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Resumen

En este trabajo se propone realizar por primera vez en Argentina un analisis proted-
mico por espectrometria de masas de una falange humana con una alteracion ma-
croscopica proveniente de un conjunto arqueolégico recuperado en el sitio Cueva
de Plaza (Chubut, Argentina). Se presentan dos métodos de extraccidon de proteinas
de restos 6seos arqueoldgicos para ser analizadas con un espectrometro de masas.
Ambos métodos permitieron obtener resultados no excluyentes con informacion par-
cialmente redundante y complementaria. Se identificaron proteinas como coldgenos,
fibronectina, proteinas de cartilago, de hueso, de musculo y de sangre y conjuntos de
proteinas asociadas al sistema inmune y a otras vias metabdlicas, en menor cantidad.
Las proteinas identificadas son consistentes con la existencia de un trauma en proceso
de reparacion en el elemento éseo analizado. Rev Arg Antrop Biol 25 (1), 2023. https://
doi.org/10.24215/18536387e062
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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 arqueoldgico Cueva de Plaza (CdP) estd 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 drea que presenta inhumaciones datadas en tiempos recientes (siglos XVIII
y XIX). Dimos con este sitio a raiz de la denuncia de un vecino del area que descubrid
la existencia de estos restos y nos manifesto su preocupacion por su preservacion. Por
ello, realizamos un trabajo de rescate que comprendié la recoleccién de materiales
superficiales y la excavacion de ocho cuadriculas (4m2). Esta intervencion se realizo
en virtud del convenio establecido con la Secretaria de Cultura de la Provincia del
Chubut por el cual se nos autorizé a desarrollar investigaciones arqueoldgicas en este
sector. Se informé de esta accion y de los resultados a los integrantes de la comunidad
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FIGURA 1. Izquierda: mapa de Patagonia Central y su ubicacion en el territorio de Argentina. Derecha:
Detalle de la ubicacién de Cueva de Plaza, a 30km. lineales de la localidad mds cercana, José de San
Martin.
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con quienes se acordaran los pasos futuros. En este trabajo se siguio lo indicado en el

dio de poblaciones humanas actualesy en el Cédigo de Etica Profesional de la Asociacién
de Arqueodlogos Profesionales de la Republica Argentina.

En el sitio se recuperaron restos faunisticos, artefactos liticos, cuentas vitreas y
restos 6seos humanos. Todos estos materiales fueron encontrados dispersos, mez-
clados y sin conformar ninguna estructura (Scheinsohn et al., 2022). En el conjunto
de restos 6seos humanos presentes en el sitio se registraron al menos dos elementos
dseos con alteraciones macroscopicas, una de cardcter congénito y una compatible
con una lesion traumatica (Scheinsohn et al.,, 2022). En este trabajo presentaremos
el analisis arqueoprotedmico de esta Ultima con el fin de aportar a su diagnéstico
diferencial.

Paleoprotedmica 6sea

La matriz proteica del hueso varia tanto entre taxones como entre individuos de
una misma especie. El hueso de los mamiferos es un material compuesto, altamente
complejo, de multiples fases, heterogéneo, viscoeldstico y anisotrépico. Se trata de un
tejido conjuntivo, mineralizado y estructurado en laminillas en el que coexisten célu-
las especializadas en una matriz orgénica y una fase mineral (Currey, 1984; Johnson,
1985; Wheater et al., 1987). El componente mineral del hueso esta formado por calcio,
fosfatos y carbonatos fijados a la materia organica bajo la forma de microcristales de
hidroxiapatita, que rodean las fibras de coldageno (Currey, 1984). La matriz orgénica
esta formada principalmente por proteinas, en su mayoria colagenos, que participan
en laregulacion de la diferenciacion celular y en la integridad y funcién del tejido 6seo
(Young, 2003). Se encuentran ademads otras proteinas como proteoglicanos, proteinas
con acido carboxiglutamico, glucoproteinas, proteinas del plasma y factores de creci-
miento (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006). La historia de vida de cada
individuo y las patologias o lesiones que ha experimentado también suman diversidad
respecto de las proteinas que pueden encontrarse en un determinado hueso. Ademas,
intervienen los cambios fisicos y quimicos que ocurren en los restos 6seos luego de la
muerte de un individuo (ver p. ej. Lyman, 1994).

Como las proteinas tienen un alto potencial de preservacién (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 especimenes 6seos a través de espectrometria de masas (Zooarcheology by
Mass Spectrometry, ZooMS) que fue aplicada tanto a instrumentos (McGrath et al.,
2019) como a fragmentos 6seos arqueoldgicos (Hill et al., 2015). En el caso de los restos
6seos humanos arqueoldgicos, las proteinas han permitido tanto la identificacion de
sexo (Buonasera et al., 2020) como el diagnéstico de enfermedades (Bona et al., 2014;
Warinner et al., 2014, entre otros).

Asi, dado que ciertos estados metabdlicos influencian la presencia y distribucion
de proteinas en restos 6seos humanos (Hasegawa e Ishii, 2020) su identificacion en
muestras arqueolégicas permite asociar sus perfiles proteicos con alteraciones 6seas
observadas macroscopicamente. En el caso que aqui presentamos, consideramos rea-
lizar esta determinacion en tanto podemos garantizar que la coleccién de restos 6seos
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manejo museoldgico (Hendy et al., 2018). Asimismo, la datacién de la que se dispo-

la mano de un individuo adulto, Scheinsohn et al. 2022), la asociacion de los restos
6seos con materiales modernos (como cuentas vitreas) y la presencia de materiales
que normalmente no se conservan en estos contextos (como fragmentos de cuero,
restos de cafa colihue o partes blandas adheridas a los huesos ver Scheinsohn et al.,
2022), indican que estos restos se depositaron a fines del siglo XVIIl o principios del
XIX, por lo que se puede suponer, en principio, una preservaciéon dsea que permitiria
obtener un perfil proteico y correlacionarlo con lesiones 6seas visibles macroscopi-
camente. Para este trabajo, decidimos analizar una falange humana, que presentaba
alteraciones atribuibles a una fractura traumatica (Appleby et al., 2015; Mays, 2018),
ya que en este caso, la respuesta inflamatoria que ocurre desencadena la produccién
local de proteinas (Bue et al., 2020, Epsley et al., 2021). Asi, el perfil proteico de esta
muestra puede ser contrastado con las proteinas esperables a partir de esa condicion
y de esta forma complementar el diagndstico diferencial efectuado por medios tradi-
cionales (Scheinsohn et al., 2022).

MATERIALES Y METODOS
Descripcion del contexto y de la muestra

El conjunto 6seo de Cueva de Plaza exhibe una representacion diferencial de res-
tos en donde predominan elementos de tamafio pequefo, como falanges, costillas
y vértebras, y los craneos enteros estan ausentes: sélo se recuperaron algunos frag-
mentos de boveda craneana, una mandibula entera y un fragmento de maxilar (ver
en Scheinsohn et al., 2022). Se identific6 un nimero minimo de 9 individuos que se
distribuyen en un perfil etario con predominio de subadultos (N=7; 77,8% del total
distribuidos entre un individuo de 6-14,5 anos, dos de 7-9 ainos, uno de 13-14,5 anos,
uno de 13-15,5 afos, uno >16 aios y uno entre 2-6 aios). Los individuos adultos son
jovenes (N=2), dentro del rango de 20-35 afnos. No se pudo determinar sexo en nin-
guno de los individuos debido a la ausencia de elementos diagndsticos. A nivel ge-
neral se detectaron bajas frecuencias de indicadores de estrés metabdlico-sistémico,
ausencia de caries, desgaste y célculo dental en niveles leves/moderados y ausencia
de evidencias macroscopicas de enfermedades crénicas o infecciosas (Scheinsohn et
al., 2022).

La falange seleccionada para el analisis arqueoprotedmico corresponde al pie de
un individuo subadulto de 4-13 afnos con una alteracidon en el sector distal (area arti-
cular y borde lateral). Presenta una ausencia focal de un 10% de la pieza en la epifisis
proximal, a la izquierda del rea articular y la zona inmediatamente inferior (Fig. 2). La
lesion exhibe bordes definidos, sin presencia de espiculas, fisuras o astillas de hueso
cortical o exposicion de tejido esponjoso. El borde correspondiente a la cara plantar
se observa mas definido que el borde de la vista posterior. En el area afectada por
la lesion se observa formacion de hueso nuevo por lo cual se trataria de una lesion
activa al momento del deceso, pero no presenta signos de formacién de callos éseos
o remodelacién. No se evidencia presencia de cloaca ni de invasién en la cavidad de
la médula por lo que no se habria originado alli. La reaccién de tipo peridstica en
la superficie del hueso permite considerarla como antemortem. Sobre esta base, se
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Analisis arqueoproteémico

Se tomaron dos muestras del elemento 6seo, una en la zona lesionada y la otra
en un area préxima (CDPO1 y CDPO02 respectivamente, ver Fig. 2). Se tomaron en
consideracion dos controles: uno que evalue factores diagenéticos implicados en el
tiempo de depositacién (CDP03) y otro que considere diferencias de preservaciéon
entre muestras del mismo sitio (CDP04). CDP03 es una falange primera del pie de una
muestra osteoldgica subactual de Homo sapiens de la coleccién del INAPL (control
diagenético) y CDP04 se obtuvo de un quinto metatarsiano de un adulto procedente
del mismo conjunto 6seo de CdP. En este ultimo caso se seleccioné un adulto para
garantizar que no se trata del mismo individuo que el de CDP0O1 y CDP02 (que es un
subadulto) y, ante la ausencia de falanges, se optd por un metatarsiano para mante-
ner la misma porciéon anatémica.

Para la identificacion de proteinas en la muestra se eligié una estrategia de tipo

FIGURA 2. Primera falange proximal del pie de uno de los individuos subadultos. El circulo de la iz-
quierda sefala el sitio de toma de muestra de CDP02, mientras que el de la derecha corresponde a
CDPO1.
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cantidad de proteinas posibles en una mezcla compleja. Este método consiste en la

y su posterior analisis on line en el espectrometro de masas ESI-Orbitrap por fragmen-
taciéon MSMS. Los espectros de fragmentacién en tandem (MSMS) permiten su identi-
ficacion por comparacién contra determinadas bases de datos y posterior inferencia
de las proteinas que dieron origen a los mismos. Las muestras fueron procesadas bajo
dos protocolos de extraccién diferentes para evaluar su efectividad relativa dado el
caracter exploratorio de este trabajo (HCl y Mix, ver Informacion Suplementaria, Sec-
cion S1). Los datos crudos del andlisis de espectrometria de masas fueron procesa-
dos con el software Proteome Discoverer, version 2.1.1.21 y version 2.2.0.388 (Thermo
Scientific) para la identificacion de proteinas en bases de datos con el algoritmo de
busqueda SEQUEST. Las busquedas se realizaron contra la base de datos de Uniprot
de Homo sapiens (UP000005640, version de diciembre de 2019) digerida in silico con
tripsina. También se realizaron otras busquedas contra bases de datos de Uniprot co-
rrespondientes a mamiferos y a posibles patdégenos humanos. Esta forma de busqueda
permite descartar los contaminantes del entorno, como proteinas del sedimento o mi-
crobiota asociada para que no afecten el resultado (ver también Tabla Suplementaria
S1). La tolerancia de masa del precursor se establecié en 10 ppmy la de los fragmentos
derivados en 0,05 Da. Se establecié como modificacién fija la carbamidometilacion de
cisteinas, como dinamicas la oxidacién de metioninas y de prolinas, y la deamidacién
de arginina como modificacién postraduccional diagenética mas abundante. Las pro-
teinas reportadas corresponden a aquellas identificadas con péptidos de alta confian-
za, tomando en consideracién una tasa maxima de falsos positivos del 1% calculada
mediante el empleo de una estrategia de base de datos inversa.

Generacion de datos para el andlisis proteémico. Se realizaron modificaciones en las
busquedas que normalmente se hacen sobre muestras modernas, en vista de que no
se esperaba obtener el mismo nimero de proteinas 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 utilizo en este trabajo, fue tomar como minimo
dos péptidos de alta confianza para identificar a una proteina (hit). En aquellos casos
en donde el resultado se sostenia con un Unico péptido de alta confianza se hizo una
detallada inspeccién manual de los espectros de MSMS para evaluar su calidad; en
caso de tener una serie de fragmentos de alta calidad, la identificacion fue considerada
valida. Para evitar contaminantes modernos, se tomo la decisién 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 mas detalles ver Informacién Suplementaria, Seccién S1).

Herramientas bioinformaticas

El andlisis arqueoprotedmico en hueso refleja solo una pequena fraccion de la to-
talidad de los procesos metabolicos que tuvieron lugar en las lesiones. Las herramien-
tas bioinformaticas permiten reconstruir esos pasajes metabolicos a partir de listados
incompletos de proteinas. Para ello se utilizé el Protein Analysis Through Evolutionary
Relationships (PANTHER, versiéon 17.0 disponible en http://pantherdb.org/; Thomas et
al., 2022), base de datos curada de familias de genes y proteinas y de sus subfamilias
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tica, forma parte del Gene Ontology Reference Genome Project. Para este caso, de sus

los dos protocolos) bajo las categorias protein class y pathways, a partir de las cua-
les se obtuvieron, para cada listado, sugerencias sobre los procesos biolégicos en los
que podrian haber estado involucradas, asi como las vias en las que se insertan (Miy
Thomas, 2009). También se utilizé Reactome (https://reactome.org), base de datos de
vias bioldgicas que contiene multiples referencias cruzadas con otras bases de datos
(Fabregatetal., 2018; Sidiropoulos et al., 2017) y que proporciona detalles moleculares
de la transduccién de sefales de vias metabdlicas y otros procesos celulares, en for-
ma de una red ordenada de transformaciones moleculares. Esta herramienta permite
reconstruir las rutas metabolicas sin tener todos los componentes, con la ventaja de
contar con una representacion grafica. Cada conjunto de reacciones forma un reacto-
ma propio de cada especie; para este caso se utilizé el de Homo sapiens.

RESULTADOS
Andlisis arqueoproteémico

Como se detallé previamente, se partié del diagnéstico de la alteracion presente en
la falange como una fractura en proceso de reparacion. En la Informacién Suplementa-
ria, Seccion S2 se propone, a partir de la bibliografia, una revisién de lo que sucede a
nivel molecular y celular ante una fractura, para identificar las proteinas intervinientes.
Sin embargo, hay que destacar que esta lesién no habria llegado a completar el proceso
de reparacion.

Andlisis de datos. La Tabla 1 muestra la distribucién de las proteinas coldgenas y no
coldgenas obtenidas por los dos métodos practicados (HCl y Mix) para cada una de las
cuatro muestras. El indice emPAI% es una estimacién de la abundancia relativa de una
proteina en una mezcla compleja. Esta estimacién tiene en cuenta el nimero de pép-
tidos identificados para cada proteina respecto al nimero de péptidos tedricos que
podrian haberse identificado bajo las mismas condiciones de busqueda (Ishihama et
al., 2005). Se observa que los coldgenos representan entre el 83 y 99% de las proteinas
identificadas mientras que, una vez eliminadas queratinas y dermicidina, las proteinas
no coldgenas (PNC en adelante) representan alrededor del 1 0 2%. La preponderancia
de los coldgenos se explica por el tipo de tejido analizado; sin embargo, la sensibilidad
analitica de los procedimientos permite trabajar con estos pequefos porcentajes de
PNC. Las muestras CDP02 con Mix y la CDP03 con HCI 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-
teinas. La Tabla 2 muestra el listado de PNC y coldgenos que obtuvimos en la muestra
CDPO1. El método de HCl arrojé 27 PNCy el de Mix, 31 (Tabla 1). Ambos métodos iden-
tificaron 13 PNC en comun, entre ellas fibronectina, proteinas de cartilago, de hueso,
de musculo 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 HCI. Asi, los métodos funcionaron de manera comple-
mentaria en términos de poder determinar la mayor cantidad de proteinas. Las tablas
correspondientes a las otras muestras se encuentran como Tabla Suplementaria S2 y
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Muestra
Coldgenos PNCs Colagenos 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 04
#3 Hits Nd Nd 12 25
#3 Hits % Nd Nd 25% 52%
#4 empPAI% 97 23 95 05
#4 Hits 5 7 8 10
#4 Hits % 38% 54% 30% 37%

No se muestran queratinas y dermicidina (contaminantes). emPAI% refiere a una medida de la abundancia relativa
de cada proteina en las muestras (véase la explicacion en el texto). “Hit" refiere a cada proteina identificada. Todas
las busquedas con las que esté elaborada esta planilla se hicieron en batch, versus Homo sapiens (diciembre 2019),
con tripsina full, con O en prolina como modificacién variable, deamidacién de asparaginas y glutaminas, con un
péptido de alta confianza como minimo. Nd: datos no disponibles.

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

Al comparar el total de proteinas coldgenas y PNC obtenidas por ambos procedi-
mientos (Tabla Suplementaria S4) se puede observar un conjunto de proteinas comun
a las distintas muestras (en su mayoria relacionadas con el hecho de que se esta ana-
lizando hueso humano) y proteinas especificas a cada muestra. Las dos PNC que se
repiten en las cuatro muestras son la subunidad beta de la ATP sintasa mitocondrial
(proteina del metabolismo basal) y el biglicano. Luego, presentes en tres muestras
(CDPO1, CDP02 y CDP03), estan la subunidad alfa de la ATP sintasa mitocondrial, el fac-
tor derivado del epitelio pigmentario, la dermopontina y la vitronectina. Las muestras
que mas proteinas comparten son la CDPO1 y la CDP03 con 10, seguidas por CDP01y
CDPO02 y por CDP02 y CDP03 con 9y CDP02 y CDP04 que comparten 4.

A pesar de no hallar un patrén claro de distribucién de proteinas en las muestras, la
hipotesis original de considerar la lesion como traumatica se ve apoyada por la presen-
cia de fibronectina en CDPO1 y reforzado en algun grado por la presencia de protrom-
bina, aunque ésta también esta presente en las otras muestras. Ambas proteinas estan
asociadas a lo que sucede a nivel molecular y celular ante una fractura y su reparacion
(Informacién Suplementaria, Seccién S2).

Herramientas bioinformdticas: PANTHER y Reactome. El andlisis de datos con PAN-
THER muestra diferencias al incluir o excluir los colagenos (Tabla 3). De los seis criterios
que ofrece PANTHER para agrupar las proteinas seleccionamos dos de nuestro interés
(Clases de Proteinas y Vias de Sefnalizacién) que indicamos en esta tabla.

ARQUEOPROTEOMICA Y PALEOPATOLOGIA EN CHUBUT n
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» A‘ Revista TABLA 2. Listas de proteinas no coldgenas y colagenos obtenidos con los dos métodos de extraccién para la
Argentina de muestra CDPO1

» | Antropologia

B Biolégica Método HCl
|dentificador Nombre emPAI%
P02452 Collagen alpha-1(l) chain 65,6140
P08123 Collagen alpha-2(l) chain 30,5584
P02458 Collagen alpha-1(ll) chain 1,1059
Q07507 Dermatopontin 0,1465
P02461 Collagen alpha-1(lll) chain 0,0858
015335 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
AOAOAOMT20 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
QONRN5 Olfactomedin-like protein 3 0,0108
E7END6 Vitamin K-dependent protein C 0,0103
Q99715 Collagen alpha-1(XIl) chain 0,0092
HOYMF1 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(XXIl) 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(VIl) chain 0,0014
P15924 Desmoplakin 0,0012
Se destacan en negrita las 26 proteinas identificadas por ambos métodos. Los nombres de las proteinas 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.
R. M. NEME TAUIL ET AL./REV ARG ANTROP BIOL 25(1), 2023. https://doi.org/10.24215/18536387e062 H



» A‘ Revista TABLA 2. Continuacion
Argentina de
» ] Antropologfa Método Mix
P Biologica Identificador Nombre emPAI%
P02452 Collagen alpha-1(l) chain 54,9089
P08123 Collagen alpha-2(l) chain 26,6250
P02458 Collagen alpha-1(ll) chain 3,1099
P02461 Collagen alpha-1(lll) chain 0,3479
P62805 Histone H4 03192
P21810 Biglycan 0,1142
A6NCN2 Putative keratin-87 protein 0,1142
015335 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
pP78381 UDP-galactose translocator 0,0429
pP25705 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-Il 0,0279
P02751 Fibronectin 0,0238
015232 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
AOAOC4DFST COL11A2 0,0127
Q08554 Desmocollin-1 00127
Q99715 Collagen alpha-1(XIl) chain 0,0116
HOYMF1 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 proteinas identificadas por ambos métodos. Los nombres de las proteinas 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.
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» A‘ Revista Si se toman en cuenta los coldgenos, entre 39,30% y 45,88% de las proteinas halla-
Argentina de

» | Antropologia

B Bioldgica con el tipo de tejido que analizamos. Las proteinas de la via de la coagulacion se man-

das en todas las muestras corresponden a la matriz extracelular, lo que es coherente

tuvieron por debajo del 10%, salvo en CDP03 en donde representa un porcentaje un
poco mayor. De todas maneras, la via predominante en todos los casos, alrededor de
un 40%, es la de la sefalizacién por integrina, una superfamilia de glucoproteinas que
participan mayoritariamente en la unién de las células con la matriz extracelular. Al
comparar los resultados totales con aquellos limitados a proteinas no coladgenas en
las cuatro muestras queda claro que los coldgenos aparecen involucrados en una gran
variedad de funciones mas alla de las tipicamente estructurales. La matriz extracelular
no es un tejido inerte y, en ella, la familia de los colagenos tiene diferentes funciones
(Csapo et al., 2020, Ricard-Blum, 2011). En este caso participa, ademas, en la cascada
de coagulacion y en la regulacién de la inflamacion.

Poniendo el foco en las muestras asociadas a la lesién, CDPO1 tiene un 15% de hits
correspondientes a la via de inflamacion mediada por citoquinas y quemoquinas a
diferencia de CDP02, donde esta via estda menos activa y donde la via de la apoptosis
tiene mas peso relativo. Las proteinas que apoyan cada una de estas vias, segun PAN-
THER, estan en la Tabla 4.

En cuanto a los controles, fueron disefiados principalmente para evaluar la calidad
de los métodos ante factores diagenéticos diferenciales. Por lo tanto, no serian rele-
vantes para este andlisis 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 via
de las citoquinas y quemoquinas se presenta en una proporcién similar que en CDPO1
y en la muestra CDP04 destaca el aumento en el peso relativo de la via de sintesis de
ATP.

Las diferencias entre las vias activadas en cada muestra se tornan algo més eviden-
tes si miramos exclusivamente a las PNC. En CDP01 y CDPO2 las proteinas de matriz
extracelular no coldgenas tienen un peso relativo en torno al 15%. En CDPO1, en por-
centajes similares estan las proteinas de adhesién celular. Es notorio que en CDP03 y
CDPO04, a diferencia de CDP01 y CDP02, no se presentan PNC de matriz extracelular.

Reactome en modo Reacfoam permite una visualizacién rapida y general de los
grupos de proteinas en funcién de las vias bioldgicas en las cuales estan involucra-
das (Fig. Suplementaria S1). De todas las muestras es destacable que en CDP02 se
sugiere la activacidon y agregacion de plaquetas, asociadas a una degranu-lacién de
neutréfilos y a la activaciéon de la via del complemento, hecho que podria estar
vinculado a la proximidad de un trauma, como se propuso mas arriba, coherente a su
vez con el incremento de la respiracion en los eritrocitos. El reclutamiento de
neutrofilos y su accién en la inflamacién que sigue al trauma es fundamental para ga-
tillar las respuestas -quimioquinesis, fagocitosis, liberaciéon de quimioquinas, estallido
respiratorio y otras- que conducen tanto a la regeneracién ésea como a la reparacion
de otros tejidos adyacentes (Kovtun et al., 2018, Kovtun et al., 2016). Las cascadas de
complemento y de coagulacion, cuyas sefales se afectan y amplifican mutuamente,
son mediadores centrales en la respuesta aguda al dafo tisular (Satyam et al., 2019). La
degranulacién de neutréfilos y la inflamacion 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 cuestion, ambas desconocidas) no son relevantes a los
fines de este trabajo.

ARQUEOPROTEOMICA Y PALEOPATOLOGIA EN CHUBUT m
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» A‘ Revista TABLA 4. Detalle de las proteinas implicadas en las vias de sefializacidn seleccionadas de la Tabla 3
Argentina de como las mayoritarias y relevantes para CDP01 y CDP02
» | Antropologia
B Bioldgica
CDPO1 CDPO2

P05997, P12111, P05997,
P02452, P02458, P02452,
P20908, Q14055, P02458,
Colagenos P12109, Colagenos P20908,
9 Q14050, P12110, g P25940,
Via de senalizacion Q9971 5,P12107, P20849,
dela integr]na P25940, P20849, P081 23,
P08123, P02461 P02461
Fibronectina P02751 POTE A5A3EO

Actina citoplasmatica P60709

P12111,P02452,

Via de seRalizacion de in- Colagenos P12109,P12110, Coldgeno P02452

flamacion mediada por quimo- Q99715

quinas y citoguinas Acti
| fetna P60709 POTE ASA3EO
citoplasmatica

Protrombina P00734

Cascada de coagulacion Quininégeno P0O1042

Factor de P00740

coagulacioén IX

. P11142,
Apoptosis Heat-shock P17066

DISCUSION

Los dos protocolos de extraccién seguidos en este trabajo nos permitieron obtener
una cierta cantidad de proteinas a partir de las muestras, pero es dificil evaluar su eficien-
cia relativa. Por un lado, la serie de intercambios bioestratindmicos y diagéneticos que
sufrié el elemento 6seo bajo andlisis, con el entorno y la matriz en la que fue depositado,
lleva a esperar una menor cantidad de proteinas de las que se podrian obtener en un
contexto perimortem. Pero por otro lado cada sitio arqueoldgico tiene una historia tafo-
némica particular por lo que es dificil saber cuantas proteinas esperar de una muestra
O6sea como para evaluar las obtenidas en este trabajo. A modo de ejemplo, Sawafugi et
al. (2017) presentaron entre 127 y 175 proteinas 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 metodoldgicas con el nuestro. Tam-
bién los contextos de procedencia son muy distintos, por lo que los factores diagenéticos
intervinientes pudieron afectar diferencialmente a las proteinas (Procopio et al., 2018).
También son diferentes los contextos culturales en el cual transcurrieron las historias de
viday los procesos de salud y enfermedad de cada individuo. Ademés, es sabido que exis-
ten diferencias en cuanto a presencia de proteinas entre los distintos elementos 6seos
bajo andlisis en un mismo individuo (Mickleburgh et al., 2021 sefalaron, por ejemplo,

R. M. NEME TAUIL ET AL./REV ARG ANTROP BIOL 25(1), 2023. https://doi.org/10.24215/18536387e062 m



» A‘ Revista diferencias entre la cresta iliaca y la tibia humana) y también podrian existir diferencias
Argentina de

» | Antropologia

B Bioldgica cién. Todas estas variables deberan ser consideradas a futuro antes de poder avanzar una

relacionadas con la parte del elemento (distal, proximal, etc.) considerada para la extrac-

conclusion 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
esperabamos, 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
CDPO03 que presenta menos proteinas de las esperables en una situacion subactual pero
esto podria 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 evaluacion del diagnéstico de fractura para la lesion
presente en el elemento éseo analizado, los resultados obtenidos permiten apoyar dicha
hipotesis. Esto surge a partir de la didtesis inflamatoria de CDPO01, que estd muy exacer-
bada respecto de la contraparte sin lesién y la importancia de la apoptosis en CDP02. En
este Ultimo caso, como fue observado en ciertos mecanismos de defensa contra pato-
genos y en procesos inflamatorios en hueso (Behar, 2011; Liu y Pope, 2003) las proteinas
asociadas a la apoptosis encontradas en la muestra adyacente a la lesion, obedecerian
a mecanismos celulares para evitar la expansion de la lesion o el proceso inflamatorio
asociado. Finalmente, los resultados de Reactome, al reagrupar los procesos metabdlicos
de otra manera, destacan la degranulacion de neutréfilos en CDP02, lo que la vincularia
con la regeneracién tisular.

CONCLUSIONES

En este trabajo exploratorio se desarrollaron, por primera vez en Argentina, dos mé-
todos de extraccion de proteinas de restos 6seos arqueoldgicos para ser analizadas por
espectrometria de masas (nHPLC-ESI-Orbitrap) que demostraron ser efectivos. Ambos
métodos permitieron obtener resultados no excluyentes entre si, en tanto arrojaron in-
formacion parcialmente redundante y complementaria. Se identificaron proteinas tales
como colagenos, fibronectina, proteinas de cartilago, de hueso, de musculo y de san-
gre, todas coherentes con el tipo de muestra. En menor cantidad fueron identificados
otros conjuntos de proteinas asociadas al sistema inmune y a otras vias metabodlicas. No
se obtuvieron resultados que permitieran afirmar la presencia de algun patdgeno en las
muestras.

Las herramientas bioinformaticas utilizadas, PANTHER y Reactome, permitieron pro-
poner de manera preliminar, en tanto nuestro N es pequefo, algunas hipoétesis en torno
al estado metabdlico del individuo muestreado lo cual refuerza la utilidad del andlisis
protedmico para apoyar el diagnéstico diferencial de alteraciones 6seas. Respecto de la
comparacion entre el analisis paleopatoldgico y el arqueoproteémico, las proteinas en-
contradas en CDP0O1y CDP02 son consistentes con la existencia de un trauma en proceso
de reparacién, mientras que las ausencias se explicarian por la degradacién sufrida por
tratarse de muestras arqueoldgicas. De los resultados en CDP02 surge que podria existir
un gradiente de proteinas asociadas a estrés o inflamacion en zonas préximas a la lesion.
En muestreos futuros la estrategia serd tomar muestras en puntos multiples cada vez mas
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» A‘ Revista alejados de la lesién como para someter a prueba esta hipdtesis. Para mejorar las posi-
Argentina de

» | Antropologia

B Bioldgica la persona que haga los analisis arqueoprotedmicos solo identifique patologias a través

bilidades diagnésticas, consideramos a futuro hacer estudios de simple ciego, en donde

del perfil de proteinas desconociendo cuales son las muestras problema y las muestras
control.

Asi proponemos re muestrear los elementos éseos aqui analizados incluyendo nuevos
criterios de toma de muestras, ademas de incrementar la cantidad de controles e incluir
muestras de otros sitios arqueoldgicos con condiciones diferentes. Uno de los elementos
centrales de estos futuros analisis sera la normalizacion de la cantidad de proteinas, cuya
masa se estimara con geles de poliacrilamida. Ademas, para poder evaluar la efectividad
de los protocolos de extracciéon implementados serd necesario pesar las muestras obte-
nidas. Este factor también llevo a la falta de definicidén de los controles. Por otro lado, los
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cidos, lo cual implica poder determinar situaciones excepcionales a nivel diagenético,
Agradecemos a Horacio Plaza, al

) . . en donde todos los factores intervinientes sean conocidos o tener que trabajar directa-
Instituto Nacional de Antropologia y

Pensamiento Latinoamericano (INAPL)y ~ Mente con muestras subactuales o actuales. Se contempla ademds ampliar la toma de

ala Secretaria de Cultura de la Provincia  muestras para controlar variaciones dentro de un mismo elemento 6seo y entre distintos

de Chubut. A Florencia Gordon y huesos. Con estos nuevos controles y la puesta a punto de esta metodologia, se considera

Tyler O’Brien por responder tan

amablemente a las consultas realizadas,  U€ €stos nuevos analisis arqueoprotedmicos permitirdn expandir y completar el estudio

A Mariana Selva por ayudarnos con el de patologias que fueron determinadas macroscépicamente para llegar a un diagnoéstico
diagnéstico de trauma. mas preciso a través de lineas de evidencia multiples.

LITERATURA CITADA

Alves, P, Arnold, R. J., Novotny, M. V., Radivojac, P, Reilly, J. P, y Tang, H. (2007). Advancement in protein
inference from shotgun proteomics using peptide detectability. Pacific Symposium of Biocompu-
ting, 409-420. https://doi.org/10.1142/9789812772435_0039

Appleby, J., Thomas, R., y Buikstra, J. (2015). Increasing confidence in paleopathological diagnosis-
Application of the Istanbul terminological framework. International Journal of Paleopathology, 8,
19-21. https ://doi.org/10.1016/j.ijpp.2014.07.003

Behar, S. M., Martin, C. J,, Booty, M. G., Nishimura, T,, Zhao, X., Gan, H. X., Divangahi, M., y Remold, H. G.
(2011). Apoptosis is an innate defense function of macrophages against Mycobacterium tubercu-
losis. Mucosal immunology, 4(3), 279-287. https://doi.org/10.1038/mi.2011.3

Bona, A., Papai, Z., Maasz, G., Toth, G. A., Jambor, E., Schmidt, J,, Toth, C,, Farkas, C., y Mark, L. (2014).
Mass Spectrometric Identification of Ancient Proteins as Potential Molecular Biomarkers for
a 2000-Year-Old Osteogenic Sarcoma. Plos One 9(1), e87215. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0087215

Bue, M., Bergholt, N., Kruse Jensen, L., Jensen, H., Seballe, H., Stilling, M., y Hanberg, P. (2020) Inflam-
matory proteins in infected bone tissue — An explorative porcine study, Bone Reports, 13, 100292.
https://doi.org/10.1016/j.bonr.2020.100292

Buonasera, T., Eerkens, J., de Flamingh, A., Engbring, L., Yip, J., Li, H., Haas, R., DiGiuseppe, D., Grant, D.,
Salemi, M., Nijmeh, C,, Arellano, M., Leventhal, A., Phinney, B., Byrd, B., Malhi, R, y Parker, G. (2020).
A comparison of proteomic, genomic, and osteological methods of archaeological sex estimation.
Scientific reports, 10(1), 1-15. https://doi.org/10.1038/541598-020-68550-w

Cappellini, E., Prohaska, A., Racimo, F., Welker, F.,, Pedersen, W., Allentoft, E., Damgaard, P, Gutenbrun-
ner, P, Dunne, J, Hammann,S., Roffet-Salque, M., llardo, M., J. Moreno-Mayar, V., Wang, Y., Sikora,
M., Vinner, L., Cox, J., Evershed, R., y Willerslev, E. (2018). Ancient biomolecules and evolutionary
inference. Annual Review of Biochemistry, 87, 1029-1060. https://doi.org/10.1146/annurev-bio-
chem-062917-012002

R. M. NEME TAUIL ET AL./REV ARG ANTROP BIOL 25(1), 2023. https://doi.org/10.24215/18536387e062 E


https://doi.org/10.1142/9789812772435_0039
https ://doi.org/10.1016/j.ijpp.2014.07.003
https://doi.org/10.1038/mi.2011.3
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0087215
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0087215
https://doi.org/10.1016/j.bonr.2020.100292
https://doi.org/10.1038/s41598-020-68550-w
https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-062917-012002
https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-062917-012002

» A‘ Revista Colgrave, M. L., Allingham, P. G, Tyrrell, K., y Jones, A. (2019). Multiple Reaction Monitoring for the
Argentina de Accurate Quantification of Amino Acids: Using Hydroxyproline to Estimate Collagen Content.

> Antropologia Molecular Biology, 2030, 33-45. https://doi.org/10.1007/978-1-61779-445-2_23
4 Biologica

Currey, J. D. (1984). The Mechanical Adaptation of Bone. Princeton: University Press.

Csapo, R., Gumpenberger, M., y Wessner, B. (2020). Skeletal Muscle Extracellular Matrix - What Do
We Know About Its Composition, Regulation, and Physiological Roles? A Narrative Review.
Frontiers in physiology, 11,253, 1-15. https://doi.org/10.3389/fphys.2020.00253

Epsley, S., Tadros, S., Farid, A., Kargilis, D., Mehta, S., y Rajapakse, C. S. (2021). The effect of inflamma-
tion on bone. Frontiers in physiology, 1695. https://doi.org/10.3389/fphys.2020.511799

Fabregat, A., Jupe, S., Matthews, L., Sidiropoulos, K., Gillespie, M., Garapati, P., Haw, R., Jassal, B.,
Korninger, F., May, B., Milacic, M., Duenas Roca, C., Rothfels, K., Sevilla, C., Shamovsky, V., Shor-
ser, S., Varusai, T., Viteri, G., Weiser, J., Wu, G., Stein, L., Hermjakob, H., y D'Eustachio, P. (2018).
The reactome pathway knowledgebase. Nucleic Acids Research, 46(D1), D649-D655. https://doi.
org/10.1093/nar/gkx1132

Ferndndez-Tresguerres-Hernandez-Gil, I., Alobera Gracia, M. A., del Canto Pingarrén, M., y Blanco Je-
rez, L. (2006). Physiological bases of bone regeneration I. Histology and physiology of bone tis-
sue. Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal, 11,E47-51. http://hdl.handle.net/10550/63573

Hasegawa, T., y Ishii, M. (2020). Visualizing bone tissue in homeostatic and pathological con-
ditions. Proceedings of the Japan Academy, Series B, 96(2), 43-49. https://doi.org/10.2183/
pjab.96.004

Hendy, J., Welker, F., Demarchi, B., Speller, C., Warinner, C., y Collins, M. J. (2018). A guide to ancient
protein studies. Nature Ecology & Evolution, 2(5), 791-799. https://doi.org/10.1038/s41559-018-
0510-x

Hill, R. C,, Wither, M. J., Nemkov, T., Barrett, A., D’Alessandro, A., Dzieciatkowska, M., y Hansen, K. C.
(2015). Preserved proteins from extinct Bison latifrons identified by tandem mass spectrome-
try; hydroxylysine glycosides are a common feature of ancient collagen. Molecular & Cellular
Proteomics, 14(7), 1946-1958. https://doi.org/10.1074/mcp.M114.047787

Hodges, J. A., y Raines, R. T. (2003). Stereoelectronic effects on collagen stability: the dichotomy of
4-fluoroproline diastereomers. Journal of the American Chemical Society, 125(31), 9262-9263.
https://doi.org/10.1021/ja035881z

Ishihama, Y., Oda, Y., Tabata, T, Sato, T., Nagasu, T.,, Rappsilber, J., y Mann, M. (2005). Exponentially
Modified Protein Abundance Index (emPAl) for Estimation of Absolute Protein Amount in Pro-
teomics by the Number of Sequenced Peptides per Protein. Molecular & Cellular Proteomics,
4(9), 1265-1272

Johnson, E. (1985). Current Developments in Bone Technology. Advances in Archaeological Method
and Theory, 8, 157-235. https://doi.org/10.1074/mcp.M500061-MCP200

Kovtun, A., Messerer, D., Scharffetter-Kochanek, K., Huber-Lang, M., e Ignatius, A. (2018). Neutro-
phils in Tissue Trauma of the Skin, Bone, and Lung: Two Sides of the Same Coin. Journal of
immunology research, 8173983, 1-12. https://doi.org/10.1155/2018/8173983

Kovtun A., Bergdolt, S., Wiegner, R., Radermacher, P, Huber-Lang, M., e Ignatius, A. (2016)
The crucial role of neutrophil granulocytes in bone fracture healing. European Cells &
Materials, 25(32), 15262. https://www.researchgate.net/profile/AnnaVikman/publica-
tion/305634678_The_crucial_role_of_neutrophil_granulocytes_in_bone_fracture_healing/
links/57baa5e108ae14f440bd9330/The-crucial-role-of-neutrophil-granulocytes-in-bone-frac-
ture-healing.pdf

Lanigan, T., Mackie, M., Feine, S., Hublin, J. J., Schmitz, R., Wilcke, A., Collins, M., Cappellini, E., Olsen,
J., Taurozzi, A., y Welker, F. (2020). Multi-protease analysis of Pleistocene bone proteomes. Jour-
nal of Proteomics, 228, 103889. https://doi.org/10.1016/j.jprot.2020.103889

Leo, G., Bonaduce, I, Andreotti, A., Marino, G., Pucci, P, Colombini, M. P, y Birolo, L. (2011). Dea-

ARQUEOPROTEOMICA Y PALEOPATOLOGIA EN CHUBUT m


https://doi.org/10.1007/978-1-61779-445-2_23
https://doi.org/10.3389/fphys.2020.00253
https://doi.org/10.3389/fphys.2020.511799
https://doi.org/10.1093/nar/gkx1132
https://doi.org/10.1093/nar/gkx1132
http://hdl.handle.net/10550/63573
https://doi.org/10.2183/pjab.96.004
https://doi.org/10.2183/pjab.96.004
https://doi.org/10.1038/s41559-018-0510-x
https://doi.org/10.1038/s41559-018-0510-x
https://doi.org/10.1074/mcp.M114.047787
https://doi.org/10.1021/ja035881z
https://doi.org/10.1074/mcp.M500061-MCP200
https://doi.org/10.1155/2018/8173983
https://www.researchgate.net/profile/AnnaVikman/publication/305634678_The_crucial_role_of_neutrophil_granulocytes_in_bone_fracture_healing/links/57baa5e108ae14f440bd9330/The-crucial-role-of-neutrophil-granulocytes-in-bone-fracture-healing.pdf
https://www.researchgate.net/profile/AnnaVikman/publication/305634678_The_crucial_role_of_neutrophil_granulocytes_in_bone_fracture_healing/links/57baa5e108ae14f440bd9330/The-crucial-role-of-neutrophil-granulocytes-in-bone-fracture-healing.pdf
https://www.researchgate.net/profile/AnnaVikman/publication/305634678_The_crucial_role_of_neutrophil_granulocytes_in_bone_fracture_healing/links/57baa5e108ae14f440bd9330/The-crucial-role-of-neutrophil-granulocytes-in-bone-fracture-healing.pdf
https://www.researchgate.net/profile/AnnaVikman/publication/305634678_The_crucial_role_of_neutrophil_granulocytes_in_bone_fracture_healing/links/57baa5e108ae14f440bd9330/The-crucial-role-of-neutrophil-granulocytes-in-bone-fracture-healing.pdf
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2020.103889

» A‘ Revista midation at asparagine and glutamine as a major modification upon deterioration/aging of
Argentina de

» | Antropologia

B Bioldgica

proteinaceous binders in mural paintings. Analytical Chemistry, 83(6), 2056-2064. https://doi.
org/10.1021/ac1027275

Liu, H.,y Pope, R. M. (2003). The role of apoptosis in rheumatoid arthritis. Current opinion in pharma-
cology, 3(3), 317-322. https://doi.org/10.1016/51471-4892(03)00037-7

Lyman, R. (1994). Vertebrate Taphonomy. Cambridge: Cambridge University Press.

Mays, S. (2018). How should we diagnose disease in palaeopathology? Some epistemological
considerations. International Journal of Paleopathology, 20, 12-19. https://doi.org/10.1016/j.
ijpp.2017.10.006

McGrath, K., Rowsell, K., St-Pierre, C. G., Tedder, A., Foody, G., Roberts, C., Speller, C., y Collins, M.
(2019). Identifying archaeological bone via non-destructive ZooMS and the materiality of sym-
bolic expression: examples from Iroquoian bone points. Scientific reports, 9(1), 1-10. https://doi.
0rg/10.1038/541598-019-47299-x

Mi, H., y Thomas, P. (2009). PANTHER pathway: an ontology-based pathway database coupled
with data analysis tools. Protein Networks and Pathway Analysis, 563, 123-140. https://doi.org/
10.1007/978-1-60761-175-2_7

Mickleburgh, H. L., Schwalbe, E. C., Bonicelli, A., Mizukami, H., Sellitto, F., Starace, S., Wescott, D., Car-
ter, D., y Procopio, N. (2021). Human Bone Proteomes before and after Decomposition: Inves-
tigating the Effects of Biological Variation and Taphonomic Alteration on Bone Protein Profiles
and the Implications for Forensic Proteomics. Journal of proteome research, 20(5), 2533-2546.
https://doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00992

Nesvizhskii, A. I. (2007). Protein identification by tandem mass spectrometry and sequence data-
base searching. Methods in Molecular Biology, 367, 87-119. https://doi.org/10.1385/1-59745-
275-0:87

Procopio, N., Chamberlain, A. T., y Buckley, M. (2018). Exploring biological and geological age-rela-
ted changes through variations in intra-and intertooth proteomes of ancient dentine. Journal
of proteome research, 17(3), 1000-1013. https://doi.org/10.1021/acs.jproteome.7b00648

Ricard-Blum, S.(2011).The Collagen Family. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 3(1), a004978,
1-19. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a004978

Satyam, A., Graef, E. R., Lapchak, P. H., Tsokos, M. G., Dalle Lucca, J. J., y Tsokos, G. C. (2019). Comple-
ment and coagulation cascades in trauma. Acute medicine & surgery, 6(4), 329-335. https://doi.
org/10.1002/ams2.426

Sawafuji, R., Cappellini, E., Nagaoka, T., Fotakis, A. K., Jersie-Christensen, R. R., Olsen, J. V., Hirata, K.,
y Ueda, S. (2017). Proteomic profiling of archaeological human bone. Royal Society open science,
4(6), 161004. https://doi.org/10.1098/rso0s.161004

Scheinsohn, V., Leonardt, S., Rizzo, F,, Evans, D., Fernandez, M., Hammond, H., Miranda P, Zilio, L.,
Tchilinguirian, P, Maksemchuck S., Kuperszmit N., y Plaza, H. (2022). Practicas funerarias en el
valle del Genoa (Chubut, Argentina) en el Holoceno Tardio final. Un abordaje del sitio Cueva
de Plaza a partir de multiples lineas de evidencias. Intersecciones en Antropologia 23(1), 21-35.
https://doi.org/10.37176/iea.23.1.2022.655

Schmidt-Schultz, T. H., y Schultz, M. (2004). Bone protects proteins over thousands of years: ex-
traction, analysis, and interpretation of extracellular matrix proteins in archeological skeletal
remains. American Journal of Physical Anthropology, 123(1), 30-39. https://doi.org/10.1002/
ajpa.10308

Sidiropoulos, K., Viteri, G., Sevilla, C., Jupe, S., Webber, M., Orlic-Milacic, M., Jassal, B., May, B., Shamo-
vsky, V., Duenas, C., Rothfels, K., Matthews, L., Song, H., Stein, L., Haw, R., D'Eustachio, P, Ping, P,
Hermjakob, H., y Fabregat, A. (2017). Reactome enhanced pathway visualization. Bioinforma-
tics, 33(21), 3461-3467. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btx441

R. M. NEME TAUIL ET AL./REV ARG ANTROP BIOL 25(1), 2023. https://doi.org/10.24215/18536387e062


https://doi.org/10.1021/ac1027275
https://doi.org/10.1021/ac1027275
https://doi.org/10.1016/S1471-4892(03)00037-7
https://doi.org/10.1016/j.ijpp.2017.10.006
https://doi.org/10.1016/j.ijpp.2017.10.006
https://doi.org/10.1038/s41598-019-47299-x
https://doi.org/10.1038/s41598-019-47299-x
https://doi.org/ 10.1007/978-1-60761-175-2_7
https://doi.org/ 10.1007/978-1-60761-175-2_7
https://doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00992
https://doi.org/10.1385/1-59745-275-0:87
https://doi.org/10.1385/1-59745-275-0:87
https://doi.org/10.1021/acs.jproteome.7b00648
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a004978
https://doi.org/10.1002/ams2.426
https://doi.org/10.1002/ams2.426
https://doi.org/10.1098/rsos.161004
https://doi.org/10.37176/iea.23.1.2022.655
https://doi.org/10.1002/ajpa.10308
https://doi.org/10.1002/ajpa.10308
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btx441

» A‘ Revista Thomas, Paul D., Ebert, D., Muruganujan, A. M., Mushayahama, T., Albou, L.-P.,, y Mi, H. (2022) PAN-
Argentina de THER: Making genome-scale phylogenetics accessible to all. Protein Society 31(1), 8-22. https://

» | Antropologia .
B Biolsgica doi.org/10.1002/pro.4218

Warinner, C., Rodrigues, J. F. M., Vyas, R., Trachsel, C., Shved, N., Grossmann, J., Radini, A., Hancock,
Y., Tito, R., Fiddyment, S., Speller, C., Hendy, J., Charlton, S., Luder, H., Salazar-Garcia, D., Eppler, E.,
Seiler, R., Hansen, H., y Cappellini, E. (2014). Pathogens and host immunity in the ancient human
oral cavity. Nature genetics, 46(4), 336-344. https://doi.org/10.1038/ng.2906

Welker, F., Collins, M. J., Thomas, J. A, Wadsley, M., Brace, S., Cappellini, E., Turvey, S., Reguero, M., Gelfo,
J., Kramarz, A., Burger, J., Thomas-Oates, J., Ashford, D., Ashton, P, Rowsell, P, Porter, D., Kessler,
B., Fischer, R.,, Baessmann, C., y MacPheeg, R. D. (2015). Ancient proteins resolve the evolutionary
history of Darwin’s South American ungulates. Nature, 522(7554), 81-84. https://doi.org/10.1038/
nature14249

Welker, F., Ramos-Madrigal, J., Gutenbrunner, P, Mackie, M., Tiwary, S., Rakownikow Jersie-Christensen,
R., Chiva, C,, Dickinson, M., Kuhlwilm, M., de Manuel, M., Gelabert, P, Martinén-Torres, M., Margve-
lashvili, A., Arsuaga, J., Carbonell, E., Marques-Bonet, T., Penkman, K., Sabidé, E., Cox, J., y Cappe-
llini, E. (2020). The dental proteome of Homo antecessor. Nature, 580(7802), 235-238. https://doi.
org/10.1038/541586-020-2153-8

Wheater, P. R, Burkitt, H. G., y Daniels, V. G. (1987). Functional Histology. New York: Churchill Livings-
tone.

Young, M. F. (2003). Bone matrix proteins: more than markers. Calcified Tissue International, 72(1), 2.
https://doi.org/10.1007/500223-002-1017-6

ARQUEOPROTEOMICA Y PALEOPATOLOGIA EN CHUBUT m



https://doi.org/10.1002/pro.4218
https://doi.org/10.1002/pro.4218
https://doi.org/10.1038/ng.2906
https://doi.org/10.1038/nature14249
https://doi.org/10.1038/nature14249
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2153-8
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2153-8
https://doi.org/10.1007/s00223-002-1017-6



