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Introduccioén: La trombosis venosa ha sido principalmente estudiada desde el punto
de vista genético. Sin embargo, pueden existir modificaciones post-traduccionales que
afecten la funcionalidad de componentes esenciales del sistema hemostatico, sin
alteraciones genéticas, que podrian ser nuevos factores de riesgo trombético. La
citrulinacién, modificacién post-traduccional catalizada por enzimas, transforma
residuos de arginina (Arg) aminoacido basico) en citrulina (aminoacido neutro). A
pesar de la relevancia de las argininas en proteinas hemostaticas, esta modificacion
ha sido poco estudiada en este contexto. Sin embargo, se ha comprobado que la
enzima PADI 4 es capaz de citrulinar uno de los principales componentes del sistema
hemostatico: la antitrombina (AT).

Objetivo: Demostrar la existencia de AT citrulinada in vivo y caracterizar los efectos
de esta modificacion in vitro.

Métodos: Evaluamos la presencia de AT citrulinada en muestras de liquido sinovial de
pacientes con artritis reumatoide (donde la citrulinacion es un proceso implicado en su
etiologia) y artrosis, mediante inmunoprecipitacion y posterior westernblot con
anticuerpo anti-citrulina. Ademas, AT purificada (nativa y latente) y plasmatica se
trataron con PADI 4 con y sin heparina (Bemiparina) y cloruro calcico. Determinamos
la capacidad funcional (actividad anti-FXa) y caracteristicas conformacionales (geles
de SDS, nativo y urea) de la AT.

Resultados: Identificamos pequenas cantidades de AT citrulinada en liquido sinovial
de pacientes con artritis reumatoide y artrosis. Los estudios in vitro demuestran que
PADI 4 ejerce su accion citrulinante tanto sobre la AT purificada como la plasmatica.
Este efecto es dependiente de calcio y heparina. Nuestros resultados sugieren que la
activacion de la AT por heparina permite la citrulinacién de la Arg del centro reactivo
(posicion P1), lo que provoca la pérdida total de su capacidad inhibitoria, sin
modificaciones conformacionales relevantes. Sin embargo, la incubacion de AT
purificada o plasmatica durante mas tiempo o con mayores dosis de PADI4
probablemente citrulina otras Arg, con importantes modificaciones conformacionales
que culminan en la polimerizacién de la molécula nativa y pérdida de actividad.
Finalmente, observamos que la forma latente también es citrulinada, lo que confirma
que otros residuos ademas del P1 son susceptibles de citrulinacion con PADI4.

Discusion: Mostramos la primera evidencia de que la citrulinacién de la AT se puede
producir en condiciones patologicas. Nuestros resultados demuestran que la
citrulinacion de AT provoca su pérdida de actividad anticoagulante y se asocia con
importantes modificaciones conformacionales. Asi, las condiciones que favorezcan la
liberacion de la enzima PADI4 de monocitos (condiciones inflamatorias) pueden
provocar la citrulinacién de AT con afectacion del balance hemostatico y mayor riesgo
trombdtico





