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Resumen
En este trabajo se propone realizar por primera vez en Argentina un análisis proteó-
mico por espectrometría de masas de una falange humana con una alteración ma-
croscópica proveniente de un conjunto arqueológico recuperado en el sitio Cueva 
de Plaza (Chubut, Argentina). Se presentan dos métodos de extracción de proteínas 
de restos óseos arqueológicos para ser analizadas con un espectrómetro de masas. 
Ambos métodos permitieron obtener resultados no excluyentes con información par-
cialmente redundante y complementaria. Se identificaron proteínas como colágenos, 
fibronectina, proteínas de cartílago, de hueso, de músculo y de sangre y conjuntos de 
proteínas asociadas al sistema inmune y a otras vías metabólicas, en menor cantidad. 
Las proteínas identificadas son consistentes con la existencia de un trauma en proceso 
de reparación en el elemento óseo analizado. Rev Arg Antrop Biol 25 (1), 2023. https://
doi.org/10.24215/18536387e062
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Abstract
In this work a proteomic analysis by mass spectrometry of a human phalanx with a mac-
roscopic alteration found in Cueva de Plaza archaeological site (Chubut, Argentina) is 
proposed, representing the first time that such analysis has been carried out on archae-
ological materials in Argentina. Two methods of protein extraction from archaeological 
bone remains are presented and their results were analyzed with a mass spectrometer. 
Both methods yielded non-exclusive, partially redundant and complementary results. 
Collagens, fibronectin, proteins from cartilage, bone, muscle and blood and, to a lesser 
extent, proteins associated with the immune system and other metabolic pathways 
were identified. These proteins are consistent with the existence of a healing trauma 
process in the analyzed bone element. Rev Arg Antrop Biol 25 (1), 2023. https://doi.
org/10.24215/18536387e062

Keywords: proteomics; bioarchaeology; paleopathology; Patagonia

El sitio arqueológico Cueva de Plaza (CdP) está ubicado en el Valle del Genoa, en 
el oeste de la provincia del Chubut, Argentina (Fig. 1). Se trata de uno de los pocos 
sitios del área que presenta inhumaciones datadas en tiempos recientes (siglos XVIII 
y XIX). Dimos con este sitio a raíz de la denuncia de un vecino del área que descubrió 
la existencia de estos restos y nos manifestó su preocupación por su preservación. Por 
ello, realizamos un trabajo de rescate que comprendió la recolección de materiales 
superficiales y la excavación de ocho cuadrículas (4m2). Esta intervención se realizó 
en virtud del convenio establecido con la Secretaría de Cultura de la Provincia del 
Chubut por el cual se nos autorizó a desarrollar investigaciones arqueológicas en este 
sector. Se informó de esta acción y de los resultados a los integrantes de la comunidad 

FIGURA 1. Izquierda: mapa de Patagonia Central y su ubicación en el territorio de Argentina. Derecha: 
Detalle de la ubicación de Cueva de Plaza, a 30km. lineales de la localidad más cercana, José de San 
Martín.
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Mapuche-Tehuelche Valentín Sayhueque de la vecina localidad de Gobernador Costa 
con quienes se acordarán los pasos futuros. En este trabajo se siguió lo indicado en el 
Código Deontológico de la Asociación de Antropología Biológica Argentina para el estu-
dio de poblaciones humanas actuales y en el Código de Ética Profesional de la Asociación 
de Arqueólogos Profesionales de la República Argentina. 

En el sitio se recuperaron restos faunísticos, artefactos líticos, cuentas vítreas y 
restos óseos humanos. Todos estos materiales fueron encontrados dispersos, mez-
clados y sin conformar ninguna estructura (Scheinsohn et al., 2022). En el conjunto 
de restos óseos humanos presentes en el sitio se registraron al menos dos elementos 
óseos con alteraciones macroscópicas, una de carácter congénito y una compatible 
con una lesión traumática (Scheinsohn et al., 2022). En este trabajo presentaremos 
el análisis arqueoproteómico de esta última con el fin de aportar a su diagnóstico 
diferencial.

Paleoproteómica ósea

La matriz proteica del hueso varía tanto entre taxones como entre individuos de 
una misma especie. El hueso de los mamíferos es un material compuesto, altamente 
complejo, de múltiples fases, heterogéneo, viscoelástico y anisotrópico. Se trata de un 
tejido conjuntivo, mineralizado y estructurado en laminillas en el que coexisten célu-
las especializadas en una matriz orgánica y una fase mineral (Currey, 1984; Johnson, 
1985; Wheater et al., 1987). El componente mineral del hueso está formado por calcio, 
fosfatos y carbonatos fijados a la materia orgánica bajo la forma de microcristales de 
hidroxiapatita, que rodean las fibras de colágeno (Currey, 1984). La matriz orgánica 
está formada principalmente por proteínas, en su mayoría colágenos, que participan 
en la regulación de la diferenciación celular y en la integridad y función del tejido óseo 
(Young, 2003). Se encuentran además otras proteínas como proteoglicanos, proteínas 
con ácido carboxiglutámico, glucoproteínas, proteínas del plasma y factores de creci-
miento (Fernández-Tresguerres-Hernández-Gil et al., 2006). La historia de vida de cada 
individuo y las patologías o lesiones que ha experimentado también suman diversidad 
respecto de las proteínas que pueden encontrarse en un determinado hueso. Además, 
intervienen los cambios físicos y químicos que ocurren en los restos óseos luego de la 
muerte de un individuo (ver p. ej. Lyman, 1994). 

Como las proteínas tienen un alto potencial de preservación (Hendy et al., 2018; 
Sawafuji et al., 2017; Schmidt-Schultz y Schultz, 2004, entre otros) han sido utilizadas 
para rastrear las historias evolutivas de ciertas especies (Cappellini et al., 2018; Lani-
gan et al., 2020; Welker et al., 2015, Welker et al., 2020) y para identificar los taxa de 
ciertos especímenes óseos a través de espectrometría de masas (Zooarcheology by 
Mass Spectrometry, ZooMS) que fue aplicada tanto a instrumentos (McGrath et al., 
2019) como a fragmentos óseos arqueológicos (Hill et al., 2015). En el caso de los restos 
óseos humanos arqueológicos, las proteínas han permitido tanto la identificación de 
sexo (Buonasera et al., 2020) como el diagnóstico de enfermedades (Bona et al., 2014; 
Warinner et al., 2014, entre otros).

Así, dado que ciertos estados metabólicos influencian la presencia y distribución 
de proteínas en restos óseos humanos (Hasegawa e Ishii, 2020) su identificación en 
muestras arqueológicas permite asociar sus perfiles proteicos con alteraciones óseas 
observadas macroscópicamente. En el caso que aquí presentamos, consideramos rea-
lizar esta determinación en tanto podemos garantizar que la colección de restos óseos 
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humanos del sitio Cueva de Plaza (CdP) no presenta contaminantes atribuibles a su 
manejo museológico (Hendy et al., 2018). Asimismo, la datación de la que se dispo-
ne (225 ± 33 años AP -AA113831, realizada sobre una primera falange proximal de 
la mano de un individuo adulto, Scheinsohn et al. 2022), la asociación de los restos 
óseos con materiales modernos (como cuentas vítreas) y la presencia de materiales 
que normalmente no se conservan en estos contextos (como fragmentos de cuero, 
restos de caña colihue o partes blandas adheridas a los huesos ver Scheinsohn et al., 
2022), indican que estos restos se depositaron a fines del siglo XVIII o principios del 
XIX, por lo que se puede  suponer, en principio, una preservación ósea que permitiría 
obtener un perfil proteico y correlacionarlo con lesiones óseas visibles macroscópi-
camente. Para este trabajo, decidimos analizar una falange humana, que presentaba 
alteraciones atribuibles a una fractura traumática (Appleby et al., 2015; Mays, 2018), 
ya que en este caso, la respuesta inflamatoria que ocurre desencadena la producción 
local de proteínas (Bue et al., 2020, Epsley et al., 2021). Así, el perfil proteico de esta 
muestra puede ser contrastado con las proteínas esperables a partir de esa condición 
y de esta forma complementar el diagnóstico diferencial efectuado por medios tradi-
cionales (Scheinsohn et al., 2022).

MATERIALES Y MÉTODOS

Descripción del contexto y de la muestra

El conjunto óseo de Cueva de Plaza exhibe una representación diferencial de res-
tos en donde predominan elementos de tamaño pequeño, como falanges, costillas 
y vértebras, y los cráneos enteros están ausentes: sólo se recuperaron algunos frag-
mentos de bóveda craneana, una mandíbula entera y un fragmento de maxilar (ver 
en Scheinsohn et al., 2022). Se identificó un número mínimo de 9 individuos que se 
distribuyen en un perfil etario con predominio de subadultos (N=7; 77,8% del total 
distribuídos entre un individuo de 6-14,5 años, dos de 7-9 años, uno de 13-14,5 años, 
uno de 13-15,5 años, uno >16 años y uno entre 2-6 años). Los individuos adultos son 
jóvenes (N=2), dentro del rango de 20-35 años. No se pudo determinar sexo en nin-
guno de los individuos debido a la ausencia de elementos diagnósticos. A nivel ge-
neral se detectaron bajas frecuencias de indicadores de estrés metabólico-sistémico, 
ausencia de caries, desgaste y cálculo dental en niveles leves/moderados y ausencia 
de evidencias macroscópicas de enfermedades crónicas o infecciosas (Scheinsohn et 
al., 2022).

La falange seleccionada para el análisis arqueoproteómico corresponde al pie de 
un individuo subadulto de 4-13 años con una alteración en el sector distal (área arti-
cular y borde lateral). Presenta una ausencia focal de un 10% de la pieza en la epífisis 
proximal, a la izquierda del área articular y la zona inmediatamente inferior (Fig. 2). La 
lesión exhibe bordes definidos, sin presencia de espículas, fisuras o astillas de hueso 
cortical o exposición de tejido esponjoso. El borde correspondiente a la cara plantar 
se observa más definido que el borde de la vista posterior. En el área afectada por 
la lesión se observa formación de hueso nuevo por lo cual se trataría de una lesión 
activa al momento del deceso, pero no presenta signos de formación de callos óseos 
o remodelación. No se evidencia presencia de cloaca ni de invasión en la cavidad de 
la médula por lo que no se habría originado allí. La reacción de tipo perióstica en 
la superficie del hueso permite considerarla como antemortem. Sobre esta base, se 

ARQUEOPROTEÓMICA Y PALEOPATOLOGÍA EN CHUBUT
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FIGURA 2. Primera falange proximal del pie de uno de los individuos subadultos. El círculo de la iz-
quierda señala el sitio de toma de muestra de CDP02, mientras que el de la derecha corresponde a 
CDP01.

propuso atribuir esta alteración a una fractura, producto de un traumatismo directo 
o indirecto, originado probablemente de manera accidental por aplastamiento o por 
fuerza axial. 

Análisis arqueoproteómico

Se tomaron dos muestras del elemento óseo, una en la zona lesionada y la otra 
en un área próxima (CDP01 y CDP02 respectivamente, ver Fig. 2). Se tomaron en 
consideración dos controles: uno que evalúe factores diagenéticos implicados en el 
tiempo de depositación (CDP03) y otro que considere diferencias de preservación 
entre muestras del mismo sitio (CDP04). CDP03 es una falange primera del pie de una 
muestra osteológica subactual de Homo sapiens de la colección del INAPL (control 
diagenético) y CDP04 se obtuvo de un quinto metatarsiano de un adulto procedente 
del mismo conjunto óseo de CdP. En este último caso se seleccionó un adulto para 
garantizar que no se trata del mismo individuo que el de CDP01 y CDP02 (que es un 
subadulto) y, ante la ausencia de falanges, se optó por un metatarsiano para mante-
ner la misma porción anatómica. 

Para la identificación de proteínas en la muestra se eligió una estrategia de tipo 
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shotgun (Alves et al., 2007; Nesvizhski, 2007) que apunta a la identificación de la mayor 
cantidad de proteínas posibles en una mezcla compleja. Este método consiste en la 
digestión de las proteínas con tripsina, la separación de los péptidos por nano HPLC, 
y su posterior análisis on line en el espectrómetro de masas ESI-Orbitrap por fragmen-
tación MSMS. Los espectros de fragmentación en tándem (MSMS) permiten su identi-
ficación por comparación contra determinadas bases de datos y posterior inferencia 
de las proteínas que dieron origen a los mismos. Las muestras fueron procesadas bajo 
dos protocolos de extracción diferentes para evaluar su efectividad relativa dado el 
carácter exploratorio de este trabajo (HCl y Mix, ver Información Suplementaria, Sec-
ción S1). Los datos crudos del análisis de espectrometría de masas fueron procesa-
dos con el software Proteome Discoverer, versión 2.1.1.21 y versión 2.2.0.388 (Thermo 
Scientific) para la identificación de proteínas en bases de datos con el algoritmo de 
búsqueda SEQUEST. Las búsquedas se realizaron contra la base de datos de Uniprot 
de Homo sapiens (UP000005640, versión de diciembre de 2019) digerida in silico con 
tripsina. También se realizaron otras búsquedas contra bases de datos de Uniprot co-
rrespondientes a mamíferos y a posibles patógenos humanos. Esta forma de búsqueda 
permite descartar los contaminantes del entorno, como proteínas del sedimento o mi-
crobiota asociada para que no afecten el resultado (ver también Tabla Suplementaria 
S1). La tolerancia de masa del precursor se estableció en 10 ppm y la de los fragmentos 
derivados en 0,05 Da. Se estableció como modificación fija la carbamidometilación de 
cisteínas, como dinámicas la oxidación de metioninas y de prolinas, y la deamidación 
de arginina como modificación postraduccional diagenética más abundante. Las pro-
teínas reportadas corresponden a aquellas identificadas con péptidos de alta confian-
za, tomando en consideración una tasa máxima de falsos positivos del 1% calculada 
mediante el empleo de una estrategia de base de datos inversa.

Generación de datos para el análisis proteómico. Se realizaron modificaciones en las 
búsquedas que normalmente se hacen sobre muestras modernas, en vista de que no 
se esperaba obtener el mismo número de proteínas y considerando que se trata de 
muestras vecinas a tejido muscular y cartilaginoso (Colgrave et al., 2019) y parcial-
mente degradadas por el paso del tiempo (Leo et al., 2011). El criterio frecuentemente 
consensuado en la literatura, y que se utilizó en este trabajo, fue tomar como mínimo 
dos péptidos de alta confianza para identificar a una proteína (hit). En aquellos casos 
en donde el resultado se sostenía con un único péptido de alta confianza se hizo una 
detallada inspección manual de los espectros de MSMS para evaluar su calidad; en 
caso de tener una serie de fragmentos de alta calidad, la identificación fue considerada 
válida. Para evitar contaminantes modernos, se tomó la decisión de dejar de lado las 
queratinas y la dermicidina debido a que al estar presentes en la piel y en el cabello 
humanos (Hodges y Raines, 2003) su presencia suele considerarse como contaminante 
(para más detalles ver Información Suplementaria, Sección S1).

Herramientas bioinformáticas

El análisis arqueoproteómico en hueso refleja solo una pequeña fracción de la to-
talidad de los procesos metabólicos que tuvieron lugar en las lesiones. Las herramien-
tas bioinformáticas permiten reconstruir esos pasajes metabólicos a partir de listados 
incompletos de proteínas. Para ello se utilizó el Protein Analysis Through Evolutionary 
Relationships (PANTHER, versión 17.0 disponible en http://pantherdb.org/; Thomas et 
al., 2022), base de datos curada de familias de genes y proteínas y de sus subfamilias 
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relacionadas por su función. De acceso libre en línea y de amplio uso en bioinformá-
tica, forma parte del Gene Ontology Reference Genome Project. Para este caso, de sus 
múltiples posibilidades, se utilizaron las listas de proteínas de cada muestra (sumando 
los dos protocolos) bajo las categorías protein class y pathways, a partir de las cua-
les se obtuvieron, para cada listado, sugerencias sobre los procesos biológicos en los 
que podrían haber estado involucradas, así como las vías en las que se insertan (Mi y 
Thomas, 2009). También se utilizó Reactome (https://reactome.org), base de datos de 
vías biológicas que contiene múltiples referencias cruzadas con otras bases de datos 
(Fabregat et al., 2018; Sidiropoulos et al., 2017) y que proporciona detalles moleculares 
de la transducción de señales de vías metabólicas y otros procesos celulares, en for-
ma de una red ordenada de transformaciones moleculares. Esta herramienta permite 
reconstruir las rutas metabólicas sin tener todos los componentes, con la ventaja de 
contar con una representación gráfica. Cada conjunto de reacciones forma un reacto-
ma propio de cada especie; para este caso se utilizó el de Homo sapiens. 

RESULTADOS

Análisis arqueoproteómico

Como se detalló previamente, se partió del diagnóstico de la alteración presente en 
la falange como una fractura en proceso de reparación. En la Información Suplementa-
ria, Sección S2 se propone, a partir de la bibliografía, una revisión de lo que sucede a 
nivel molecular y celular ante una fractura, para identificar las proteínas intervinientes. 
Sin embargo, hay que destacar que esta lesión no habría llegado a completar el proceso 
de reparación. 

Análisis de datos. La Tabla 1 muestra la distribución de las proteínas colágenas y no 
colágenas obtenidas por los dos métodos practicados (HCl y Mix) para cada una de las 
cuatro muestras. El índice emPAI% es una estimación de la abundancia relativa de una 
proteína en una mezcla compleja. Esta estimación tiene en cuenta el número de pép-
tidos identificados para cada proteína respecto al número de péptidos teóricos que 
podrían haberse identificado bajo las mismas condiciones de búsqueda (Ishihama et 
al., 2005). Se observa que los colágenos representan entre el 83 y 99% de las proteínas 
identificadas mientras que, una vez eliminadas queratinas y dermicidina, las proteínas 
no colágenas (PNC en adelante) representan alrededor del 1 o 2%. La preponderancia 
de los colágenos se explica por el tipo de tejido analizado; sin embargo, la sensibilidad 
analítica de los procedimientos permite trabajar con estos pequeños porcentajes de 
PNC. Las muestras CDP02 con Mix y la CDP03 con HCl no arrojaron resultados signifi-
cativos, probablemente por pérdida de las mismas en alguna etapa del procesamiento 
(Tabla 1).

Ambos métodos, con las excepciones mencionadas, fueron capaces de extraer pro-
teínas. La Tabla 2 muestra el listado de PNC y colágenos que obtuvimos en la muestra 
CDP01. El método de HCl arrojó 27 PNC y el de Mix, 31 (Tabla 1). Ambos métodos iden-
tificaron 13 PNC en común, entre ellas fibronectina, proteínas de cartílago, de hueso, 
de músculo y de sangre. Por el método HCl se pudieron identificar 14 PNC no iden-
tificadas por el método Mix. A la inversa con el método Mix se identificaron 18 PNC 
que no se encontraron con el HCl. Así, los métodos funcionaron de manera comple-
mentaria en términos de poder determinar la mayor cantidad de proteínas. Las tablas 
correspondientes a las otras muestras se encuentran como Tabla Suplementaria S2 y 
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Muestra
Método HCl Método Mix

Colágenos PNCs Colágenos PNCs

#1 emPAI% 97,5 0,6 85 1,6

#1 Hits 16 27 14 31

#1 Hits % 31% 52% 24% 53%

#2  emPAI% 83 1,7 Nd Nd

#2 Hits 9 20 Nd Nd

#2 Hits % 20% 45% Nd Nd

#3  emPAI% Nd Nd 99 0,4

#3 Hits Nd Nd 12 25

#3 Hits % Nd Nd 25% 52%

#4  emPAI% 97 2,3 95 0,5

#4 Hits 5 7 8 10

#4 Hits % 38% 54% 30% 37%

TABLA 1. Resultados agrupados para las cuatro muestras separados por cada método

No se muestran queratinas y dermicidina (contaminantes). emPAI% refiere a una medida de la abundancia relativa 
de cada proteína en las muestras (véase la explicación en el texto). “Hit” refiere a cada proteína identificada. Todas 
las búsquedas con las que está elaborada esta planilla se hicieron en batch, versus Homo sapiens (diciembre 2019), 
con tripsina full, con O en prolina como modificación variable, deamidación de asparaginas y glutaminas, con un 
péptido de alta confianza como mínimo. Nd: datos no disponibles.				  

puede observarse algo similar a lo que se describe aquí. Las tablas con los péptidos 
que justifican cada identificación se encuentran en la Tabla Suplementaria S3.

Al comparar el total de proteínas colágenas y PNC obtenidas por ambos procedi-
mientos (Tabla Suplementaria S4) se puede observar un conjunto de proteínas común 
a las distintas muestras (en su mayoría relacionadas con el hecho de que se está ana-
lizando hueso humano) y proteínas específicas a cada muestra. Las dos PNC que se 
repiten en las cuatro muestras son la subunidad beta de la ATP sintasa mitocondrial 
(proteína del metabolismo basal) y el biglicano. Luego, presentes en tres muestras 
(CDP01, CDP02 y CDP03), están la subunidad alfa de la ATP sintasa mitocondrial, el fac-
tor derivado del epitelio pigmentario, la dermopontina y la vitronectina. Las muestras 
que más proteínas comparten son la CDP01 y la CDP03 con 10, seguidas por CDP01 y 
CDP02 y por CDP02 y CDP03 con 9 y CDP02 y CDP04 que comparten 4.

A pesar de no hallar un patrón claro de distribución de proteínas en las muestras, la 
hipótesis original de considerar la lesión como traumática se ve apoyada por la presen-
cia de fibronectina en CDP01 y reforzado en algún grado por la presencia de protrom-
bina, aunque ésta también está presente en las otras muestras. Ambas proteínas están 
asociadas a lo que sucede a nivel molecular y celular ante una fractura y su reparación 
(Información Suplementaria, Sección S2).

Herramientas bioinformáticas: PANTHER y Reactome. El análisis de datos con PAN-
THER muestra diferencias al incluir o excluir los colágenos (Tabla 3). De los seis criterios 
que ofrece PANTHER para agrupar las proteínas seleccionamos dos de nuestro interés 
(Clases de Proteínas y Vías de Señalización) que indicamos en esta tabla.
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Método HCl

Identificador Nombre emPAI%

P02452 Collagen alpha-1(I) chain 65,6140

P08123 Collagen alpha-2(I) chain 30,5584

P02458 Collagen alpha-1(II) chain 1,1059

Q07507 Dermatopontin 0,1465

P02461 Collagen alpha-1(III) chain 0,0858

O15335 Chondroadherin 0,0735

P08493 Matrix Gla protein 0,0625

Q99983 Osteomodulin 0,0500

P00734 Prothrombin 0,0416

P05997 Collagen alpha-2(V) chain 0,0384

P36955 Pigment epithelium-derived factor 0,0357

C9JB04 WAS/WASL-interacting protein 1 0,0312

Q14055 Collagen alpha-2(IX) chain 0,0262

P20908 Collagen alpha-1(V) chain 0,0214

P51884 Lumican 0,0166

P35713 Transcription factor SOX-18 0,0145

P20849 Collagen alpha-1(IX) chain 0,0138

A0A0A0MT20 EMILIN-1 (Fragment) 0,0138

P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein 0,0138

Q15063 Periostin 0,0112

P04004 Vitronectin OX=9606 GN=VTN PE=1 SV=1 0,0112

P07996 Thrombospondin-1 0,0108

Q9NRN5 Olfactomedin-like protein 3 0,0108

E7END6 Vitamin K-dependent protein C 0,0103

Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain 0,0092

H0YMF1 Aggrecan core protein 0,0089

G3V2W1 Protein Z-dependent protease inhibitor 0,0082

P02748 Complement component C9 0,0082

P00740 Coagulation factor IX 0,0082

K7EPJ4 Cartilage intermediate layer protein 2 0,0075

P12107 Collagen alpha-1(XI) chain 0,0072

P02751 Fibronectin OX=9606 0,0068

P49747 Cartilage oligomeric matrix protein 0,0068

P02768 Albumin 0,0060

P12109 Collagen alpha-1(VI) chain 0,0041

P12110 Collagen alpha-2(VI) chain 0,0041

P12111 Collagen alpha-3(VI) chain 0,0040

Q8NFW1 Collagen alpha-1(XXII) chain 0,0027

P25940 Collagen alpha-3(V) chain 0,0026

A7KAX9 Rho GTPase-activating protein 32 0,0022

P24821 Tenascin 0,0021

Q02388 Collagen alpha-1(VII) chain 0,0014

P15924 Desmoplakin 0,0012

Se destacan en negrita las 26 proteínas identificadas por ambos métodos. Los nombres de las proteínas se man-
tienen en inglés tal cual se encuentran en la base de datos de Uniprot, asociadas a sus respectivos identificadores. 
No se incluyen contaminantes.

TABLA 2. Listas de proteínas no colágenas y colágenos obtenidos con los dos métodos de extracción para la 
muestra CDP01
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Método Mix

Identificador Nombre emPAI%

P02452 Collagen alpha-1(I) chain 54,9089

P08123 Collagen alpha-2(I) chain 26,6250

P02458 Collagen alpha-1(II) chain 3,1099

P02461 Collagen alpha-1(III) chain 0,3479

P62805 Histone H4 0,3192

P21810 Biglycan 0,1142

A6NCN2 Putative keratin-87 protein 0,1142

O15335 Chondroadherin 0,1021

Q07507 Dermatopontin 0,0924

P06702 Protein S100-A9 0,0924

P00734 Prothrombin 0,0833

C9JB04 WAS/WASL-interacting protein 1 0,0808

P61626 Lysozyme C 0,0644

P05997 Collagen alpha-2(V) chain 0,0542

Q14050 Collagen alpha-3(IX) chain 0,0523

Q14055 Collagen alpha-2(IX) chain 0,0495

P20849 Collagen alpha-1(IX) chain 0,0484

P09486 SPARC 0,0459

P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondrial 0,0443

P78381 UDP-galactose translocator 0,0429

P25705 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 0,0368

P49747 Cartilage oligomeric matrix protein 0,0368

P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein 0,0357

P60709 Actin, cytoplasmic 1 0,0290

Q14240 Eukaryotic initiation factor 4A-II 0,0279

P02751 Fibronectin 0,0238

O15232 Matrilin-3 0,0221

P02748 Complement component C9 0,0213

Q9UEW3 Macrophage receptor MARCO 0,0207

P20908 Collagen alpha-1(V) chain 0,0196

P07996 Thrombospondin-1 0,0183

P34931 Heat shock 70 kDa protein 1-like 0,0169

P01042 Kininogen-1 0,0169

Q15063 Periostin 0,0141

A0A0C4DFS1 COL11A2 0,0127

Q08554 Desmocollin-1 0,0127

Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain 0,0116

H0YMF1 Aggrecan core protein 0,0111

P12109 Collagen alpha-1(VI) chain 0,0105

P12110 Collagen alpha-2(VI) chain 0,0105

P12111 Collagen alpha-3(VI) chain 0,0102

K7EPJ4 Cartilage intermediate layer protein 2 0,0094

P24821 Tenascin 0,0055

Q02388 Collagen alpha-1(VII) chain 0,0036

Q5FWF4 DNA annealing helicase and endonuclease ZRANB3 0,0000

Se destacan en negrita las 26 proteínas identificadas por ambos métodos. Los nombres de las proteínas se man-
tienen en inglés tal cual se encuentran en la base de datos de Uniprot, asociadas a sus respectivos identificadores. 
No se incluyen contaminantes.

TABLA 2. Continuación
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Si se toman en cuenta los colágenos, entre 39,30% y 45,88% de las proteínas halla-
das en todas las muestras corresponden a la matriz extracelular, lo que es coherente 
con el tipo de tejido que analizamos. Las proteínas de la vía de la coagulación se man-
tuvieron por debajo del 10%, salvo en CdP03 en donde representa un porcentaje un 
poco mayor. de todas maneras, la vía predominante en todos los casos, alrededor de 
un 40%, es la de la señalización por integrina, una superfamilia de glucoproteínas que 
participan mayoritariamente en la unión de las células con la matriz extracelular.  Al 
comparar los resultados totales con aquellos limitados a proteínas no colágenas en 
las cuatro muestras queda claro que los colágenos aparecen involucrados en una gran 
variedad de funciones más allá de las típicamente estructurales. La matriz extracelular 
no es un tejido inerte y, en ella, la familia de los colágenos tiene diferentes funciones 
(Csapo et al., 2020, Ricard-Blum, 2011). En este caso participa, además, en la cascada 
de coagulación y en la regulación de la inflamación.

Poniendo el foco en las muestras asociadas a la lesión, CdP01 tiene un 15% de hits
correspondientes a la vía de inflamación mediada por citoquinas y quemoquinas a 
diferencia de CdP02, dónde esta vía está menos activa y donde la vía de la apoptosis 
tiene más peso relativo. Las proteínas que apoyan cada una de estas vías, según PAN-
THER, están en la Tabla 4.

En cuanto a los controles, fueron diseñados principalmente para evaluar la calidad 
de los métodos ante factores diagenéticos diferenciales. Por lo tanto, no serían rele-
vantes para este análisis en tanto desconocemos la historia de vida y causa de muerte 
de los individuos de los cuales proceden. Sin embargo, notamos que en CdP03 la vía 
de las citoquinas y quemoquinas se presenta en una proporción similar que en CdP01 
y en la muestra CdP04 destaca el aumento en el peso relativo de la vía de síntesis de 
ATP. 

Las diferencias entre las vías activadas en cada muestra se tornan algo más eviden-
tes si miramos exclusivamente a las PNC. En CdP01 y CdP02 las proteínas de matriz 
extracelular no colágenas tienen un peso relativo en torno al 15%. En CdP01, en por-
centajes similares están las proteínas de adhesión celular. Es notorio que en CdP03 y 
CdP04, a diferencia de CdP01 y CdP02, no se presentan PNC de matriz extracelular. 

Reactome en modo Reacfoam permite una visualización rápida y general de los 
grupos de proteínas en función de las vías biológicas en las cuales están involucra-
das (Fig. Suplementaria S1). de todas las muestras es destacable que en CdP02 se 
sugiere la activación y agregación de plaquetas, asociadas a una degranu-lación de 
neutrófilos y a la activación de la vía del complemento, hecho que podría estar 
vinculado a la proximidad de un trauma, como se propuso más arriba, coherente a su 
vez con el incremento de la respiración en los eritrocitos. El reclutamiento de 
neutrófilos y su acción en la inflamación que sigue al trauma es fundamental para ga-
tillar las respuestas -quimioquinesis, fagocitosis, liberación de quimioquinas, estallido 
respiratorio y otras- que conducen tanto a la regeneración ósea como a la reparación 
de otros tejidos adyacentes (Kovtun et al., 2018, Kovtun et al., 2016). Las cascadas de 
complemento y de coagulación, cuyas señales se afectan y amplifican mutuamente, 
son mediadores centrales en la respuesta aguda al daño tisular (Satyam et al., 2019). La 
degranulación de neutrófilos y la inflamación mediada por quimoquinas y citoquinas 
también se presentan en CdP03, pero como se trata de un control que hace a factores 
diagenéticos, estos resultados (que pueden relacionarse con la historia de vida y causa 
de muerte del individuo en cuestión, ambas desconocidas) no son relevantes a los 
fines de este trabajo.
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CDP01 CDP02

Via de señalización
de la integrina

Colágenos

P05997, P12111, 
P02452, P02458, 
P20908, Q14055, 

P12109, 
Q14050, P12110, 
Q99715,P12107, 
P25940, P20849, 
P08123, P02461

Colágenos

P05997, 
P02452, 
P02458, 
P20908, 
P25940, 
P20849, 
P08123, 
P02461

Fibronectina P02751 POTE A5A3E0

Actina citoplasmatica P60709

Vía de señalización de in-
flamación mediada por quimo-

quinas y citoquinas

Colágenos
P12111, P02452, 
P12109, P12110, 

Q99715
Colágeno P02452

Actina
citoplasmática

P60709 POTE A5A3E0

Cascada de coagulación

Protrombina P00734

Quininógeno P01042

Factor de
coagulación IX

P00740

Apoptosis Heat-shock
P11142, 
P17066

TABLA 4. Detalle de las proteínas implicadas en las vías de señalización seleccionadas de la Tabla 3 
como las mayoritarias y relevantes para CDP01 y CDP02

DISCUSIÓN

Los dos protocolos de extracción seguidos en este trabajo nos permitieron obtener 
una cierta cantidad de proteínas a partir de las muestras, pero es difícil evaluar su eficien-
cia relativa. Por un lado, la serie de intercambios bioestratinómicos y diagéneticos que 
sufrió el elemento óseo bajo análisis, con el entorno y la matriz en la que fue depositado, 
lleva a esperar una menor cantidad de proteínas de las que se podrían obtener en un 
contexto perimortem. Pero por otro lado cada sitio arqueológico tiene una historia tafo-
nómica particular por lo que es difícil saber cuántas proteínas esperar de una muestra 
ósea como para evaluar las obtenidas en este trabajo. A modo de ejemplo, Sawafugi et 
al. (2017) presentaron entre 127 y 175 proteínas por muestra, cada una de ellas obtenida 
de 8 costillas de sendos individuos procedentes de un cementerio japonés fechado en-
tre 1657-1683. Pero ese trabajo presenta diferencias metodológicas con el nuestro. Tam-
bién los contextos de procedencia son muy distintos, por lo que los factores diagenéticos 
intervinientes pudieron afectar diferencialmente a las proteínas (Procopio et al., 2018). 
También son diferentes los contextos culturales en el cual transcurrieron las historias de 
vida y los procesos de salud y enfermedad de cada individuo. Además, es sabido que exis-
ten diferencias en cuanto a presencia de proteínas entre los distintos elementos óseos 
bajo análisis en un mismo individuo (Mickleburgh et al., 2021 señalaron, por ejemplo, 
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diferencias entre la cresta ilíaca y la tibia humana) y también podrían existir diferencias 
relacionadas con la parte del elemento (distal, proximal, etc.) considerada para la extrac-
ción.  Todas estas variables deberán ser consideradas a futuro antes de poder avanzar una 
conclusión respecto de la eficiencia de los dos protocolos empleados. 

Otro factor a considerar son los controles llevados a cabo en este trabajo. CDP04 (con-
trol diagenético) presenta un panorama diferencial respecto de CDP01 y CDP02, como 
esperábamos, pero no es posible evaluar si esas diferencias solo se explican por estar 
estos huesos en distintos sectores del sitio o hay otros factores implicados ya que se trata 
de un individuo correspondiente a un grupo etario distinto. Un caso similar ocurre con 
CDP03 que presenta menos proteínas de las esperables en una situación subactual pero 
esto podría deberse a la historia de vida de este individuo, que desconocemos, como a la 
historia formacional del contexto en donde fue obtenido, que también es desconocida. 
Todo nos lleva a pensar, entonces, en qué debemos precisar e incrementar la variabilidad 
de controles en trabajos futuros.

Ahora bien, en lo que hace a la evaluación del diagnóstico de fractura para la lesión 
presente en el elemento óseo analizado, los resultados obtenidos permiten apoyar dicha 
hipótesis. Esto surge a partir de la diátesis inflamatoria de CDP01, que está muy exacer-
bada respecto de la contraparte sin lesión y la importancia de la apoptosis en CDP02. En 
este último caso, como fue observado en ciertos mecanismos de defensa contra pató-
genos y en procesos inflamatorios en hueso (Behar, 2011; Liu y Pope, 2003) las proteínas 
asociadas a la apoptosis encontradas en la muestra adyacente a la lesión, obedecerían 
a mecanismos celulares para evitar la expansión de la lesión o el proceso inflamatorio 
asociado. Finalmente, los resultados de Reactome, al reagrupar los procesos metabólicos 
de otra manera, destacan la degranulación de neutrófilos en CDP02, lo que la vincularía 
con la regeneración tisular.

CONCLUSIONES 

En este trabajo exploratorio se desarrollaron, por primera vez en Argentina, dos mé-
todos de extracción de proteínas de restos óseos arqueológicos para ser analizadas por 
espectrometría de masas (nHPLC-ESI-Orbitrap) que demostraron ser efectivos. Ambos 
métodos permitieron obtener resultados no excluyentes entre sí, en tanto arrojaron in-
formación parcialmente redundante y complementaria. Se identificaron proteínas tales 
como colágenos, fibronectina, proteínas de cartílago, de hueso, de músculo y de san-
gre, todas coherentes con el tipo de muestra. En menor cantidad fueron identificados 
otros conjuntos de proteínas asociadas al sistema inmune y a otras vías metabólicas. No 
se obtuvieron resultados que permitieran afirmar la presencia de algún patógeno en las 
muestras.

Las herramientas bioinformáticas utilizadas, PANTHER y Reactome, permitieron pro-
poner de manera preliminar, en tanto nuestro N es pequeño, algunas hipótesis en torno 
al estado metabólico del individuo muestreado lo cual refuerza la utilidad del análisis 
proteómico para apoyar el diagnóstico diferencial de alteraciones óseas. Respecto de la 
comparación entre el análisis paleopatológico y el arqueoproteómico, las proteínas en-
contradas en CDP01 y CDP02 son consistentes con la existencia de un trauma en proceso 
de reparación, mientras que las ausencias se explicarían por la degradación sufrida por 
tratarse de muestras arqueológicas. De los resultados en CDP02 surge que podría existir 
un gradiente de proteínas asociadas a estrés o inflamación en zonas próximas a la lesión. 
En muestreos futuros la estrategia será tomar muestras en puntos múltiples cada vez más 
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alejados de la lesión como para someter a prueba esta hipótesis. Para mejorar las posi-
bilidades diagnósticas, consideramos a futuro hacer estudios de simple ciego, en donde 
la persona que haga los análisis arqueoproteómicos solo identifique patologías a través 
del perfil de proteínas desconociendo cuáles son las muestras problema y las muestras 
control.

Así proponemos re muestrear los elementos óseos aquí analizados incluyendo nuevos 
criterios de toma de muestras, además de incrementar la cantidad de controles e incluir 
muestras de otros sitios arqueológicos con condiciones diferentes. Uno de los elementos 
centrales de estos futuros análisis será la normalización de la cantidad de proteínas, cuya 
masa se estimará con geles de poliacrilamida. Además, para poder evaluar la efectividad 
de los protocolos de extracción implementados será necesario pesar las muestras obte-
nidas. Este factor también llevó a la falta de definición de los controles. Por otro lado, los 
controles también debieran ser elegidos reduciendo a un mínimo los factores descono-
cidos, lo cual implica poder determinar situaciones excepcionales a nivel diagenético, 
en donde todos los factores intervinientes sean conocidos o tener que trabajar directa-
mente con muestras subactuales o actuales. Se contempla además ampliar la toma de 
muestras para controlar variaciones dentro de un mismo elemento óseo y entre distintos 
huesos. Con estos nuevos controles y la puesta a punto de esta metodología, se considera 
que estos nuevos análisis arqueoproteómicos permitirán expandir y completar el estudio 
de patologías que fueron determinadas macroscópicamente para llegar a un diagnóstico 
más preciso a través de líneas de evidencia múltiples. 
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