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Fundamentos: El proteoma, a diferencia del genoma, se caracteriza por una gran
variabilidad debida principalmente a modificaciones post-traduccionales. Estos
cambios, que pueden tener relevancia funcional y patolégica, no se han estudiado
ampliamente por la dificultad técnica. La antitrombina (AT), principal anticoagulante
endogeno, es una proteina estructuralmente flexible lo que la hace sensible a factores
capaces de modificar sus interacciones moleculares. Hemos observado que dos
modificaciones post-traduccionales implicadas en procesos fisiopatolégicos, oxidacion
y citrulinacion, afectan la conformacién nativa de la AT provocando la pérdida de su
funcién. Sin embargo, hasta el momento no se conoce la base estructural de estos
efectos, ni los residuos implicados.

Objetivo: Estudiarprotedmicamente la oxidacion vy citrulinacion de la AT, y relacionar
los resultados con los cambios conformacionales y funcionales.

Métodos: Oxidamos y citrulinamos in vitro AT purificada, en presenciao ausencia de
heparina. Digerimos la AT con tripsina y los péptidos generados fueron separados por
HPLC y evaluados por espectrometria de masas.

Resultados: ElI método protedmico identific6 Arg citrulinadas por 2 evidencias
consistentes:1) cambio del patrén de digestion (citrulina no es reconocida por la
tripsina), 2) masa de los péptidos generados (citrulina tiene 1U masa mas que la Arg).
La oxidacion de residuos Cys y Met se identificé por cambio de masas (residuos
oxidados tienen 16U masa mas). Ambas modificaciones afectan residuos
estructuralmente expuestos en la molécula de AT, algunos cruciales en la estructura
de la molécula y cuya modificacion podria explicar la polimerizacion que inducen estas
modificaciones. La unién de heparina a la AT protege de forma estérica la modificacion
de residuos proximos al sitio de unién de heparina. Este efecto justifica el papel
protector conformacional de la heparina. Sin embargo, la heparina no sélo no protege
la funcionalidad de la AT ante citrulinacién sino que acelera su inactivacion, ya que
facilita la citrulinacion de la Arg localizada en P1, clave en la funcién inhibitoria, al
exponerla a la enzima PAD.

Discusién: Empleando métodos protedmicos hemoslocalizado en la AT los residuos
dianas de dos modificaciones post-traduccionales con relevancia funcional y
conformacional (oxidacién y citrulinacion) que explicansus consecuencias estructurales
y funcionales. Estos sistemas pueden ser empleados para estudiar otras
modificaciones post-traduccionales de ésta y otras moléculas hemostaticas y pueden
ser herramientas utiles en la busqueda de nuevos marcadores con valor pronéstico.



