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Durante el plegamiento intracelular, las serpinas adquieren una conformacién metaestable que
les permite realizar de forma eficaz su actividad inhibitoria de serin proteasas. Agentes des-
naturalizantes y mutaciones pueden inducir la transicién a formas mas estables, polimeros o
latente, que se asocian con desarrollo de diferentes enfermedades. En antitrombina (AT) el
mecanismo de polimerizacién se realiza mediante intercambio de dominios entre monémeros,
similar al de otras enfermedades conformacionales como Parkinson o Alzheimer. En este traba-
jo caracterizamos el efecto conformacional de la mutacién S365L en el gen de AT, identificada
en un paciente con clinica trombdtica severa y deficiencia de AT, que presentaba una reduccién
significativa (52%) de niveles circulantes y dimeros unidos por puente disulfuro en el plasma.
Empleamos un modelo recombinante de células HEK-EBNA transfectadas con AT silvestre
(WT) o con la mutacién S365L, generada mediante mutagénesis dirigida. Los niveles y carac-
teristicas de la AT secretada al medio e intracelular se estudiaron mediante sistemas electrofo-
réticos, inmunofluorescencia y microscopia electrénica. También evaluamos las caracteristicas
funcionales y sensibilidad estructural de las moléculas secretadas.

Resultados: La mutacion S365L se asocia con menor secrecion y mayor retencion intracelular. La
mayoria de la AT secretada forma dimeros cerrados (hiperestables y sin capacidad de progresar)
unidos por puente disulfuro, y una pequefia proporcién de mondémeros. Este monémero no tiene
mayor inestabilidad estructural que el WT, pero es incapaz de inhibir a la trombina y actia como
sustrato. La AT intracelular forma pequefios acimulos asociados con reticulo endoplasmico dilata-
do. Destacamos que la mayoria de la AT intracelular forma polimeros unidos por puente disulfuro.

Conclusiones: La mutacién S365L afecta a un residuo altamente conservado en serpinas que se
localiza en la hebra sSA. Este residuo es clave en la estabilidad conformacional durante el plega-
miento intracelular, aunque no impide el plegamiento nativo de un mondémero no funcional, fa-
vorece la formacién de oligémeros por intercambio de dominio. A diferencia del resto de serpinas,
todos los procesos de oligomerizacion de AT se estabilizan por puente disulfuro. Sélo los dimeros
con una conformacién cerrada son secretados, mientras que los que tienen una conformacién
abierta son capaces de progresar, formar polimeros que no se secretan y posiblemente tengan
capacidad infectiva reclutando AT WT, que explicaria la severidad trombética del paciente.
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