisis filogenético del gen PRKN en el orden Primates

Los analisis filogenéticos basados en maxima verosimilitud revelaron relaciones evolutivas
y de hermandad para el gen PRKN en el orden primates, con un soporte de Bootstrap del 100%
para cada rama (Figura 11A-B). Se pueden observar 4 grandes divisiones de hermandad: las
especies P. paniscus, P. troglodytes, G. gorilla gorilla 'y H. sapiens, conforman un grupo hermano.
El siguiente grupo esta conformado por las especies P. abelii y P. pygmaeus, las cuales mantienen
una hermandad con el primer grupo. Como grupo hermano de estos dos clados, se encuentran las
especies N. leucogenys y S. syndactylus, relacionadas entre si. Las especies nombradas conforman
el primer nodo de hermandad (Nodo A).

El siguiente grupo, el cual se relaciona con el nodo previamente descrito esta conformado

por las especies del género Macaca (las cuales conforman un clado), junto con R. roxellanay T.
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francoisi (relacionadas entre si). Este seria el segundo nodo (Nodo B). El tercer nodo (Nodo C),
comprende las especies M. murinus y L. catta, y finalmente, la especie C. jacchus la cual se observa
como una rama independiente (Nodo D). A pesar de que los nodos internos estan bien resueltos,
el arbol presenta una politomia en los nodos mas basales.

Al enraizar el arbol con Mus musculus, se resolvio la politomia presentada anteriormente.
Se logré establecer una relacion de hermandad entre C. jacchus con el clado M. murinus-L. catta.
Este grupo a su vez se relacion6 con el que seria el nodo B, descrito anteriormente. Finalmente, se

recuperan dos grandes clados para el gen PRKN en el orden Primates.
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Figura 11

Relacion filogenética del gen PRKN en el orden Primates
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Nota. (A) arbol filogenético obtenido a partir de una aproximacion de maxima
verosimilitud, sin enraizar. (B) arbol enraizado con Mus musculus como grupo externo. Los
circulos rojos denotan la politomia resuelta. El circulo azul indica la rama resuelta de C. jacchus.
Las imagenes se obtuvieron de Phylopic (https://www.phylopic.org/).
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6. Discusion

Con laimplementacion de herramientas de secuenciacion masiva, se pudieron llevar a cabo
proyectos que permitieron obtener el genoma completo de diferentes especies, por ejemplo, el
Proyecto del Genoma Humano (Craig Venter et al., 2001) el cual cambid la manera de estudiar los
genes en el siglo pasado y abridé una nueva ventana de informacion: el enfoque terapéutico se
volvié un punto fuerte en la secuenciacion de genomas completos, lo que permitié tener un mayor
entendimiento a cerca de la fisiologia de los genes en relacién con diversas patologias (Prokop et
al., 2018).

Hasta la fecha, se han podido caracterizar distintos genomas, como el de Saccharomyces
cerevisiae (Goffeau et al., 1996), Caenorhabditis elegans (The C. elegans Sequencing Consortium,
1998), Drosophila melanogaster (Adams et al., 2000), asi como en organismos cercanos a H.
sapiens, por ejemplo, Pan troglodytes (Mikkelsen et al., 2005). Todo esto se ha logrado gracias al
el mejoramiento en las tecnologias para procesar datos masivos (Burian et al., 2021), asi como la
implementacién de andlisis in silico, que, a pesar de requerir su validacion experimental, han
permitido procesar de manera eficiente la informacién producto de secuenciaciones (Katsonis et
al., 2022).

Esto ultimo se pudo observar para el gen PRKN de los diferentes taxones del orden
Primates que se evaluaron en este proyecto, en donde las variantes V1, V2 y V3 del gen PRKN de
H. sapiens, son las Unicas que tienen estado de “Revisado” en la Base de Datos GenBank (c6digos
de acceso del GenBank: NM_004562, NM_013987, NM_013988); mientras que las demas las
variantes son predicciones que se obtuvieron a partir del programa Gnomon (Thibaud-Nissen et

al., 2013).
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Si bien, en las anotaciones in silico se pueden cometer errores de identificacién o
delimitacién de variantes (Kress et al., 2023; Vihinen, 2023), no dejan de ser una herramienta Gtil
en los analisis genéticos (Abugessaisa et al., 2017; Butkiewicz & Bush, 2016) asi como en otras
areas de la ciencia (Diakou et al., 2022). Tal es el caso para el gen PRKN de humano, el cual ha
sido utilizado en diversos andlisis bioinformaticos e in silico, con el fin de realizar predicciones,
encontrar variantes o establecer alternativas terapéuticas relacionadas con la Enfermedad de
Parkinson (Augusto et al., 2020; Chaudhry et al., 2022; Conceicéo et al., 2017; Kondeva-Burdina
etal., 2022).

Con lo anterior, se podria establecer la posibilidad de que las variantes que se han reportado
en el GenBank correspondan a eventos de empalme alternativo, los cuales tengan implicaciones
en cambios fisioldgicos de los organismos. Es seria un reflejo de la versatilidad que tiene este gen
en los diferentes organismos que lo presentan (Walden & Rittinger, 2018).

Con base a lo anterior, en esta pasantia se buscé indagar en el estado evolutivo del gen
PRKN en el orden de los Primates, para poder establecer relaciones estructurales entre las
diferentes especies, lo cual pueda reforzar el conocimiento actual en ciencia basica y a su vez, sea
utilizado en estudios fisiol6gicos que permitan comprender mejor el desarrollo de la Enfermedad
de Parkinson.

Al observar la organizacion del gen PRKN en los diferentes taxones del orden Primates, es
evidente que existe un patron de conservacion el cual se sustenta en diferentes niveles. Primero,
independientemente de la diferencia entre el tamafio de los genes de las especies, la ubicacion de
los distintos exones en base a los ARNm estimados, mantienen una posicion similar.

Si comparamos la estructura de exones e intrones de las secuencias del gen con la fase de

los intrones, podremos observar este mismo patron de conservacion. Antes se ha de definir la fase
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de un intron. De acuerdo a lo propuesto por Patthy en 1987 (Patthy, 1987), y en base a la teoria
del “barajado de exones”, los intrones presentan 3 fases: la fase 0, en la cual un intrén se encuentra
en medio de dos codones, sin interrumpir su transcripcién; para el caso de las fases 1y 2, el intron
se va a encontrar en medio de un coddn pero en distintas posiciones: el intron fase 1 estara entre
el primer y segundo nucledtido de un coddn, y el intron fase 2 estara entre el segundo y tercer
nucleotido de un coddn (Patthy, 1987).

Con base a esto, existe un intron conservado entre las especies trabajadas en esta pasantia,
que corresponde al intron fase 2 ubicado en la region media del gen. Al observar la delimitacion
de intrones y exones, se observa que, en esta misma region, todas las variantes de ARNm reportan
un exoén, el cual delimita el intron de fase 2 en la region media de la secuencia del gen, a excepcion
de M. murinus. Segn Martinez et al., (2009), los intrones que se mantienen constantes en todas
las variantes y especies se consideran como intrones antiguos (Martinez-Pérez et al., 2009). Por lo
tanto, el intron de fase 2 caracterizado en este trabajo, se identifica como un intrén antiguo. Ahora
bien, si se toma este intron como punto de referencia, se puede observar que el patron de
conservacion a nivel de las fases de los intrones, también se presenta hacia la region 5’ y 3°.

Al observar la region 5°, se puede notar que el intron fase 2 suele estar acompafniado por
uno o dos intrones fase 1, y entre tres y dos intrones fase 0. Si se observa nuevamente la
delimitacién de exones e intrones, se podra notar que, hacia esta region, las variantes reportan una
mayor variacion en cuanto a la posicion de los exones, los cual esta a disposicion del aumento o
disminucion en el numero de exones. Sin embargo, es de notar que el primer intron de todas las
variantes, con excepcion de M. murinus, es de fase 1. Es de resaltar que para algunas variantes se
indica una region 5’ no transcrita, sin embargo, cabe recordar que la definicion de la fase esta dada

por la relacion entre el intron con los codones del ARNm, por lo tanto, estos intrones realmente no
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estan dentro de la delimitacion de fases. Con base a esto, el primer intron de todas las variantes
también se considera como antiguo. Noétese que a diferencia del intron de fase 2, para este intron
la posicion de los exones cambia mucho més entre variantes, sin embargo, se observa el patron de
conservacion.

Para el caso de los demas intrones de esta regidn, debido a que no presentan un patron fijo
ya que la posicion de los exones afecta su presencia o usencia, se clasifican como intrones
recientes. Finalmente, para los intrones hacia la region 3°, se puede observar que tanto las fases
como la estructura del gen se notan conservadas, por lo tanto, los intrones de esta region son
antiguos. Si se tienen estas caracteristicas en cuenta, se nota otro resultado sobresaliente del gen:
la region mas conservada en base a la posicion de exones se halla hacia el extremo 3°, mientras
que la cantidad y posicion de exones en el extremo 5’ es mas variante. Esto podria indicar un
posible crecimiento del gen desde la region 3° hacia la region 5°.

Por otro lado, al caracterizar e identificar estructuras de proteinas, también se puede
evidenciar el patrdon de conservacion, con algunas diferencias. Por ejemplo, la estructura de la
proteina Parkin codificada por cada ARNm de cada especie, se encuentra conformada por el
dominio de ubiquitina y dos dominios IBR en su mayoria. En los casos anteriores se habia
observado, que, si bien la posicion y organizacion de exones cambiaba, las fases de los intrones, y
por ende de los exones, se mantenia constante. Al comparar estos cambios con la proteina,
podemos notar que esta si se ve afectada por la organizacion exones-intrones. Por ejemplo, algunas
variantes reportan la falta de uno de los dominios IBR, las cuales, al revisar la estructura del gen,
se puede observar que los exones de la region final (>1 200 000 pb), se encuentran desplazados
con respecto a otras variantes. De igual forma, al observar la region 5°, en 10s primeros exones, se

puede observar que hay variantes las cuales pierden el sitio de ubiquitina, o, este se desplaza
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alrededor de 50 aminodcidos. A partir de este resultado, se debe resaltar el hecho de que, si bien
la organizacion y el nimero de exones e intrones se mantiene conservado, la estructura del gen
varia, lo cual se puede observar finalmente en la traduccion a proteina. Si se tiene esto en cuenta,
se podria establecer una relacion con las distintas funciones que cumple este gen en los diferentes
tejidos y 6rganos, asi como su estrecha relacion con la aparicion de la EP (Barazzuol et al., 2020;
Barodia et al., 2017; Kamienieva et al., 2023; Pinto et al., 2018).

Lo anterior también se puede observar con las predicciones obtenidas en PROSITE. Se
evidencia que dentro de los intrones de las secuencias del gen PRKN de primates, pueden
encontrarse distintos sitios funcionales, relacionados con varios procesos de regulacion, estructura,
transcripcion, entre otros, que ademas se comparten entre especies. Es de resaltar que los sitios
aqui mencionados no representan el nimero total hallado para todos los intrones, si no que hacen
referencia a la cantidad de ORFs que pueden presentar estos sitios, ya que en los ORFs se pudieron
encontrar varias regiones similares a los distintos sitios, lo cual estaba en funcién del tamafio de la
secuencia.

Si se tiene en cuenta la funcion de Parkin, la caracterizacion de estos dominios, sitios
funcionales y familias de proteinas, refuerzan la idea de que, de acuerdo con cada individuo, la
expresion del gen puede cambiar, independientemente de si este se encuentra conservado incluso
a nivel de orden, y, por lo tanto, las distintas combinaciones de exones que se puedan hallar en un
unico organismo estan en funcion del tamafo del gen. Si se pudiera llevar este analisis a una fase
experimental de laboratorio, muy probablemente se puedan validar los resultados obtenidos en este
trabajo. Sin embargo, cabe recordar que las caracteristicas del gen y su tamafio son variables que

dificultan su validacion en un laboratorio.
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En el anélisis filogenético se puede observar que la politomia del arbol A se resuelve a
partir del grupo externo. Los grupos hermanos obtenidos se pueden comparar con la literatura: en
el arbol sin enraizar se pueden distinguir 3 grandes ramas de las cuales, el nodo Ay el nodo B,
corresponden a un mismo suborden (Haplorrhini). Esto mismo se observa en el arbol enraizado.
Es de resaltar que la subfamilia Homininae se pudo recuperar por completo en ambos arboles. En
esta subfamilia se encuentra ubicada nuestra especie, Homo sapiens, la cual muestra una relacion
de hermandad mas cercana al género Pan, resultado que concuerda con lo reportado por la
literatura (Duda & Zrzavy, 2013) y una agrupacion con el género Gorilla. Sin embargo, la especie
C. jacchus, la cual hace parte del suborden Haplorrhini (Chen et al., 2023), presenta una agrupacion
no acorde a lo que se conoce actualmente de la taxonomia de primates, ya que esta especie se
agrupa con L. catta y M. murinus, las cuales hacen parte del suborden Strepsirrhini (L. F. K.
Kuderna et al., 2023).

Sin embargo, se puede notar la division en dos grandes ramas las cuales corresponderian
al suborden Strepsirrhini y Haplorrhini, aunque es necesario resolver el estado de C. jacchus. Esto
puede estar dado debido a que no se emplearon los otros miembros de la familia Cebidae, de la
cual hace parte C. jacchus, debido a que las secuencias del gen presentaron regiones
indeterminadas. Probablemente este grupo se pueda resolver si se emplean mas miembros cercanos
a C. jacchus que permitan dilucidar su estado. Por otro lado, durante la descripcion de los
resultados y en la discusion, se menciond en gran medida que M. murinus presenta varias
excepciones a lo obtenido en este proyecto. Esto puede estar dado en gran parte por el tamafio de
su secuencia (182 734 pb) la cuél corresponde alrededor del 10% del tamafio promedio del gen
PRKN. Asi mismo, la caracterizacion de su genoma se encuentra en proceso de secuenciacion, por

lo cual presenta regiones ain por determinar.
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Finalmente, durante esta pasantia se trabajo el estado evolutivo del gen PRKN en el orden
Primates, sin embargo, se debe resaltar que la cantidad de taxones empleados no corresponde al
total de especies de este orden. A pesar de esto, los resultados de esta pasantia demuestran la
importancia de la implementacion de herramientas bioinformaticas, anlisis in silico y el acceso a
base de datos publicas, para el estudio de los genes con interés en ciencia bésica, asi como en
ciencia aplicada y terapias génicas. De igual modo, se establece un punto de partida para el estudio
del gen PRKN en el orden de los Primates, con el fin de establecer relaciones evolutivas y
fisioldgicas que permitan comprender la aparicion y desarrollo de la Enfermedad de Parkinson, asi

como en otras patologias que involucren dicho gen.

7. Conclusiones

La Enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo de gran interés debido a
su prevalencia y caracteristicas fisiolOgicas, las cuales estan relacionadas principalmente con el
gen PRKN. Diversos andlisis han permitido establecer una relacion entre PRKN y la EP, sin
embargo, se requieren de estudios comparativos y andlisis bioinformaticos que permitan esclarecer
los procesos fisiolégicos en los que se relaciona PRKN con diversos trastornos como la EP. Con
base en lo anterior, se concluye que el gen PRKN se encuentra conservado entre diferentes grupos
del orden Primates, principalmente hacia la region 3, lo cual se puede observar en la organizacion
de exones e intrones de las diferentes variantes de ARNm. Asi mismo, la caracterizacion de la fase
de los intrones permite corroborar dicho patron y a su vez, definir el estado evolutivo de los
intrones, los cuales mostraron el patron de conservacion: los intrones antiguos se ubicaron hacia

la region 3°, mientras que hacia la region 5° se encuentran intrones recientes.
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Por otro lado, los dominios estructurales de las proteinas generadas por los ARNm de las
variantes presentan mayor variacion a comparacion de la estructura del gen. Por lo cual, a pesar
de que el gen se encuentra conservado en ciertas regiones, la traduccion a proteina puede variar de
acuerdo con la organizacion de exones e intrones. Aunado a lo anterior, se demuestra de manera
in silico, la presencia de Marcos Abiertos de Lectura y exones dentro de los intrones del gen PRKN
en el orden primates, que, junto con lo anterior, permitirian explicar las diferentes caracteristicas
fisiologicas de PRKN, sin embargo, esto requiere de validacion ya sea in vitro o in vivo.

Finalmente, los resultados obtenidos en esta pasantia demuestran la importancia de los
analisis bioinformaticos en areas de ciencia basica y ciencia aplicada. Asi mismo, permiten cumplir

con los objetivos propuestos en este trabajo.

8. Recomendaciones

Se deben validar y caracterizar de manera experimental las variantes de ARNm del gen
PRKN, asi como las distintas estructuras halladas dentro de los intrones. Asi mismo, se deben
implementar herramientas de secuenciacion de tercera generacion y bioinformaticas actuales para
obtener una mayor cantidad de genomas que permitan establecer relaciones evolutivas con un

enfoque terapéutico.
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