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RESUMEN
La estimacion del intervalo post mortem (IPM) resulta todo un desafio, mas aun
cuando se enmarca en contextos forenses que requieren establecer la data de
muerte de restos en etapas tardias de descomposicion. Actualmente, las
investigaciones tafondmicas buscan proporcionar marcadores que permitan
desarrollar estimaciones precisas y objetivas, de manera tal que sean admisibles
en los procesos judiciales. En dicho esfuerzo, los estudios de degradacion
proteica han resultado prometedores. La presente investigacion exploré las
dindmicas del proteoma de osamentas humanas a distintos IPM en términos de
diversidad y abundancia, a fin de evaluar si estas son informativas para la
estimacion de la data de muerte en restos 6seos. Para ello se tomaron muestras
de tejido cortical de costillas y tibias de 15 individuos masculinos con edades
entre 20 a 50 afios provenientes de contextos cadavéricos y de resacas de
cementerio, cuyos IPM corresponden a <1 afio, 15 afios y 20 afios en muestras
de costillas, y con IPM de 15 y 20 afos para muestras de tibias. Los resultados
proteGmicos indican que muestras tempranas (IPM<1 afio) exhiben una mayor
diversidad y abundancia de proteinas que muestras tardias (IPM=15 y 20 afios),
identificando 7 proteinas discriminantes entre ambos IPM. Se observé que otras
7 proteinas siguen un decaimiento gradual y progresivo en su abundancia que se
correlaciona significativamente con el aumento del IPM. A su vez, se evidencio
gue las propiedades estructurales de las proteinas como el peso molecular y

composicidbn aminoacidica podrian ser cruciales para la preservacion post

XVi



mortem. Se sugiere ademas que el uso de péptidos semitripticos refleja mejor la
degradacion del proteoma en los analisis de espectrometria que los péptidos

tripticos.

Palabras claves: Protedmica forense, intervalo post mortem, restos 6seos, perfil

proteémico y candidatos proteicos.
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ABSTRACT
The estimation of the post-mortem interval (PMI) is a difficult task, even more so
when it is framed in forensic contexts that require establishing the date of death
of remains in late stages of decomposition. Currently, taphonomic research seeks
to provide markers that allow the development of precise and objective estimates,
so that they are admissible in legal proceedings. In this effort, protein degradation
studies have shown promise. The present investigation explored the dynamics of
the proteome of human skeletal remains at different PMI in terms of diversity and
abundance, in order to assess whether these are informative for the estimation of
the date of death in skeletal remains. For this purpose, samples of cortical tissue
from ribs and tibia were taken from 15 male individuals aged 20 to 50 years old
from cadaveric contexts and from cemetery remains, whose PMIs correspond to
<1 year, 15 years and 20 years in rib samples, and with PMIs of 15 and 20 years
for tibia samples. Proteomic results indicate that early samples (PMI<1 year)
exhibit a higher diversity and abundance of proteins than late samples (PMI=15
and 20 years), identifying 7 discriminating proteins between both PMI. Another 7
proteins were observed to follow a gradual and progressive decay in abundance
that correlates significantly with increasing PMI. In turn, it was evidenced that
protein structural properties such as molecular weight and amino acid
composition could be crucial for post-mortem preservation. It is further suggested
that the use of semi-tryptic peptides better reflects proteome degradation in

spectrometric analysis than tryptic peptides.
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Key words: Forensic proteomics, postmortem interval, skeletal remains,

proteomic profile and proteomic candidates.
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1. INTRODUCCION

1.1. El Intervalo Post mortem.

El intervalo post mortem (IPM) corresponde al rango de tiempo que transcurre
desde la muerte de un individuo hasta el descubrimiento de su cadaver (Amendt
et al., 2011). Durante este periodo, el cuerpo humano atraviesa por una serie de
cambios fisicos, quimicos y biolégicos que dan pie a la descomposicion
cadavérica, la cual supone un desarrollo continuo que implica procesos de

autolisis y putrefaccion (Fiedler & Graw, 2003).

Lee Goof (2009) ha descrito 5 estadios de descomposicion que comienzan
inmediatamente tras la muerte celular, conocidos como reciente, de distencién,
decaimiento, post-decaimiento y fase esquelética. La primera etapa expresa
cambios post mortem asociados a procesos fisicos y quimico como las livideces
y el enfriamiento cadavérico, asi como también la rigidez y espasmos
cadavericos (Vargas, 1999). Lo que es sucedido por procesos autoliticos, donde
las bacterias anaerdbicas presentes en el intestino y en otras partes del cuerpo,
comienzan a digerir los tejidos, provocando una acumulacién de gases que
generan una inflamacion en la zona del abdomen y le dan al cadaver un aspecto
de hinchazon. Una vez que la barrera epitelial cede, las cavidades corporales
guedan expuestas, permitiendo la liberacion de los gases al ambiente y la
colonizacion de los restos por parte de larvas, dipteros y bacterias, donde

finalmente los tejidos blandos como musculo, piel y cartilago se degradan por



completo, quedando el cadaver reducido Unicamente a restos 6seos (Lee Goof,

2009; Powers, 2005; Vargas, 1999).

Estos cambios post mortem estarian influenciados por factores bioticos y
abidticos, al igual que por factores intrinsecos y extrinsecos, como lo es la
temperatura ambiente, la humedad, el pH del entorno de deposito, el tipo de
suelo, microorganismos exogenos, insectos, fauna carrofiera, caracteristicas
individuales del cadaver, por ejemplo, la masa corporal, la temperatura corporal,
la microbiota enddgena, el sexo, la edad, etc. De modo que la descomposicién
del cadaver es el reflejo de un proceso ecoldégico dinamico (Hyde et al, 2015;

Sacco et al., 2022).

Es precisamente este gran dinamismo, ocasionado por la compleja asociacién
entre la multiplicidad de factores que interfieren en el proceso de
descomposicion, lo que dificulta determinar de manera exacta la data muerte de
un individuo, por lo que la estimacién del intervalo post mortem corresponde a
uno de los problemas méas desafiantes de resolver para las ciencias forenses

(Luna-Maldonado, 2010).

La precision en las estimaciones depende principalmente de dos factores
interrelacionados, en primer lugar, del tiempo transcurrido desde la muerte y, por
otro lado, de las metodologias existentes para su aproximacion. En la actualidad,
las técnicas mas frecuentes para determinar el IPM se centran en los cambios en

términos de temperatura, excitabilidad muscular, ultraestructura de tejidos y la



variacion de sustancias bioquimicas en fluidos como el humor vitreo, sangre,
fluido pericardico, entre otros (Hostiuc et al., 2017). Cabe sefalar que el uso de
estos parametros de forma individual, son propensos a inducir errores en la
estimacion, por lo que se trabajan de manera conjunta para aumentar su
precision. Sin embargo, su aplicabilidad se encuentra limitada al estadio reciente,
pudiendo ser utilizadas sélo hasta cerca de las 36 horas post mortem, ya que la
estimacion del IPM se torna aun mas dificil cuanto mas avanzado se encuentre

el estado de descomposicion del cadaver (Hostiuc et al., 2017).

Se ha demostrado que los métodos empleados en la estimacién de intervalos de
hasta 24 horas alcanzan cerca de un 90% de precisidon, lo que se reduce
drasticamente al 50% cuando se trata de IPM entre 1 a 5 afios, fecha a la que,
por lo general, el cadaver estara reducido a restos 6seos (Sun et al., 2013). Lo
cual supone una gran problematica, ya que la identificacion precisa y rapida de
restos humanos, muchas veces depende del intervalo post mortem, sobre todo,
para precisar si los restos humanos hallados son de interés arqueoldgico o

forense (Schmidt et al., 2022).

En el caso de investigaciones de muertes por homicidio, muertes sospechosas u
otras muertes prematuras, la estimacion de una ventana de tiempo entre la
muerte y el hallazgo del cadaver proporciona informacién relevante en términos
legales, ya que permite acotar el momento exacto de la muerte y con ello,

determinar los eventos que rodean el fallecimiento, asi como también, situar a las



posibles personas involucradas, verificar las declaraciones de testigos, limitar el
namero de sospechosos Y filtrar evidencia decisiva para los procesos judiciales
(Madea, 2016; Salam et al.,, 2012; Sangwan et al., 2021). Por otro lado, la
estimacion del IPM es de gran utilidad al momento de evaluar la posible
prescripcion de un delito, que en el caso de la legislacion chilena se sefiala en el
Articulo 94 del Codigo Penal, que la accién penal prescribe a los 15 afios
“respecto de los crimenes a los que la ley impone pena de presidio, reclusion o
relegacion perpetuos” y a los 10 afos “respecto de los demas crimenes” (Codigo
Penal de la Republica de Chile, 1874). Por ende, es fundamental avanzar hacia

la estimacion del intervalo post mortem con mayor precision.

1.2. Metodologias para la Estimacién del Intervalo Post mortem.

Los desafios en torno a la estimacién del intervalo post mortem en términos de
precision, no sélo se restringen a las variaciones inducidas por las condiciones
de depdsito y caracteristicas propias de cada individuo, sino que también se
vinculan con los métodos y la capacidad tecnoldgica disponible para el andlisis

de los distintos tipos de muestras (Ciaffi et al., 2018).

Mientras que para el periodo post mortem temprano, es decir, cuando aun se
encuentran presentes los tejidos blandos, existen métodos cualitativos y
cuantitativos de estimacion, que analizan los parametros ya mencionados como
el descenso de la temperatura corporal, la rigidez cadavérica, ciertas alteraciones

oculares e incluso datos circunstanciales. En tanto, en aquellas etapas post



mortem intermedias y tardias, caracterizadas por un avanzado estado de
descomposicion cadaveérica, aun no se desarrollan metodologias estandarizadas
para su estimacion (Pittner et al., 2020). Lo anterior, se debe a que después de
semanas y meses posteriores a la muerte, la putrefaccion del cadaver avanza de
tal manera que las metodologias tradicionales ya no son aplicables producto del

importante deterioro de los tejidos circundantes (Swift, 2006).

En estas etapas, casi la Unica evidencia material disponible corresponde a restos
0seos, tejido que ha demostrado ser muy resistente al paso del tiempo y cambios
post mortem, por lo que la mayoria de los analisis en investigaciones de IPM
tardios se basan en el examen del material 6seo (Buckley, 2019). No obstante,
la datacién a partir de elementos esqueléticos se torna una tarea aun mas dificil,
dado los complejos procesos de degradacion quimicos, fisicos y biolégicos que
ocurren entre los huesos y el ambiente de depdsito en el que se encuentran

(Ortiz-Herrero et al., 2021; Schmidt et al., 2022).

Actualmente, existen dos tipos de metodologias para la estimacion del IPM en
restos 6seos. Por un lado, estan aquellos métodos basados en el analisis
morfologico de estructuras, que observan la presencia o ausencia de ligamentos,
nivel de grasa asociada y otras materias organicas (Behrensmeyer, 1978). En
tanto, otros estudios se centran en factores intrinsecos de la estructura 0sea y
sus cambios vinculados a procesos quimicos y fisicos post mortem. Schmidt y

cols., (2022) sefiala que, hasta la fecha, las técnicas aplicadas en osamentas



para fines de estimacion de IPM incluyen el examen histologico, métodos de
espectroscopia UV-Vis, mediciones de radioisotopos, reaccion
quimioluminiscente del luminol, estudios de difraccibn de rayos X, de
espectroscopia infrarroja, microtomografia computarizada, analisis de la pérdida
de nitr6geno y evaluacion de la degradaciéon de compuestos organicos como

lipidos, proteinas y ADN.

Metodologias que, en general, suponen la destruccién de la muestra y que,
ademas, se ven limitadas debido a la complejidad que supone la obtencion de
osamentas humanas para los estudios tafondmicos, por lo que este tipo de
investigaciones son acotadas en términos de tamafio muestral y condiciones de
disefio (Pittner et al., 2020). Por ende, muchas de las investigaciones sobre
descomposicion humana han debido emplear sustitutos animales, como ratones
y cerdos, siendo estos ultimos, los ejemplares predilectos dada ciertas similitudes
en cuanto al tejido tegumentario, proporciones corporales y comunidades
microbianas intestinales relacionadas con una dieta omnivora (Catts & Goff,
1992; Micozzi, 1986). Sin embargo, los resultados de estos estudios deben
tomarse con precaucion, ya que existen diferencias respecto al comportamiento

gue sigue la descomposicion humana (Connor et al., 2018).

Se ha sefalado que el enfoque mas prometedor para alcanzar estimaciones que
sean confiables, precisas y ampliamente aplicables en la estimacion de intervalos

post mortem tardios, hace referencia con disponer de un abanico de



metodologias que se acomoden a las distintas condiciones que exhiben los
restos humanos y los contextos ambientales en el proceso de descomposicion,
seleccionando aquel que sea mas acorde a las caracteristicas y demandas de

cada caso en particular (Pittner et al., 2020).

En este sentido, dada la compleja asociacién entre los factores que intervienen
en la descomposicion cadavérica, sumado a la pérdida de los puntos de analisis
por los procesos propios de degradacion y la falta de métodos cuantitativos para
estimaciones de IPM tardios (Wescott, 2018), existe la necesidad de buscar
nuevos indicadores y metodologias de analisis complementarias a las ya
existentes, que sean capaces de proveer estimaciones de IPM mas precisas y
acotadas. Sobre todo, si se considera que el desarrollo de nuevas metodologias
para la estimacion de este parametro es de gran relevancia para las
investigaciones de caracter forense (Choi et al., 2019), cuya aplicabilidad se
extiende a contextos de diversa indole como desastres masivos, desaparicion
forzada, crimenes de lesa humanidad, trata de personas, feminicidios, etc. No
obstante, los campos de accién de la estimacion del IPM alcanzan a cualquier

investigacion vinculada a la datacion de restos humanos.

1.3. ProteOmica Forense en la Estimacion de IPM tardios.
Si bien los trabajos mas conocidos dentro de las investigaciones de caracter
forense estan basados en el analisis del ADN, el estudio del proteoma se ha

posicionado como una herramienta innovadora y poderosa para subsanar



carencias de las técnicas tradicionales, siendo considerado como uno de los
recursos que al igual que la secuenciacion gendmica, es capaz de proporcionar

una alta especificidad molecular (Merkley et al., 2019; Diaz et al., 2019).

Siguiendo esta linea, la proteémica se ha vuelto una herramienta prometedora
en términos forenses, encontrando recientemente una gran aplicabilidad en la
estimacion del IPM por medio de la potencial identificacibn de marcadores
proteicos altamente resistentes al paso del tiempo (Buckley, 2019). Distintos
estudios han sugerido que la degradacién post mortem de ciertas proteinas
podria correlacionarse negativamente con el tiempo transcurrido desde la muerte
de un individuo, lo que eventualmente permitiria la estimacién del IPM (Bonicelli
et al., 2022a; Mickleburgh et al., 2021; Pérez-Martinez et al., 2017; Prieto-Bonete
et al., 2019; Procopio et al., 2017; Procopio et al., 2018).Dichos estudios sobre la
degradacion proteica y su correlacion con el IPM han tenido un aumento
significativo durante la dltima década (Zissler et al., 2020). Sin embargo, la
mayoria de las investigaciones se centran en el analisis del IPM temprano e
intermedio con periodos que abarcan desde horas hasta 4 semanas post mortem,
y s6lo 9 estudios desde el 2001 al 2021, trabajan con tiempos post mortem
tardios, que comprenden desde meses hasta afios transcurrida la muerte, en

donde los restos alcanzan la etapa de esqueletizacion (Sacco et al., 2022).

En contextos de IPM tardios, los restos 6seos han demostrado ser una buena

alternativa para la extraccion de proteinas, las que posteriormente, son factibles



de analizar mediante técnicas como la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS/MS) (Bonicelli et al., 2022a; Pérez-Martinez et
al., 2017; Prieto-Bonete et al., 2019; Procopio et al., 2021). Una técnica analitica
moderna que permite reconocer secuencias peptidicas y la identificacion de
proteinas con un gran nivel de precision y sensibilidad, a partir de lo que se
conoce como protedmica ascendente, en donde una proteina es convertida a
péptidos por medio de digestion proteolitica, los que luego son separados por
cromatografia liquida e ionizados antes de ingresar al espectrémetro, permitiendo
tanto la identificacion de las proteinas en funcién de la relacibn masa/carga, como
la determinacion de la abundancia conforme a la intensidad de los iones

peptidicos (Xie et al., 2011; Parker et al., 2021).

Gracias a esta técnica se identifica la riqueza protedmica y se cuantifican las
abundancias relativas de las proteinas presentes, seleccionando aquellas
proteinas que resulten de interés dada su correlacion negativa con el aumento
del IPM (Bonicelli et al., 2022a; Bonicelli et al., 2022b; Mickleburgh et al., 2021,

Mizukami et al., 2020; Procopio et al., 2018).

La literatura disponible permite aseverar que las proteinas 0seas, principalmente
las proteinas colagenas, se preservan de manera eficiente (Wadsworth &
Buckley, 2014). Algunas proteinas colagenas y no colagenas tienen una mayor
resistencia en el tiempo en comparacion con otras moléculas como el ADN

(Pérez-Martinez et al., 2017). Se cree que estas proteinas estan protegidas de la



degradacion en osamentas debido a su asociacion con la matriz Osea
(Mickleburgh et al., 2021; Procopio et al., 2018). Por lo tanto, los restos 6seos
son una valiosa fuente de informacion en investigaciones forenses, y uno de los
tejidos mas interesantes para el estudio de la descomposicion del proteoma dada

su prolongada preservacion post mortem (Zissler et al., 2020; Duong et al., 2021).

1.4. Caracteristicas de la Composicion Osea y su Aplicabilidad a la
Protedmica.

Los huesos son un tipo de tejido conjuntivo especializado que no s6lo cumplen
funciones de soporte mecéanico, sino que también estan involucrados en la
produccion de células sanguineas y el depésito de minerales (Marieb, 2008).
Estan constituidos por tejido compacto o cortical y un tejido esponjoso o
trabecular. Ambos, se expresan de manera continua en todos los tipos de hueso,
aunque la proporcion de cada uno de estos tejidos es variable segun las
necesidades y caracteristicas intrinsecas de cada pieza 6sea (Matrtini et al., 2009;

White & Folkens, 2005).

El tejido compacto presenta una organizacion clara y definida en estructuras
conocidas como osteonas, es menos poroso que su contraparte trabecular, y esta
presente bajo el periostio de todos los huesos, formando parte fundamental de la
diafisis de huesos largos (Tortora & Derrickson, 2011). Por otro lado, el tejido
esponjoso se organiza en laminas irregulares conocidas como trabéculas, y a

diferencia del cortical, es irrigado directamente de la sangre circulante préxima a
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las cavidades medulares, a su vez se caracteriza por ser mas ligero y se dispone
mayoritariamente en las epifisis de huesos largos y zonas internas de los huesos

(Marieb, 2008; Tortora & Derrickson, 2011), tal como se observa en la Figura 1.

Osteonas

Trabecular

Figura 1. Tipos de tejido 6seo y su distribucién en el hueso. Esquematizacion de un corte en
hueso largo donde es posible observar el tejido cortical en la zona diafisiaria y externa del hueso,
mientras que el tejido trabecular se distribuye a lo largo de la cavidad medular. En detalle se
muestra la disposicién ordenada en osteonas que sigue el tejido cortical, y en red o trabéculas en

el caso del tejido trabecular. (Adaptado de Marieb, 2008).

En términos de composicién, el hueso se divide en una porcidn orgéanica,
conformada por células propias del tejido 6seo y proteinas principalmente
fibrilares, que en conjunto constituyen aproximadamente el 30% del hueso. Una

gran porcion de contenido mineral inorganico, que representa cerca del 60% de
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la estructura 6sea, y el 10% restante, esta constituido por agua (White & Folkens,

2005; Feng, 2009).

A nivel celular, el tejido 6seo esta compuesto por cuatro tipos de células
especializadas. Siguiendo a Tortora & Derrickson (2011), estas corresponden a:
(1) las células osteogénicas, células madre no especializadas derivadas del
mesénquima que se encuentran en el endostio (capa interna que recubre las
cavidades del hueso) y la parte interna del periostio (capa externa que recubre y
nutre los huesos), capaces de diferenciarse en osteoblastos. (2) Los
osteoblastos, células formadoras de hueso que secretan la matriz osteoide
formada por fibras colagenas y elementos organicos que son fundamentales para
la matriz, ademas de ser las encargadas de iniciar la calcificacion. (3) Los
osteocitos, que son las células encargadas de mantener metabdlicamente al
hueso. Finalmente, (4) los osteoclastos, células multinucleadas que degradan el

hueso por medio de la liberacion de lisosomas.

Extracelularmente, el hueso estd conformado por la matriz 6sea o también
conocida como matriz extracelular (MEC), la cual corresponde a una estructura
tridimensional que es secretada por las células al espacio extracelular, y es un
elemento fundamental para la integridad del tejido éseo (Mouw et al., 2014). Esta
compuesta por una mezcla de sales de calcio, principalmente fosfato calcico, que
al interactuar con el hidroxido de calcio e iones de sodio, magnesio y fluoruro,

forma los cristales de hidroxiapatita (HA) (Martini et al., 2019). La hidroxiapatita
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es la molécula inorganica mas abundante en el tejido 6seo, que almacena el 90%
del calcio y el 85% del fosforo del organismo, aportando rigidez y resistencia al

hueso (Martini et al., 2009; Sroga & Vashishth, 2012).

Del mismo modo, la MEC esta compuesta por elementos del tipo organico,
principalmente proteinas, entre ellas el 90% corresponde a colageno del tipo | y
un 10% a proteinas no colagenas, también conocidas como NCP (Morgan et al.,

2008).

El colageno tipo |, que se esquematiza en la Figura 2, corresponde una molécula
de triple hélice conformada por tres cadenas polipeptidicas, dos del tipo a1(l) y
una a2(l), que se entrecruzan por medio de puentes de hidrogeno formando
moléculas lineales que dan origen a las fibras de colageno, las que se
caracterizan por su gran resistencia dada la composicion inusual de aminoacidos
de glicina, prolina e hidroxiprolina, poco frecuentes en otras proteinas
(Meisenberg & Simmons, 2018). A su vez, en la matriz 6sea es posible encontrar
otros tipos de colageno en menores proporciones, tales como, el colageno tipo Ill
y tipo V, que se relacionarian directamente con el colageno tipo I, pues se cree
gue podrian regular tanto el diametro como la formacion de sus fibras (Garnero,
2015; Niyibizi & Eyre, 1989), y el colageno tipo XllI, que se distribuye sobre la
superficie de las fibrillas del colageno tipo | (Meisenberg & Simmons, 2018). En

términos generales, la funcion de las proteinas colagenas se vincula al soporte
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mecanico y servir como andamiaje para las células Oseas (Saito y Marumo,

2015).
o (A ___ .1 Secuencia
& \P_m/ \HYD \GIy/ ! aminoacidica
a-1 - Tropocolageno
a-2 triple hélice
a-1
-_..| Fibrillade
colageno

mineralizada

' Colageno

Cristales de HA

Factores de
Crecimiento

- Fibra
de colageno

Figura 2. Estructura jerarquica del colageno tipo I. A nivel de aminoacidos, presenta una

configuracién repetitiva de Gly-X-Y, es decir, una glicina cada tres posiciones, seguida en su

mayoria por residuos de prolina e hidroxiprolina. Estos aminoécidos dan origen a tres cadenas

gue se entrelazan formando una estructura heterotrimera constituida por dos cadenas al(l) y una

cadena a2(l). Las moléculas de tropocolageno se ensamblan y organizan en fibrillas, las cuales

estan integradas con la fase mineral que se cristaliza a lo largo de su eje longitudinal, y con otras

proteinas fibrilares y no coldgenas como los proteoglicanos que en conjunto contribuyen a la

estabilidad de la fibra de colageno. (Adaptado de Carvalho et al., 2021; Farokhi et al., 2018).
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En cuanto a las proteinas no colagenas, la matriz extracelular contiene cerca de

180 a 200 NCP, las cuales interactuan con las fibras de colageno mejorando la

resistencia 6sea ante el estrés mecanico, participando ademas en el crecimiento,

la morfologia y orientacion de los cristales de hidroxiapatita, entre otras funciones

(Sroga & Vashishth, 2012). Estas proteinas, en términos generales, se pueden

clasificar en distintos grupos (Carvalho et al., 2021; Feng, 2009; Fernandez et al.,

2006; Lin et al., 2020). (Figura 3):

Proteoglicanos : Principalmente, la familia de pequefios proteoglicanos
ricos en leucina (SLRP), que incluye al biglicano (PGS1), expresado en
osteoblastos durante la proliferacion y mineralizacion celular; la decorina
(PGS2), expresada por osteoblastos, se une a las fibrillas del colageno
tipo | y promueve su fibrilogénesis; el queratocano (KERA), expresado en
osteoblastos y que participa en la regulacién de la formacion 6sea y el
depdsito de minerales; y la asporina (ASPN), que se une al colageno tipo
| promoviendo su mineralizacion (Coulson-Thomas, 2015; Kalamajski et
al., 2009; Kirby & Young, 2018).

Proteinas con acido g-carboxiglutamico: Las proteinas de este grupo
se distinguen por contener acido carboxiglutamico, un aminoacido que liga
calcio y es dependiente de vitamina K. En la MEC las proteinas de este
grupo corresponden a la osteocalcina (OSTCN), expresada en
osteoblastos y que actia como regulador del metabolismo de calcio
mediante su asociacion con la hidroxiapatita; la proteina gla de la matriz
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(MGP), proteina extracelular sintetizada por osteoblastos, osteocitos y
condrocitos, cuyas funciones se vinculan con la inhibicién de la formacion
y mineralizacién 6sea (Hauschka et al, 1989); por ultimo, la periostina
(POSTN), secretada por osteoblastos y que participa tanto como molécula
de adhesién regulando la proliferacién y diferenciacion de osteoblastos,
asi como proteina reguladora del plegamiento del colageno y la
fibrilogénesis (Kudo, 2011).

Glicoproteinas: Proteinas que contienen moléculas de carbohidratos. De
este grupo, la osteonectina (SPRC) o proteina secretada 4cida y rica en
cisteina (SPARC) representa el 25% de las NCP, contiene distintos
dominios de interaccion con el colageno tipo I, el calcio y la hidroxiapatita,
por lo que regula los niveles de calcio, la mineralizacion y el mantenimiento
de masa 6sea (Delany & Hankenson, 2009). Por otro lado, se encuentran
las trombospondinas (TSP), clasificadas de TSP1 a TSP5, y que se
expresan en osteoblastos, cumpliendo un rol fundamental en la
diferenciacion de células éseas, la formacion de hueso y el mantenimiento
de la masa 6sea (Delany & Hankenson, 2009). Finalmente, este grupo
estd constituido por un subgrupo de cuatro glicoproteinas homélogas
secretadas que contienen repeticiones de trombospondina, conocidas
como espondinas R (RSPO), y que se caracterizan por regular el
desarrollo 6seo en la etapa embrionaria, mientras que en la etapa adulta

controlan la remodelacién ésea (Shi et al., 2017).
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Proteinas con el tripéptido RGD o SIBLING (Small Integrin-Binding
Ligand, N-linked Glycoprotein) Corresponden a una familia de
glicofosfoproteinas que expresan una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) que
es reconocida por las integrinas de los osteoblastos y los osteoclastos.
Este grupo estd constituido por la sialoproteina o6sea (SIAL),
fosfoproteina altamente glicosilada que regula la actividad de los
osteoblastos promoviendo la formacion y mineralizacion 6ésea (Marinovich
et al., 2016). La osteopontina (OSTP), expresada en osteoblastos y
osteocitos, actla regulando la formacion y mineralizacién 6sea, sobre todo
en la etapa de recambio 0seo al controlar la actividad y formacién de los
osteoclastos (Chellaiah & Hruska, 2003). La fosfoproteina acida 1 de la
matriz de dentina (DMP1), expresada en osteoblastos y osteocitos, actla
en la regulacién del metabolismo de fosfato y en la mineralizacion 6sea
(Jani et al., 2016). La fosfoglucoproteina extracelular de la matriz
(MEPE), que también es expresada tanto en osteoblastos como
osteocitos, y cumple funciones de regulacion de los niveles de fésforo
sérico, ademas de participar en la mineralizacion 6sea (Zelenchuk et al.,
2015). También se incluye la fibronectina (FINC), una glicoproteina que
se une al colageno tipo | regulando su depdésito, al mismo tiempo que
participa en la mineralizacién de osteoblastos (Grzesik & Robey, 1994).

En Jdltima instancia, se encuentra la vitronectina (VTNC), otra
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glicoproteina abundante en el tejido 6seo que funciona como factor de
adhesion y propagacion celular (Grzesik & Robey, 1994).

Proteinas de adhesién celular: Conformado principalmente la familia de
las integrinas, proteinas de la superficie celular que han demostrado
mediar la interaccion entre células y proteinas de la MEC, actuando en
diversas funciones celulares como la motilidad, propagacion, crecimiento
y diferenciacion. Asimismo, distintas proteinas de la MEC interactian con
integrinas, por ejemplo, el colageno tipo | y proteinas con secuencia RGD
(Arg-Gly-Asp), por lo que cumplen un rol fundamental en los procesos de
formacién ésea (Hynes, 2002).

Proteinas plasmaticas: Grupo constituido por proteinas séricas que no
son propias del tejido 6seo y que probablemente lleguen al hueso por la
incorporacion de calcio a la matriz osteoide dado que corresponden a
proteinas transportadoras (Garnett & Dieppe, 1990) Las mas destacadas
son la albumina (ALBU) y alfa-2-HS-glucoproteina (FETUA).

Factores de crecimiento: Polipéptidos que intervienen en los procesos
de diferenciacion, crecimiento y proliferacion celular ésea. Se pueden
distinguir factores de origen exdgeno que llegan al hueso producto de la
circulaciéon, y enddégenos que son sintetizados por las células éseas
(Delmas & Malaval, 1993). Entre estos se incluyen el factor de crecimiento
similar a la insulina-1 (IGF-1), factor de crecimiento similar a la

insulina-2 (IGF-2), factor de crecimiento transformante beta (TGF-B),
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factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), proteinas

morfogenéticas oOseas (BMP),

y factores de crecimiento de

fibroblastos (FGF) (Carvalho et al., 2021; Delmas & Malaval, 1993).

Proteoglicanos

Proteinas con acido
g-carboxiglutamico

Glicoproteinas

Proteinas con el
tripéptido RGD o SIBLING

Proteinas de adhesion
celular

Proteinas No colagenas de la MEC 6sea

Proteinas plasmaticas

Factores de crecimiento

Biglicano (PGS1)
Decorina (PGS2)
Queratocano (KERA)
Asporina (ASPN)

Osteocalcina (OSTCN)
Proteina gla de la matriz (MGP)
Periostina (POSTN)

Osteonectina (SPRC)
Trombospondinas (TSP)
Espondinas R (RSPO)

Sialoproteina dsea (SIAL)

Osteopontina (OSTP)

Fosfoproteina dcida 1 de la matriz de dentina (DMP1}
Fosfoglucoproteina extracelular de matriz (MEPE)
Fibronectina (FINC)

Vitronectina (VTNC)

Integrinas

Albumina (ALBU)
Alfa-2-HS-glucoproteina (FETUA)

Factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1)
Factor de crecimiento similar a la insulina-2 (IGF-2)
Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
Proteinas morfogenéticas 6seas (BMP)

Factores de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Figura 3. Proteinas no colagenas presentes en la MEC 6sea. Se muestran los principales

grupos y proteinas no colagenas con mayor presencia en la matriz extracelular 6sea.

19



1.5. Proteinas de la Matriz Osea y su unién a la Hidroxiapatita.

Las fracciones que componen la matriz 6sea descritas anteriormente, es decir, la
porcidn organica e inorganica, se encuentran intimamente asociadas entre si en
un blogue de construccién comun, el colageno, que actia como una plantilla para
la deposicidbn de la hidroxiapatita, dando origen a la fibrilla de colageno

mineralizada (Weiner & Wagner, 1998).

La literatura sefala que tanto el colageno como las proteinas no colagenas
contribuyen a la biomineralizacion de la hidroxiapatita, ya que los residuos acidos
(acido glutdmico y acido aspértico) promueven la mineralizacion de la
hidroxiapatita mediante la unién a iones de calcio, interaccién que se generaria
entre las cadenas laterales cargadas negativamente de dichos aminoécidos y los
iones de calcio cargados positivamente en la superficie de los cristales de
hidroxiapatita (Chu et al., 2011; George & Veis, 2008). Se ha descrito a las
proteinas no colagenas que contienen una gran cantidad de residuos de
aminoacidos acidos, como reguladoras de la morfologia del cristal de

hidroxiapatita (Xu et al., 2014).

Asimismo, las interacciones entre las proteinas y la hidroxiapatita parecieran
ademas estar mediadas por uniones electrostaticas entre los restos cationicos y
los grupos cargados negativamente en la superficie de los cristales de

hidroxiapatita (Duanis-Assaf et al., 2022) (Figura 4).
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Figura 4. Esquematizacién de la interaccion entre los cristales de hidroxiapatita y las
fibrillas de colageno. Las cadenas laterales cargadas negativamente de los aminoacidos acidos
Glu y Asp interactiian con los iones de calcio cargados positivamente en la hidroxiapatita. A su
vez, se generan atracciones electrostaticas entre estos aminoacidos y los iones de fosfato
cargados negativamente en la superficie de los cristales. Por otro lado, residuos como serina e
histidina pueden formar puentes de hidrégeno con los iones de fosfato y calcio respectivamente.
En tanto, la cadena lateral de la histidina puede interactuar con el calcio, y el grupo amino con

carga positiva en la cadena lateral de la lisina interactda i6nicamente con los grupos fosfato.

Para comprender el mecanismo de interaccion entre las proteinas y la
hidroxiapatita, Chung y cols. (2011) utilizaron como sistema modelo péptidos
cortos derivados de la presentacion de fagos (phage display), técnica mediante
la cual expresaron un péptido de interés en la capside de un bacteriéfago, para
luego examinar la interaccion entre este y la hidroxiapatita, descubriendo que

aguellos péptidos que presentan una mayor afinidad por la hidroxiapatita se
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caracterizan por tener una gran cantidad de residuos hidroxilados, siendo un
claro ejemplo de ello, el colageno. A su vez, determinaron que las secuencias de
los péptidos se adhieren a través de enlaces de hidrégeno entre los grupos

laterales hidroxilo y los restos de fosfato en el sustrato.

El entorno i6nico también ha sido sefialado como un mediador en la union de
proteinas a la hidroxiapatita, ya que, por ejemplo, se ha observado que la
presencia de calcio podria incrementar la afinidad de la union a la hidroxiapatita
en proteinas como la osteocalcina, la albumina y la proteina gla de la matriz,
mientras que otros elementos como el magnesio, desfavorecerian la union entre
la osteocalcina y la hidroxiapatita, misma situacion ocurre con los iones fosfato
gue reducirian la afinidad en la unién entre la albumina y la matriz mineral (Roy
& Nishimoto, 2002).En general, las propiedades anféteras de la hidroxiapatita le
permiten su unién a distintas proteinas coldgenas y no colagenas, lo que resulta
provechoso para estas Ultimas, ya que se ha descrito que la asociacién con la
matriz mineral les proporcionaria una especie de barrera protectora ante el
deterioro hidrolitico post mortem (Masters, 1987; Procopio et al, 2021; Smith et
al., 2005). Por ende, proteinas colagenas y no colagenas con afinidad por la
hidroxiapatita se posicionan como proteinas de interés para estudios sobre la

degradacion post mortem del proteoma.
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1.6. Diagénesis Osea.

El conjunto de modificaciones fisicoquimicos que experimentan los restos éseos
en su contexto de depositacion es conocido como diagénesis (Hedges et al, 1995;

Morales et al., 2021; Trueman & Tuross, 2002).

Se ha definido que los cambios diagenéticos de la estructura 6sea se producen
por dos procesos principales. La biodegradacion, también conocida como
bioerosién mediada por la accion de microorganismos y hongos; y la degradacion

quimica de la fraccion orgénica y mineral del hueso (Turner-Walker, 2008).

Durante el proceso de putrefaccion cadavérica, el cimulo de gases producidos
por la accidn de bacterias enddgenas genera la ruptura abdominal y la exposicion
de los tejidos internos a la colonizacion de bacterias exégenas, las que finalmente
terminan por reemplazar a las comunidades endégenas. Tal como lo demuestra
el estudio de Damann y cols. (2015) quienes, analizando las comunidades
bacterianas presentes en costillas provenientes de individuos dispuestos a
descomposicion controlada, encontraron un predominio de bacterias asociadas
al intestino humano durante las primeras etapas de descomposiciéon, es decir,
cuando los restos estan parcialmente esqueletizados. Estas bacterias endégenas
migrarian desde el intestino al resto del cuerpo tras la ruptura de las membranas
y la consecuente liberacion de los fluidos corporales, alcanzando los huesos
dentro de las 48 horas post mortem (Jans et al., 2004). Situacion completamente

diferente se observo en costillas que ya habrian alcanzado por completo la fase
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de esqueletizacion, ya que en esta etapa las bacterias predominantes serian

aguellas propias del suelo circundante (Damann et al., 2015).

Ambos tipos de microorganismos son capaces de colonizar y degradar el hueso
humano, de hecho, se ha sefialado que los microbios son la fuerza motriz de la
putrefaccion (Zapico & Adserias-Garriga, 2022), cumpliendo un papel clave en la
descomposicion cadavérica a partir de la acciébn de enzimas hidroliticas que
desencadenan en la pérdida del coldgeno y en una reconfiguracion de la porcion

mineral (Hedges, 2002).

Los procesos diagenéticos, ya sea aquellos impulsados por la actividad
microbiana o las fuerzas quimicas, estan influenciados por diversos factores,
tales como el tiempo transcurrido desde la muerte, temperatura, pH, agua,
quimica del suelo y la composicion microbiologica propia de cada individuo,
generando que inclusive bajo las mismas condiciones ambientales y aun en un
mismo tipo de depdsito post mortem, los restos humanos puedan reaccionar de

manera diferente (Caruso et al., 2020).

A nivel histolégico, la degradaciéon quimica en la matriz organica, asi como la
disolucién del mineral 6seo promovido por la accién microbiana, generan
cambios en la porosidad del hueso, existiendo un aumento progresivo en el
tamafo de los poros conforme avanza la diagénesis. Lo que sumado a la accion
de hongos que se infiltran por dichas microcavidades, provocan la destruccion de

las estructuras que conforman la osteona (Caruso et al., 2020). Se cree que la

24



preservacion de biomoléculas y de la integridad 6sea, podria vincularse con la
composiciéon del tipo de tejido 6seo (cortical o trabecular), ya que existiria un
cierto consenso en el hecho de que elementos 6seos mas porosos tienen una

mayor presencia bacteriana (Gilbert et al., 2005; Emmons et al., 2020).

En cuanto a la fraccidn organica, en términos generales las proteinas se
degradaran en proteosas, peptonas, polipéptidos, y finalmente, en aminoacidos,
a velocidades variables y en respuesta a la accion enzimatica de bacterias y
condiciones desnaturalizadoras de la estructura proteica como la temperatura,
pH y humedad del medio circundante. Asimismo, conforme avanza la diagénesis
los aminoacidos se veradn afectados por procesos de desaminacion,
decarboxilacién y desulfhidratacién, permitiendo por completo su reduccién a

compuestos de nitrégeno, fésforo y azufre (loan et al., 2017).

La tasa de descomposicion de las proteinas también dependera del tipo de tejido,
produciéndose primero en tejidos blandos y finalmente en tejidos 6seos. Un
estudio de Procopio y cols. (2018) que analiz6 la degradacion de proteinas por
medio de LC-MS/MS en tibias de cerdos dispuestas a descomposicion controlada
conIPMde 1, 2,4y 6 meses, observo que los principales cambios en el proteoma
se generan al primer mes post mortem. Asimismo, se evidencié que las proteinas
plasmaticas y musculares disminuyeron drasticamente su abundancia en dicho
periodo, lo que coincide con los tiempos que tardan en degradarse este tipo de

tejidos (Pittner et al., 2020).
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En el caso del colageno, su descomposicion se retrasaria dada su resistencia a
enzimas hidroliticas producto de la barrera fisica que supone su asociacién con
la fraccion inorganica (Collins et al., 2002). Sin embargo, el desequilibrio en el
ambiente circundante genera cambios en la hidroxiapatita, asociados a su
disolucién y recristalizacion, permitiendo que microorganismos y enzimas
accedan a la fase organica y degraden sus componentes, al mismo tiempo que
los cambios en la porcién organica tras la degradacion quimica y biolégica, hacen
gue la hidroxiapatita se torne mas vulnerable a las variaciones ambientales,
siendo mas probable su disolucidén producto de los espacios en la red cristalina

generados por la pérdida del colageno (Emmons et al., 2020).

Los cambios en la matriz inorganica se refieren principalmente a una
reorganizacion de los cristales de hidroxiapatita. Cuando estos cristales pierden
grupos C03™%2 |, adoptan una fase de hidroxiapatita secundaria que es
termodinAmicamente mas estable (Trueman et al., 2008). Se cree que este
proceso es promovido por la disminucién del contenido de colageno a medida
gue avanza la diagénesis. Durante este periodo, la recristalizacion 6sea sigue el
proceso de maduracién de Ostwald, que implica la disolucién de los cristales mas
pequefios y su posterior deposicion en la superficie de los cristales de mayor
tamafo, que son mas energéticamente favorables (Caruso et al., 2020; Trueman

et al., 2004).
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1.7. Degradacion de Proteinas en Restos Oseos para la Estimacion del
IPM.

En la actualidad, escasas publicaciones han abordado la estimacién del intervalo
post mortem a partir del analisis protedmico en restos 6seos, sin embargo, dichas
investigaciones han proporcionado informacion valiosa para la comprension de

la degradacion del proteoma 6seo (Zissler et al., 2020).

En este sentido, los estudios en el area sugieren que el aumento del IPM genera
cambios en el proteoma éseo asociados principalmente a una pérdida en la
diversidad y a una disminucion en la abundancia de las proteinas. Prieto-Bonete
y cols. (2019) analizando muestras de fémur de individuos femeninos y
masculinos exhumados desde nichos de cementerio, identificaron que restos
0seos con IPM menores a 12 afios conservan proteinas del tipo sanguineas,
colagenas y no colagenas, mientras que a IPM mayores a 12 afios, la diversidad
protedmica se limita a la presencia de proteinas colagenas y ciertas proteinas
asociadas a la matriz ésea. En tanto, Procopio y cols. (2017) al comparar el
proteoma a un tiempo inicial y luego de un afio en muestras provenientes de
huesos largos de cerdo, observaron que las muestras frescas tienen un mayor

namero de proteinas ubicuas y sanguineas en relacion con las muestras tardias.

En lo que respecta a los cambios en el proteoma en términos de abundancia,
Procopio y cols (2018) evaluando tibias de cerdo que fueron puestos a

descomposicion controlada por un periodo de hasta 6 meses, evidenciaron que
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entre el primer y segundo mes post mortem existiria un peak de degradacion que
afecta en su mayoria a proteinas sanguineas y citoplasmaticas, seguido por un
periodo de decaimiento menos pronunciado en la abundancia global de las
proteinas durante los meses siguientes. Sin embargo, se desconoce si en restos
con mayores datas post mortem es posible encontrar un cambio abrupto en la
disminucién de la abundancia del proteoma en general, y en este sentido, los
resultados del estudio de Bonicelli y cols. (2022a) que analizan muestras de
fémur provenientes de cementerios con IPM entre 1 a 37 afos, dejan entrever
gue a los 13 afios post mortem podria encontrarse otro punto de decaimiento, no
obstante, esta medicién corresponde a un solo individuo y no constituye un
aspecto de discusion entre los autores, representando mas bien un resultado
preliminar que denota una gran variabilidad entre las proteinas analizadas, lo cual
requiere ser replicado en mediciones con un mayor tamafio muestral para ser

validado.

Siguiendo la linea en torno a la evaluacién de los cambios post mortem del
proteoma en términos de diversidad y/o abundancia, se han identificado distintas
proteinas que podrian tener una potencial aplicabilidad para la estimacion del

intervalo post mortem tardio en restos 6seos.

Entre las proteinas comunmente reportadas se encuentra el colageno tipo I,
(COL1A1 y CO1A2) que fue evaluado en muestras de huesos largos de 80

individuos con IPM entre 5 a 47 afos por medio de un analisis HPLC-MS/MS,
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cuyos resultados demuestran que los péptidos de esta proteina se reducen de
forma significativa (p=0.005) en IPM superiores a 20 afios, pasando de 0.85+1.66
péptidos por gramo de hueso en muestras con IPM menores a 20 afios, a
0.08%0.23 péptidos por gramo de hueso para muestras con IPM mayores a 20
afos (Pérez-Martinez et al., 2017). A su vez, los autores de este estudio indican
que, tras realizar un analisis discriminante, este parametro es capaz de clasificar
correctamente las muestras en un 68,9%, cifra que aumentaria a un 92,0%
cuando se trata solo de muestras con IPM mayores a 20 afios, pero que se
reduce a un 40% en el caso de restos con datas menores a 20 afios (Pérez-
Martinez et al., 2017). Por ende, el colageno tipo | pareciera ser un buen
candidato para la evaluacion de tiempos post mortem de larga data, debido
principalmente a su prolongada preservacion en la matriz ésea (Prieto-Bonete et

al., 2019; Wadsworth & Buckley, 2014).

Otras proteinas colagenas también han demostrado su aplicabilidad en la
estimacion del IPM, tales como, la proteina 1 de la capa intermedia del cartilago
(CILP), cadena de colageno alfa-1(X) (COAAL), proteina de matriz oligomérica
de cartilago (COMP) y potenciador de procolageno C-endopeptidasa 1 (PCOC1),
gue fueron identificadas en el estudio de Prieto-Bonete y cols. (2019) que emplea
huesos largos humanos provenientes de cementerio, s6lo en IPM entre 5 a 12
afos, no siendo posible su identificacibn en muestras con mayor data de muerte.
El potenciador de procolageno C-endopeptidasa (PCOC1) también ha sido
sefalado por Bonicelliy cols. (2022a) como una proteina que ha demostrado una
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correlacion negativa conforme aumenta el IPM, en este caso, en muestras de
fémures humanos con datas de 1 a 37 afios. A su vez, la cadena de colageno
alfa-1(11l) (CO3A1) y la cadena de colageno alfa-2(XI) (COBA2), han demostrado
una disminucién progresiva y significativa conforme aumenta el IPM desde 7 a

28 meses (Mickleburgh et al., 2021).

Del mismo modo, un gran numero de proteinas no colagenas que se encuentran
comunmente en la matriz extracelular Osea, podrian ser empleadas en la
estimacion del IPM. Se ha reportado que proteoglicanos como la decorina
(PGS2), disminuye de forma progresiva en muestras con IPM de 7 a 28 meses
provenientes de hueso coxal (Mickleburgh et al., 2021). Al igual que la asporina
(ASPN) que disminuy6 en muestras de tibia con IPM entre 2 dias a 28 meses
(Bonicelli et al., 2022b) y en muestras de fémur con datas de 1 a 37 afios
(Bonicelli et al., 2022a). Por ultimo, la proteina central de proteoglicano de sulfato
de heparan especifica de la membrana basal (PGMB), también mostré6 una

disminucién conforme aumenta el IPM de 1 a 37 afios (Bonicelli et al., 2022a).

Asimismo, proteinas con acido g-carboxiglutamico, como la periostina (POSTN)
y la proteina gla de la matriz (MPG), han evidenciado una drastica disminucion
posterior a un afio post mortem en muestras de cerdo (Procopio et al., 2017), lo
que también se observé en muestras humanas en el caso de la proteina gla de
la matriz, donde esta disminuyé conforme aumentaba el IPM de 7 a 28 meses

(Mickleburgh et al., 2021).
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Ciertas glicoproteinas como la osteonectina (SPRC), han disminuido su
abundancia en muestras de cerdo de un afio post mortem respecto al punto inicial
(Procopio et al., 2017). Al igual que proteinas con el tripéptido RGD, como la
osteopontina (OSTP), en la cual se ha observado una disminucién en muestras

de fémur con IPM de 2 dias hasta 28 meses (Bonicelli et al., 2022b).

Las investigaciones en el &rea también han reportado proteinas séricas, como la
alfa-2-HS-glucoproteina (FETUA), que fue propuesta como una proteina
discriminante para IPM mayores a 12 afios, donde segun el estudio de Prieto-
Bonete y cols. (2019) no se encontraria presente. Sin embargo, esta proteina fue
identificada en muestras de la misma pieza 6sea (fémur) pero con IPM de hasta
37 afos, periodo en el que su disminucion se correlaciond significativamente con
el aumento del IPM (Bonicelli et al., 2022a). Situacién similar ocurre con la
albumina (ALBU), que demostré una disminucion progresiva y significativa
conforme aumenta el IPM de 1 a 37 afios (Bonicelli et al., 2022a), lo que
previamente también se observo en muestras de cerdo con IPM de 1 a 6 meses
(Procopio et al., 2018); y con la subunidad beta de la hemoglobina (HBB), la cual
ha registrado diferencias significativas en su abundancia entre muestras frescas
de 2 a 10 dias versus aquellas ya esqueletizadas con datas de 7 a 28 meses
(Bonicelli et al., 2022b) y en muestras de cerdos con IPM de 1 a 6 meses post

mortem (Procopio et al., 2018).
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Del mismo modo, se han identificado otro tipo de proteinas no colagenas
potencialmente Utiles a la estimacion del IPM, las que si bien, a modo general,
no corresponden a las proteinas comunmente reconocidas para el tejido 6seo,
Su presencia se vincula a que cumplen funciones relacionadas a la formacion,
desarrollo y remodelacion 6sea, asi como también, a la biomineralizacion y la
fibrilogénesis del colageno (Berasain & Avila, 2014; Cui & Dong, 2022; Hastbacka
et al., 1994; Johnson et al., 2000; Lu et al., 2006; Zhang et al., 2021). Entre estas
encontramos el receptor de anexina Il (AX2R), mucina-15 (MUC15), factor de
osificacion que contiene el dominio SUN (SUCO), proteina del gen 2 inducida por
insulina (INSI2), homeobox proteina DLX-5 (DLX5), miembro 1 de la familia de
ectonucledtidos pirofosfatasa/fosfodiesterasa (ENPP1), transportador de sulfato
(S26A2), anfirregulina (AREG) y la proteina 12 que contiene el dominio CCHC
con dedo de zinc (ZCH12), que fueron observadas en el estudio de Prieto-Bonete
y cols. (2019), donde se clasificaron como proteinas exclusivas de IPM entre 5 a
12 afos. A su vez, la familia de dominios de lectinas de tipo C 11 miembro A
(CLC11), fibromodulina (FMOD) y el mimecano (MIME), que mostraron una
correlacion negativa con el aumento del IPM de 1 a 37 afios post mortem
(Bonicelli et al., 2022a). Lo mismo ocurre con la vimentina (VIME) en muestras
con IPM de 2 dias a 28 meses (Bonicelli et al., 2022b). En tanto, osteomodulina
(OMD) y la serina proteasa HTRAL1 (HTRA1), disminuyen su abundancia cuando
se comparan muestras de cerdo frescas frente a esqueletizadas con IPM igual a

un afno (Procopio et al., 2017).
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Los distintos trabajos publicados develan que ciertas proteinas que no son
propias del tejido 6seo también exhiben una correlacidbn negativa conforme
aumenta el IPM. Se ha propuesto que su presencia en muestras 0seas se debe
a su nexo con la matriz mineral por mecanismos aun no definidos (Procopio et
al., 2018). Tal es el caso de proteinas que unen iones de zinc como la proteina
12 que contiene el dominio CCHC con dedo de zinc (ZCH12) reportada como una
proteina cuya presencia/ausencia en muestras humanas se limita a aquellas con
IPM de 5 a 12 afios (Prieto-Bonete et al., 2019). O aquellas proteinas que unen
iones de calcio, como reticulolocalbina-3 (RCN3) y nucleobindina-1 (NUCB1),
cuyas abundancias han sido reportadas que disminuyen en IPM de 1 a 37 afios
(Bonicelli et al., 2022a), siendo NUCB1 ademas informada previamente en otro
estudio donde muestras de cerdo a tiempo inicial tienen una mayor abundancia

proteica que aquellas de 1 afio post mortem (Procopio et al., 2017).

A su vez, en este grupo encontramos proteinas asociadas a la respuesta inmune
como la proteina del complemento C9 (CO9) y la proteina del complemento C3
(CO3) que asociaron su disminucion con el aumento del IPM de 7 a 28 meses
(Mickleburgh et al., 2021); la cadena ligera de inmunoglobulina lambda-1 (IGL1)
y la beta-2-microglobulina (B2MG) en muestras con IPM de 1 a 37 afios (Bonicelli

et al., 2022a).

Otras clasificaciones corresponden a proteinas de unién al ADN como la

subunidad del complejo CST CTC1 (CTC1), prelamin-A/C (LMNA) y el factor de
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transcripcion Maf (MAF) que se describieron como proteinas exclusivas de IPM
menores a 12 afos (Prieto-Bonete et al., 2019). La histona 4 (H4), en su rol como
componente del nucleosoma, también se asocié como un estimador de IPM en

un estudio que evalué muestras de 1 a 37 afios (Bonicelli et al., 2022b).

Por ultimo, se ha observado que proteinas vinculadas a procesos glucoliticos
podrian tener un potencial para la estimacion del IPM, como es el caso del
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3P), reportado en muestras con IPM
de 1 a 37 afios (Bonicelli et al., 2022b), y la fructosa-bifosfato aldolasa A (ALDOA)
que se ha postulado como un potencial biomarcador de estimacién de IPM propio
de contextos acudticos, tras observar que su degradacion incrementa
significativamente conforme aumenta la data de muerte de 0 a 3 semanas post

mortem (Mizukami et al., 2020).

Si bien existe un abanico de proteinas que pudiesen tener una aplicabilidad en el
desarrollo de metodologias para la estimacion del IPM en restos 6seos, la
mayoria de estas proteinas solo se ha reportado en estudios de forma aislada
(Figura 5), a excepcion de la asporina (ASPN) (Bonicelli et al., 2022a; Bonicelli
et al., 2022b), la proteina gla de la matriz (MGP) (Mickleburgh et al., 2021,
Procopio et al.,, 2017), la alfa-2-HS-glucoproteina (FETUA) (Bonicelli et al.,
2022a; Prieto-Bonete et al, 2019), la albumina (ALBU) (Bonicelli et al., 2022a;
Procopio et al., 2018) y la subunidad beta de la hemoglobina (HBB) (Bonicelli

et al., 2022b; Procopio et al., 2018). Proteinas que han sido identificadas en
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muestras con un amplio rango de tiempo post mortem que abarca desde los 2
dias hasta los 37 afos, siendo extraidas principalmente desde huesos largos
(tibias y fémures) en estudios que analizan especialmente muestras de origen
humano. Dichas proteinas debiesen ser consideradas en estudios futuros,
teniendo en cuenta que aun no existen candidatos proteicos claramente definidos

ni estandarizados para la estimacion del IPM tardio.

Del mismo modo, es fundamental establecer grupos de proteinas que puedan
proporcionar un mejor rendimiento para estimar la data de muerte en diferentes
IPM. En este sentido, los resultados de varias investigaciones indican que es
necesario prestar especial atencion a las proteinas colagenas y no colagenas
que tienen una afinidad por la matriz mineral. Esto se debe a que cada vez hay
mas evidencia de que esta asociacion brinda a las proteinas una mayor
resistencia a la hidrdlisis (Bonicelli et al.,, 2022a; Prieto-Bonete et al., 2019;

Procopio et al., 2018).
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Estudio Aplicacion Estimacion IPM Proteinas

Bonicelli et al., Disminucién progresiva en ASPN, H4, HEB, OSTP y VIME
2022b muestras con IPM de 2 dias a 28
meses
Bonicelli et al., Disminucién progresiva en ALBU, ASPN, B2MG, CLC11, CSPG2, FETUA,
2022a muestras con IPM de 1 a 37 afios  FMOD, G3P, IGL1, KNG1, MIME, NUCB1, PCOC1,
PGMB y RCN3
Mickleburgh et al., Disminucién progresiva en CO3A1, C0O9, COBA2, MGP, PGS2, TTHY y CO3
2021 muestras con IPM de 7 a 28
meses
Mizukami et al., Disminucion progresica en ALDOA
2020 muestras con IPM de 0 a 3
semanas
Prieto-Bonete et al., Discriminar entre muestras FETUA, AX2R, CILP, COAAT, COMP, MUC15,
2019 mayores y menores a 12 afios PCOLCE, SUCO, SOX6, INS12, CTC1, DLX5, LMNA,

MAF, CTNNB, ENPP1, S26A2, AREG y ZCH12

Procopio et al., Disminucion progresiva en ALBU y HBB
2018 muestras con IPM de 1 a 6 meses
Procopio et al., Discriminar entre muestras MGP, POSTN, OMD, HTRA1, SPCR y NUCB1
2017 frescas (IPM=0) y esqueletizadas
(IPM=1 afio)
Pérez-Martinez et Discriminar entre muestras CO1A1y CO1A2
al., 2017 menores y mayores a 20 afios

Figura 5. Proteinas con potencial aplicacion en la estimacién del IPM en restos 6seos. En

rojo se destacan las proteinas que fueron reportadas por mas de un estudio.

Resulta importante ahondar en el hecho de que la gran variabilidad exhibida en
el proteoma de las distintas investigaciones y el poco consenso entre las
proteinas candidatas a biomarcadores de estimacion, probablemente responde
a las diferencias en las caracteristicas de disefio propias de cada estudio. En la
Figura 6 se puede observar que las distintas investigaciones difieren en términos
del tipo de muestra analizada, ya que cada una proviene de diferentes

especimenes con condiciones de sexo, edad e IPM particulares. Asimismo, las
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muestras varian en cuanto a la pieza O0sea estudiada y en términos de las
condiciones medioambientales en las cuales estuvieron inmersos los restos
0seos. Factores que podrian estar induciendo variaciones en el proteoma

observado en los distintos estudios.

Muestra Procedencia Sexo Autores

24 muestras 2 dias - Cadéaveres en Inhumados / Femeninos 61a91afios  Bonicelliet al,,
de Tibias 28 meses descomplosdicién Fosas abiertas 2022b
controlada
14 muestras 1-37 -|- Osamentas de Inhumados / Masculinos 29 aB85afios Bonicelliet al,
de Fémur afios Cementerio Nichos 2022a
16 muestras 7-28 Cadaveres en Inhumados / Femeninos 61a91afos  Mickleburgh et
de Tibia y meses descomposicidn  Fosas abiertas al., 2021
Coxal controlada
38 muestras Da?28 %\ Rattus rattus Inhumados / No informade Noinformada  Procopio et al.,
de huesos semanas S descompesicion Expuestas
largos (sin controlada
especificar)
22 muestras 0-3 % Mus musculus  Aguade grifo/ de Noinformado Noinformada Mizukami et al.,
de Tibias semanas “ =~ descomposicién  estanque/ salada / 2020
controlada clorada
40 muestras 5-20 T Osamentas de Nichos Femeninosy  20a 93 afios  Prieto-Bonete st
de Fémur afios Cementerio Masculinos al., 2019
40 muestras 1a12 E W Sus scrofa Inhumados Masculinos 3 a5semanas Procopio etal,
de Tibias meses dESCOTPl‘?S[;CIOH 2018
controlada
15 muestras de oy1 NED Sus scrofa Inhumados / Noinformado 12diasa24  Procopio etal.,
Fémur, Tibia, afio % descomposicién Superficie meses 2017
Escapulay controlada
Metatarso
80 muestras 5-47 .l. Osamentas de Nichos Femeninosy 20 a97 aflos Pérez-Martinez
de Fémur, afios Cementerio Masculinos etal, 2017

Tibia y Himero

Figura 6. Disefio experimental de los estudios sobre la degradaciéon post mortem del
proteoma en restos 6seos. Se enlistan 9 estudios en orden cronoldgico, de los cuales 5 utilizan
muestras de origen humano y 4 de origen animal, con intervalos post mortem desde 2 dias hasta
47 afios. En general, se analizan huesos largos, que difieren en términos de sexo, edad y

condiciones de depdésito.
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En otro ambito, respecto a los factores que intervienen en la preservacion del
proteoma 0seo, se ha informado que las condiciones de depdésito parecieran
tener un efecto menor en el nivel de preservacion de las proteinas, en
comparacion a otros agentes comunmente vinculados a la degradacion proteica.
Asi lo ha sugerido el estudio de Bonicelli y cols (2022a), quienes, luego de evaluar
el proteoma de 14 individuos masculinos provenientes de un cementerio en Italia,
no identificaron cambios significativos en el proteoma de cadaveres inhumados
frente a aquellos que fueron dispuestos en nichos sobre la superficie, indicando
gue son otros factores los que tendrian un mayor impacto en la degradacion de
las proteinas. Mickleburgh y cols. (2021) tampoco encontraron diferencias
significativas en el proteoma en términos del nimero ni de las abundancias de
las proteinas extraidas, en muestras 0seas de cadaveres femeninos dispuestos
a descomposicion controlada en entierros de poca profundidad versus las
muestras provenientes de fosas abiertas. Misma conclusion, propone Mizukami
y cols. (2020) tras analizar la descomposicion del proteoma en muestras 6seas
de ratones procedentes de distintos ambientes acuaticos post mortem, e
identificar que los mayores cambios en el proteoma se debian principalmente al
aumento en el IPM y no por los contextos de depdsito en el que estuvieron las

muestras.

Sin embargo, se ha reportado que existirian variaciones en el proteoma
dependiendo de qué tan expuestos o protegidos se encuentren los restos 6seos.
Un estudio de Procopio y cols. (2021), simuld la descomposicion del proteoma
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por 28 semanas de huesos de roedores en muestras descarnadas,
desmembradas y a cuerpo entero (esto es, huesos largos sin tejido adyacente,
s6lo el miembro inferior y el cuerpo completo del roedor), las que fueron
depositadas en condiciones expuestas en el caso de muestras desmembradas y
muestras de cuerpo entero, en tanto las muestras descarnadas fueron
enterradas. Sus resultados evidencian que los perfiles proteGmicos varian
significativamente segun el tipo de muestra, siendo las muestras desmembradas
las que mas difieren de los otros grupos, al presentar una menor abundancia de
proteinas plasmaticas y de la médula 6sea. Situacién que segun los autores
podria vincularse al hecho de que las muestras de cuerpo entero y las muestras
descarnadas, se encuentran protegidas respectivamente por el tejido blando
intacto y por la tierra. Restos descarnados estarian influenciados principalmente
por la accion de bacterias exégenas, mientras que las muestras expuestas a la
superficie estarian sometidos a efectos de la autdlisis, accién microbiana externa
e interna y a condiciones ambientales fluctuantes que potenciarian la
degradacion del proteoma, sobre todo, en el caso de las muestras
desmembradas que, al tener tejido expuesto en los sitios de corte, serian mas

permeables a los fenbmenos diagenéticos.

Pese a lo anterior, aln no es del todo claro cuales serian aquellos elementos que
inducen una mayor variabilidad en el proteoma 6seo ni aquellos que generan una
preservacion diferencial de las proteinas tras la muerte de un individuo. No
obstante, los resultados de los trabajos actuales sugieren que el proteoma 6seo
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varia segun la pieza 6sea analizada y la zona anatomica desde la cual se extraen
las muestras. La investigacion desarrollada por Mickleburgh y cols. (2021),
previamente mencionada, que analiz6 muestras de la diafisis de tibias y de
crestas iliacas de 4 donantes femeninas entre 61 y 91 afios dispuestas a
descomposicion controlada durante 28 meses, concluyé que la abundancia y
diversidad del proteoma de osamentas depende de caracteristicas tales como la
irrigacion sanguinea y densidad de cada hueso. Es asi como restos 6seos mas
porosos y vascularizados (como la cresta iliaca) tenderan a describir proteomas
ricos en proteinas sanguineas, mientras que piezas éseas con mayor proporcion
de tejido cortical (como la tibia), presentan un mayor nimero de proteinas

asociadas a la matriz 6sea.

Dichos datos, respaldan lo evidenciado previamente en estudios con modelos
animales, en donde muestras tomadas de distintas piezas 0seas de huesos de
cerdo como fémur, tibia, escapula y metatarsos, con un IPM= 1 afio, se agruparon
de manera diferencial en el andlisis de PCA realizado sobre las abundancias de
las proteinas extraidas, lo cual indicaria que cada pieza 6sea expresa un patron
de abundancia protedmica que es hueso especifico. Asimismo, al evaluar la zona
anatdmica de extraccion, se identificaron diferencias entre aquellas muestras
extraidas desde las epifisis y diafisis de huesos largos, siendo esto ultimo, el
factor que supuso una mayor variabilidad dentro de este estudio, y que podria

estar relacionado con el proceso fisiolégico de osificacion y elongacion 6sea, que
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conduce a la presencia de distintas poblaciones celulares y tipos de tejido en las

diferentes partes del hueso (Procopio et al., 2017).

En definitiva, y considerando los resultados de las distintas investigaciones sobre
la degradacion del proteoma en restos 6seos, es posible sefalar que para
avanzar hacia el desarrollo de metodologias que permitan la estimacion del IPM
en funcion del proteoma 6seo, es crucial ampliar los estudios a mayores y nuevas
condiciones post mortem. Las distintas publicaciones en el area se enfocan
principalmente en huesos largos, osamentas con un gran porcentaje de tejido
cortical y que se ubican en las extremidades del cuerpo, siendo escasos los
trabajos que analizan otras piezas 6seas con mayor incidencia de tejido
trabecular o que se ubican en el eje axial del cuerpo, area que podria estar
influenciada por otros factores diagenéticos como la microbiota intestinal. Del
mismo modo, los distintos estudios responden a caracteristicas de disefio
particulares y disimiles entre si en cuanto al nGmero de muestras, tiempos post
mortem, condiciones de depdésito y tipo de muestra analizada, lo que, sumado a
variaciones intrinsecas entre individuos de una misma investigacién y los grupos
poblacionales evaluados, impiden realizar comparaciones sustantivas que
permitan perfilar candidatos proteicos de estimacion. Por ende, nuevas
condiciones experimentales son necesarias para proporcionar una visibn mas
detallada sobre la degradacion del proteoma 6Oseo, y con ello, proporcionar
estrategias para su potencial aplicacion a la estimacion precisa y acotada del
intervalo post mortem tardio.
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2. HIPOTESIS

Los antecedentes proporcionados por la literatura demuestran que las proteinas
coldgenas y no colagenas presentes en muestras de tejido 6seo, podrian ser
empleadas como biomarcadores que aporten informacién para la estimacion del

intervalo post mortem tardio en restos 0seos.

Las distintas investigaciones sobre degradacién post mortem del proteoma 6seo,
sugieren que la dinamica que exhiben los restos 6seos en cuanto a la diversidad
y abundancia proteica conforme aumenta el intervalo post mortem, podria tributar
a la estimacioén del IPM tardio, sobre todo, aquellos cambios que se evidencian
en proteinas estructurales y funcionales de mantenimiento, modelacion y
remodelacion Osea, asociadas al colageno o a la matriz mineral presente en
huesos. Sin embargo, aun no es del todo claro cuales son las modificaciones que
sufre el proteoma 6seo a lo largo del periodo post mortem, asimismo, se
desconoce si se pudiese establecer un ritmo al cual se degradan las proteinas
en los restos 6seos, de manera tal que sea factible asignar ya sea un patron de
presencia/ausencia o de abundancia de un grupo de proteinas, a un determinado

intervalo de tiempo post mortem.

La falta de informacion en torno a la dinamica de la degradacién post mortem del
proteoma 6seo y su potencial aplicacidbn en la estimacion del IPM tardio,
responderia en parte al reducido niumero de trabajos en el area y a las

limitaciones propias de cada estudio en términos de variabilidad, principalmente
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respecto al origen de las piezas 0seas estudiadas, el tipo de hueso y las datas
de muerte analizadas, asi como también el contexto de depdsito en el cual
estuvieron inmersas las muestras. Elementos que deben ser ampliados a fin de
recopilar una mayor cantidad de antecedentes para alcanzar un desarrollo

robusto de esta incipiente linea de investigacion.

Dado lo anterior, surge la interrogante sobre ¢c6mo se comporta el proteoma de
osamentas humanas en otro tipo de huesos y condiciones de entierro propias del
contexto nacional?, ¢es posible identificar similitudes en el decaimiento del
proteoma con respecto a los estudios existentes?, y acaso ¢ es esta dinamica del
proteoma capaz de proporcionar parametros que aporten a la estimacion del

intervalo post mortem tardio? Frente a lo cual se propone la siguiente hipotesis:

La dinamica del proteoma de osamentas humanas, en términos de
diversidad y abundancia, proporciona informacién relevante para la
estimacion del intervalo post mortem en individuos esqueletizados,
aportando en la identificacion de potenciales marcadores proteicos parala

estimacion de la data de muerte en restos 6seos humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General.

Explorar la dinamica del proteoma de osamentas humanas a distintos IPM en
términos de diversidad y abundancia, a fin de evaluar si esta es informativa para
la estimacion de la data de muerte en restos 6seos a partir de muestras de

costillas y tibias humanas.

3.2. Objetivos Especificos.

1. Estandarizar un protocolo de extraccion de proteinas a partir de muestras
Oseas para analisis proteGmicos.

2. Caracterizar el proteoma presente en las muestras 6seas de costillas y
tibias humanas.

3. ldentificar candidatos proteicos que den cuenta de los cambios en
diversidad y abundancia en el proteoma de osamentas humanas conforme

aumenta el IPM.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencion de Material Bioldgico para Analisis Protedmico.

Se realizd la extraccion de los restos dseos a partir de costillas y tibias de 15
individuos masculinos, con edades entre 20 a 50 afios provenientes de dos
contextos. El primero, denominado como contexto cadaverico, corresponde a
muestras de 5 individuos procedentes de donaciones cadavéricas, de los cuales
se extrajo una muestra 6sea aproximadamente luego de un mes de la muerte del
individuo. Para efectos de este trabajo, este contexto es considerado como IPM
temprano, ya que los cuerpos estuvieron en condiciones de preservacion a
temperaturas entre 2°C a 6°C antes de la toma de muestra, por lo que contienen
tejidos blandos asociados. De este grupo, solo fue posible extraer fragmentos de
costillas izquierdas, las cuales fueron almacenadas a -20°C durante un afio, y se
consideraron como muestras control debido a que presentan la data de muerte

Mmas reciente.

En tanto, el segundo grupo se caracteriza por ser restos de larga data que ya se
encuentran en la fase de esqueletizacion, los que fueron obtenidos a partir de
resacas de cementerios con intervalos post mortem de 15y 20 afios, por lo que
en este trabajo son referidos en conjunto como IPMs tardios. De los 5 individuos
gue conforman el grupo con IPM de 15 afios se extrajo un fragmento tanto de
costilla como de tibia izquierda, al igual que para los otros 5 individuos que
componen el intervalo de 20 afios, tal como se muestra en la Figura 7.
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Masculinos

‘ entre 20-50 anos

Contexto Cadavérico Contexto Cementerio
Control <1 afo ~15 anos ~20 anos
n=5 n=5 n=5
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Costillas
Costillas y Tibias Costillas y Tibias

> IPM >

Figura 7. Disefio experimental del estudio. Se extraeran piezas 6seas de 15 individuos
masculinos de 20 a 50 afios, con IPM tempranos (<1 afio) provenientes de donaciones
cadavéricas, e IPMs tardios (15 y 20 afios) procedentes de resacas de cementerios. De todos
ellos se tomara la costilla izquierda y sélo en el caso de individuos provenientes de cementerios
también se trabajara con tibia izquierda, de manera tal, que se analizara el proteoma de un total

de 25 restos 6seos.

46



En particular, los restos del contexto cadavérico se extrajeron durante el primer
semestre del 2021 a partir de donantes cadavéricos que bajo su expresa voluntad
ante notario cedieron su cadaver al “Programa de Donantes de Cuerpo a la
Ciencia” del Departamento de Anatomia y Medicina Legal de la Universidad de
Chile conforme al Articulo 146 del Decreto 725 correspondiente al Codigo
Sanitario, donde se indica que toda persona plenamente capaz puede disponer
de su cadaver, o de partes de él, con la finalidad de que sea utilizado para

investigacion cientifica o docencia universitaria.

En tanto, los restos de individuos esqueletizados fueron recopilados a partir de
resacas realizadas en el Cementerio General de la comuna de Recoleta en los
meses de octubre y diciembre del afio 2021, bajo la solicitud, por parte de la
misma entidad académica enunciada anteriormente, del Articulo 38 del Decreto
Supremo 357/70 que establece el reglamento general de cementerios, en el cual
se sefala que restos de sepulturas temporales cuyo plazo de ocupacion se
encuentre vencido, podran ser entregadas a titulo gratuito a entidades

universitarias para fines de investigacion o docencia.

Las muestras recopiladas fueron cedidas por parte del Departamento de
Anatomia y Medicina Legal de la Universidad de Chile bajo la figura de

colaboracion entre dicha entidad y este proyecto de investigacion.

Resulta de gran importancia destacar que se decidié trabajar con muestras

provenientes de costillas humanas, puesto que son la Unica pieza 6ésea que es
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factible de obtener de los distintos contextos y tiempos post mortem definidos
para este estudio, principalmente en el caso de las muestras provenientes de
individuos en fase cadavérica, donde su extraccion no supone una alteracion en
la estética de los individuos. Es por esta razén, que las tibias solo estaran
disponibles en el caso de individuos esqueletizados. Por otro lado, se trabajara
en especifico con huesos provenientes del lado izquierdo como una forma de
estandarizar las extracciones. Del mismo modo, la seleccién del lado izquierdo
se realiz6 considerando que en términos poblacionales existe una mayor
proporcion de personas diestras, por lo que estas piezas 6seas al no
corresponder en principio al lado dominante del individuo, se asume que estarian
menos influenciadas por las actividades y modos de vida propios de cada
individuo, por ende, presentarian una menor variaciéon en términos de morfologia

y desarrollo 6seo.

Cabe sefalar, que debido a la naturaleza acotada de esta propuesta y con el fin
de reducir al maximo la variabilidad en el disefio experimental, sélo se considerd
una condicion de entierro para las muestras de individuos en fase de
esqueletizacion, las que fueron extraidas desde resacas del mismo cementerio,
y en particular, de un patio de entierro en especifico, a fin de proporcionar
condiciones de inhumacion lo mas idénticas posible, controlando asi, parte de la
variabilidad ambiental que afecta directamente la degradacion del material

biolégico.
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4.1.1. Requerimientos para el Trabajo con Restos Oseos Humanos.

Para llevar a cabo esta investigacion, se debieron establecer en primera instancia
acuerdos de colaboracion con el Departamento de Anatomia y Medicina Legal de
la Universidad de Chile, quienes, como ya se menciond, donaron al presente
trabajo las muestras tanto de contextos cadavéricos como de cementerios. Asi
como también con el Departamento de Anatomia y Medicina Legal de la
Universidad de Concepcion, y el Servicio Médico Legal Sede Concepcion,
quienes brindaron asesoria técnica en cuanto a las pautas para un adecuado
manejo y traslado de los restos. Finalmente, bajo el “convenio marco de
colaboracion entre MELISA institute, Genomics & Proteomics Research SPAy la
Universidad de Concepcién”, fue factible llevar a cabo los experimentos de

protedmica en el Instituto Melisa.

Por otro lado, la investigacién fue sometida a evaluacién por parte del comité de
Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Biolodgicas de la Universidad
de Concepcion, quienes determinaron que el estudio cumple con la normativa

requerida para su ejecucion con fecha 2 de mayo de 2022 (Anexo N°1).
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4.1.2. Extraccién de Muestras Oseas Cadavéricas y Esqueletizadas.

Los restos 6seos fueron extraidos de manera diferencial segin su contexto de
origen siguiendo un protocolo de obtencion que se resume en la Figura 8. En
cada caso, los procedimientos, zonas anatomicas de extraccion, condiciones y
materiales de almacenamiento y traslado, se definieron en funciéon de las

caracteristicas propias de cada muestra y los lineamientos de bioseguridad.

( Protocolo Obtencion ]
L Material Biolégico J

------------------ Gestion de Permisos I
Contexto i A as T Contexto
Cadavérico DFL 725/68 Dto 357/70 Cementerio
Seleccion Individuos Revision de Archivos ]

Extraccién Muestra Seleccién Individuos ]
Almacenamiento Busqueda Individuos ]

Comprobacion Antropolégica ]
¢ Determinacion NMI.
« Estimacidn Sexo.
» Estimacion Edad.

Seleccion y Extraccion Muestra ]

Almacenamiento )

Figura 8. Protocolo para la obtencién del material biolégico. Muestras cadavéricas se
obtuvieron siguiendo etapas de seleccidn, extraccion y almacenamiento, mientras que las
muestras de cementerio conllevaron una etapa de revision, seleccién, blsqueda de individuos,
comprobacion antropologica de parametros bioldgicos, extraccion y almacenamiento de
muestras. La extraccion de restos 6seos requiere previamente de la gestion de permisos, como
la solicitud del Art. 146 del Decreto con Fuerza de Ley 725 para el caso de donantes cadavéricos,

y del Art. 38 del Decreto 357 cuando se trata de restos de individuos provenientes de cementerios.
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En detalle, el procedimiento de extraccion de las muestras de donantes
cadaveéricos consistio en: (1a) seleccionar entre los individuos que ingresaran al
programa de “Donantes de Cuerpo a la Ciencia” del Departamento de Anatomia
y Medicina Legal de la Universidad de Chile, aquellos que fuesen de sexo
masculino con edades entre 20-30 afios y con causas de muerte que, en general,
no supusieran una enfermedad metabdlica o infecciosa significativa. (2a) Extraer
un fragmento de la cuarta costilla izquierda y (3a) almacenar la muestra en un
frasco plastico con tapa hermética a -20°C con la rotulacion y codigo de
identificacion correspondiente. Tanto la extraccibn como el almacenamiento de
la muestra, se ejecutd por parte de funcionarios del Programa de donantes
cadaveéricos del Departamento de Anatomia y Medicina Legal de la Universidad
de Chile, empleando el equipo de proteccion personal necesario y al interior de
las instalaciones del departamento donde se llevan a cabo procedimientos con

material cadavérico.

Por otro lado, para las muestras provenientes de resacas de cementerio se (1b)
accedi6 al listado de registro de resaca del Cementerio General de Recoleta,
donde se indican los individuos dispuestos a resacas segun los distintos patios
de entierro asociado a su respectivo cédigo de identificacion, el cual permite
buscar entre los libros de registros de entierro datos como la edad, fecha y causa
de muerte de los individuos. (2b) Se seleccionaron los individuos que cumplian
con las caracteristicas del disefio experimental y se anotd el codigo asociado a
la bolsa mortuoria. Posteriormente, se dio paso a (3b) la busqueda de las bolsas
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gue contienen los restos de cada individuo al interior de las bodegas y espacios
de cremacién, lo que se realiz6 en conjunto con el personal del cementerio
utilizando el equipo de proteccidn personal necesario. Cada bolsa se reviso a fin
de identificar si estaba presente o no la pieza 6sea de interés. De ser asi, se dio
paso a (4b) una etapa de comprobacion antropoldgica de los restos para
confirmar que efectivamente se estaba trabajando con un solo individuo
masculino entre 20 a 50 afios por bolsa, a partir de métodos morfognosticos para
la determinacion del numero minimo de individuos y la estimacion del sexo e

intervalo etario de los restos 6seos, los cuales se describen a continuacion:

e Determinacién del Namero Minimo de Individuos: Para identificar la
cantidad de individuos presentes en cada bolsa, se decidi6 trabajar con el
namero minimo de individuos (NMI), correspondiente a la estimacion
minima del nimero de individuos que contribuyen dentro de una muestra
(Nikita & Lahr, 2011). EI NMI es el método de cuantificacion mayormente
aplicado en el analisis osteoldgico de restos provenientes de contextos
complejos, ya que permite marcar un limite a partir del cual se puede
determinar que hay una posibilidad de que existan mas individuos, pero
nunca menos (Vaduveskovi¢ & y Djuric, 2020). Su calculo se establecio

siguiendo la férmula:

NMI = MAX (L,R)
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Donde, L corresponde al numero de huesos izquierdos, y R al nUmero de
huesos derechos. Para estimar el maximo de piezas 0seas izquierdas y
derechas, se consideraron porciones especificas de huesos pares, por
ejemplo, epifisis distal de tibia, a fin de garantizar que fragmentos de un
mismo hueso pertenecientes a un mismo individuo no se cuenten como

dos individuos distintos. (Adams & Konigsberg, 2004).

Estimacién del Sexo Bioldgico: La estimacion del sexo se realiz
empleando el andlisis morfolégico del hueso coxal y del craneo,
priorizando el primero sobre el segundo cuando ambos elementos
estuvieran presentes. Estas piezas 6éseas han demostrado tener un mayor
dimorfismo sexual, y cuyas metodologias para la estimacion del sexo
presentan el mayor porcentaje de confianza con un 96% y un 80-92%
respectivamente (Krenzer, 2006).

En el hueso coxal se analizé la region subpubica siguiendo el método
propuesto por Phenice en 1969, el cual analiza el arco ventral, el angulo
subpubico y la rama isquiopubica, atribuyendo una calificacién de “vacio”,
cuando no es posible analizar el hito, “1”, en individuos femeninos, “2”, en
casos de indeterminado, y “3”, en individuos masculinos. Cada uno de
estos tres aspectos se esquematizan en la Figura 9A, donde se observa
gue el arco ventral y la concavidad subpubica sélo esta presente en

individuos femeninos, en tanto, el aspecto medial de la rama isquipubica

53



es ancha y roma en masculinos, mientras que es aguda y estrecha en
femeninos.

Otro punto de analisis en coxal fue la escotadura ciatica mayor, la cual
tiende a ser estrecha y angosta en masculinos, en tanto, es amplia y
ancha en individuos femeninos (Buikstra & Ubelaker, 1994), tal como se
observa en la Figura 9B. Finalmente, en coxal también se analizo la
presencia y grado de desarrollo del surco preauricular, el cual esta
comunmente presente en individuos femeninos y ausente o con un grado
minimo de desarrollo en individuos masculinos (Buikstra & Ubelaker,

1994). (Figura 9C).
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Figura 9. Puntos de analisis morfoldgico del hueso coxal para la estimacién del sexo. (A)
Aspectos analizados en el pubis para la estimacién de sexo segun lo propuesto por el método de
Phenice (1969). De superior a inferior, arco ventral, concavidad subpubica y aspecto medial de la
rama isquiopubica (Buisktra & Ubelaker, 1994). (B) Dimorfismo sexual en la escotadura ciatica
mayor en una escala de 1 a 5, donde 1 corresponde a individuos hiperfemeninos y 5 a
hipermasculinos (White, Black & Folkens, 2012). (C) Grado de desarrollo del surco preauricular
en una escala de 1 a 4, donde 1 corresponde a individuos hiperfemeninos y 4 a hipermasculinos

(Buisktra & Ubelaker, 1994).
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En cuanto al analisis de la estructura del craneo para la estimacion del
sexo, se analizdé la cresta nucal, el proceso mastoideo, el margen
supraorbital, la prominencia de la glabela y la eminencia mentoniana.
Estructuras que en general son mas robustas y desarrolladas en individuos
masculinos que en femeninos, producto de la insercion muscular que se
genera en estas areas (Rodriguez, 2004). La proyeccion de la cresta nucal
es mayor en individuos masculinos, al igual que el volumen y desarrollo
del proceso mastoides. El margen supraorbital se caracteriza por ser romo
y grueso en masculinos, a diferencia de los femeninos que son filosos y
delgados. En tanto, la proyeccién de la glabela y de la eminencia
mentoniana es mayor en individuos masculinos que en femeninos

(Buisktra & Ubelaker, 1994). (Figura 10).
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Figura 10. Puntos de anédlisis morfoldgico del craneo para la estimacién del sexo. De

superior a inferior se observa la cresta nucal en el hueso occipital, proceso mastoides del
temporal, margen supraorbital y glabela en el frontal, finalmente la eminencia mentoniana de la
mandibula. Grados de desarrollo del dimorfismo sexual en una escala de 1 a 5, donde 1

corresponde a individuos hiperfemeninos y 5 a hipermasculinos (White et al., 2012).
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Estimacion de la edad: La estimacion de la edad de los individuos se
realizé en funcion del analisis de la sinfisis pubica y de la carilla auricular
gue estan presentes en el hueso coxal.

Se evaluaron los cambios morfoldgicos de la rampa ventral, dorsal y el
aro sinfisial de la sinfisis pubica, en funcion del método propuesto por
Suchey & Brooks (1990) (Figura 11), el cual clasifica las edades de los
individuos en 6 fases que se encuentran diferencias por sexo, y que
ademas cada una cuenta con un estadio temprano y otro tardio.
Individuos con edades mas tempranas se caracterizan por presentar
ondulaciones, crestas y surcos en la cara sinfisial, las que desaparecen
progresivamente conforme se avanza en edad y son reemplazadas por
micro y macroporosidades, que se acompafian de la formacion de un
borde o aro sinfisial que finalmente culmina en una labiacion (Rodriguez,

2004).
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Figura 11. Fases del método propuesto por Suchey-Brooks (1990) de estimacién de edad
paraindividuos masculinos. Se observan los cambios morfolégicos de la sinfisis pibica donde
las edades promedio para cada etapa corresponden a: Etapa 1: 18.5 + 2.1 afios. Etapa 2: 23.4 £
3.6 afios. Etapa 3: 28.7 £ 6.5 afios. Etapa 4: 35.2 + 9.4 afios. Etapa 5: 45.6 = 10.4 afios. Etapa 6:

61.2 £ 12.2 afios (White et al., 2012).

Los cambios morfolégicos de la carilla auricular fueron evaluados
siguiendo el método propuesto por Lovejoy et al. (1985), donde la edad
se correlaciona con las variaciones en la ondulacion, estrias, granulacion
superficial, microporosidad, macroporosidad y organizacion transversal
de la superficie auricular. Estas se clasifican en 8 fases, las que se guian

bajo la misma légica de lo ya descrito en el caso de la sinfisis pubica, es
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decir, adultos jovenes presentan ondulaciones que se pierden con la
edad, a la vez que se generan procesos erosivos marcados por la

aparicion de micro y macroporosidades, como es posible observar en la

Figura 12 (White et al., 2012).

Figura 12. Fases del método propuesto por Lovejoy (1985) para la estimaciéon de edad. Se
observan los cambios morfologicos de la carilla auricular donde el intervalo etario para cada etapa
corresponde a: Etapa 1: 20-24 afios. Etapa 2: 25-29 afios. Etapa 3: 30-34 afios. Etapa 4: 35-39
afos. Etapa 5: 40-44 afios. Etapa 6: 45-49 afios. Etapa 7: 50-59 afios. Etapa 8: >60 afios. (White

etal., 2012).
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Una vez corroborados los parametros de sexo y edad por cada individuo, asi
como una estimacion del nimero minimo de individuos igual a uno, se (5b)
selecciond y retiro el resto 6seo de interés correspondiente a la costilla izquierda
con el mayor grado de completitud y conservacion, y de la tibia izquierda de cada
individuo. En general, las costillas extraidas corresponden entre la cuarta y la

séptima costilla.

Finalmente, en la etapa de (6b) almacenamiento, cada uno de los elementos
0seos obtenidos del contexto de cementerio se depositd en una bolsa hermética
de manera individual con el respectivo cédigo y etiquetado de identificacion, para
luego ser dispuestos en un contenedor plastico sellado herméticamente que fue
trasladado por el personal del cementerio en vehiculo hasta el Departamento de
Anatomia y Medicina Legal de la Universidad de Chile. Una vez en las
instalaciones del departamento, que cuentan con mesones de trabajo y
ventilacion adecuada, las muestras destinadas al proyecto fueron puestas
individualmente en bolsas de papel libre de acido con la rotulacion
correspondiente y almacenadas en cajas de plastico selladas al interior de las
instalaciones a temperatura ambiente. Asimismo, se elaboré una ficha de registro
gue compila la informacién de cada individuo en cuanto a la edad, sexo, causa
de muerte, contexto de procedencia, pieza 6sea extraida con su respectivo
cbdigo de identificacién, fecha de muerte y de enterramiento, resultados de la
validacion antropoldgica, entre otros datos. EI modelo de ficha se encuentra
disponible en el Anexo N°2.
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Posteriormente, las muestras tanto del contexto cadavérico como aquellas
provenientes de resacas de cementerios, fueron trasladadas en vehiculo
particular hasta las dependencias del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de
Concepcidon, empleando contendores tipo cooler con hielo seco para las
muestras provenientes de individuos cadavéricos, y contenedores plasticos
herméticos para las muestras esqueletizadas. Las que una vez depositadas en
las dependencias universitarias, fueron revisadas y registradas fotograficamente,
para luego ser almacenadas a -80°C en el caso de las muestras de cadaveres,
en tanto las muestras de individuos esqueletizados se dejaron a temperatura

ambiente siguiendo la normativa de bioseguridad de la facultad.

4.2. Estandarizaciéon de un Protocolo de Extraccidn de Proteinas a Partir de

Muestras Oseas.

A partir de una revision bibliogréfica de protocolos de extraccion de proteinas con
posterior aplicacion a estudios protedmicos, se definieron cinco protocolos de
extraccion proteica que fueron probados en polvo de hueso de tejido cortical
proveniente de costillas de especimenes porcinos, a fin de establecer la
metodologia mas apropiada para la extraccion proteica desde muestras éseas.
Se decidi6 testear en primera instancia en restos 0seos porcinos para evitar la
pérdida de material 6seo de las muestras provenientes de restos humanos. Una

vez definido el protocolo con mejor rendimiento en términos de nimero y variedad
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de proteinas extraidas, el procedimiento seleccionado fue replicado en una
muestra de prueba humana antes de su aplicacion en la totalidad de las muestras
problema, con el objetivo de corroborar su capacidad de extraccion proteica en

tejido 6seo humano.

4.2.1. Extraccién Polvo de Hueso Cortical Porcino.

El material bioldgico de porcinos se obtuvo desde una carniceria, lugar en el que
se adquirié un trozo de costillar de cerdo que fue llevado hasta las dependencias
del laboratorio, donde fue lavado con agua destilada y removido tanto el tejido
muscular adyacente como el periostio que recubre a todo hueso por medio de un
bisturi. Los fragmentos de costillas se secaron en una estufa a 37°C por una hora,
para luego, empleando nuevamente el bisturi, retirar todo resto de periostio que
pudo haber quedado en una primera instancia. Se obtuvieron fragmentos de
tejido cortical de aproximadamente 5x5 mm por medio de un corte sagital con
una cierra caladora rotatoria marca Dremel modelo 3000, a lo largo del cuerpo

de la costilla, tal como se observa en la Figura 13.
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@[ Costillas con Tejido Adyacente ] Remocién del Tejido Muscular ]

@ Corte Fragmento Cortical ]

@ Tejido Cortical.
@ Tejido Trabecular.

Figura 13. Procedimiento de obtencién del tejido cortical en muestras 0seas de cerdo. (A)
Trozo de costillar de cerdo con tejido blando adherido. (B) Se elimina el tejido muscular y
cartilaginoso adyacente a la costilla. (C) Se remueve el periostio dando un aspecto de opacidad
al hueso. (D) Corte sagital donde se observa la porcion interna de la costilla que se compone de

tejido trabecular (punto azul) y la capa externa de tejido cortical (punto rojo).
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Posteriormente, los fragmentos obtenidos se desinfectaron en hipoclorito de
sodio al 5% por 15 min seguido de 3 lavados con agua de biologia molecular por
30 min cada uno, a fin de eliminar contaminantes ambientales y restos de tejido
trabecular y medular. Los fragmentos se liofilizaron por 7 dias en el equipo
HyperCOOL modelo HC3110. Una vez concluido el proceso, se pulverizaron
empleando un mortero y se almacenaron a -80°C hasta el momento de la

extraccion de proteinas.

4.2.2. Extraccion e Identificacion de Proteinas en Muestras de

Costillas de Cerdo.

Se probaron 5 protocolos sobre 100 mg de polvo de hueso respectivamente, con
el fin de aumentar el rendimiento e integridad de las proteinas purificadas, los

cuales se resumen en la Figura 14 y se describen a continuacion:

e Protocolo 1: Basado en la adaptacion por parte de Chan (2018) del
método propuesto por Beck et al., (2015). A 100 mg de polvo de hueso de
tejido cortical se le agregd 1.5 mL de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) (Sigma
Aldrich, N° de catdlogo: 75-89-8) al 100% y 15 mL de
Tris(hidroximetil)aminometano (Thermo Scientific, N° de catalogo: 17926)
300 mM pH 8.0. Se aplico vértex y se dejo en hielo por 10 min. Luego se
sonicé por 5 min con una amplitud del 80% en pulsos de 10 segundos
utilizando un sonicador digital ultrasénico marca TOPTION modelo TUE-

500. Posteriormente se incubd por 15 min a 90°C en equipo de bafio seco
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(Benchmark modelo BSH1004-E) luego se aplicé nuevamente 10 min de
hielo antes de centrifugar a 4600 g por 10 min a 4°C en una centrifuga
marca Thermo Scientific™ modelo Megafuge™ 16. Finalmente se tomo
el sobrenadante que se almacend a -80°C.

Protocolo 2: 100 mg de polvo de hueso de tejido cortical se
desmineralizaron con acido trifluoroacético (TFA). Para ello, se adiciono
1 mL de TFA (Sigma Aldrich, N° catalogo: 76-05-1) al 10% por 16 hrs a
4°C, que luego fue centrifugado a 4600 g por 10 min (centrifuga Thermo
Scientific™ modelo Megafuge™ 16), descartando la fraccién soluble.
Posteriormente, sobre la fraccion insoluble se utilizé el mismo buffer de
extraccion y procedimiento descrito en el protocolo 1.

Protocolo 3: Basado en la metodologia propuesta por Procopio y cols.
(2017). Consistié en desmineralizar 100 mg de polvo de hueso de tejido
cortical con 1 mL de &cido trifluoroacético (Sigma Aldrich, N° catélogo: 76-
05-1) al 10% por 16 hrs a 4°C, que luego fue centrifugado a 4600 g por
10 min (centrifuga Thermo Scientific™ modelo Megafuge™ 16),
descartando la fraccion soluble. Sobre la fraccion insoluble se utiliz6 como
buffer de extraccion proteica 1 mL de clorhidrato de guanidina (GuHCL) 6
M (Merck, N° catalogo: 369075) / Tris(hidroximetil)Jaminometano 7 mM pH
7.4 (Thermo Scientific, N° de catalogo: 17926), que luego se sonicé por 5
min con una amplitud del 80% en pulsos de 10 segundos utilizando un

sonicador digital ultrasonico marca TOPTION modelo TUE-500.
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Posteriormente se incubd por 18 hrs a 4°C. Lo que una vez finalizado se
centrifugd a 4600 g por 10min a 4°C en una centrifuga marca Thermo
Scientific™ modelo Megafuge™ 16, para finalmente almacenar el
sobrenadante a -80°C.

Protocolo 4: Procedimiento adaptado de lo propuesto por Bai y cols.
(2017). Se desmineralizaron 100 mg de polvo de hueso de tejido cortical
con 1 mL de acido trifluoroacético (Sigma Aldrich, N° catalogo: 76-05-1)
al 10% por 16 hrs a 4°C, que luego fue centrifugado a 4600 g por 10 min
(centrifuga Thermo Scientific™ modelo Megafuge™ 16), descartando la
fraccion soluble. Sobre la fraccion insoluble se utilizo como buffer de
extraccion proteica 1 mL de urea (Thermo Scientific, N° de catélogo:
29700) 8 M/ sulfato de dodecilo de sodio (SDS) (Merck, N° de catélogo:
151-21-3) al 2% / desoxicolato de sodio (DOC) (Sigma Aldrich, N° de
catalogo: 302-95-4) al 2%/ bicarbonato de amonio (Merck, N° de catélogo:
1066-33-7) 25 mM pH 7.4. Se sonic6 por 5 min con una amplitud del 80%
en pulsos de 10 segundos utilizando un sonicador digital ultrasénico
marca TOPTION modelo TUE-500. Posteriormente se incubd por 18 hrs
a 4°C. Lo que una vez finalizado se centrifugd a 4600 g por 10 min a 4°C
en una centrifuga marca Thermo Scientific™ modelo Megafuge™ 16,
para finalmente almacenar el sobrenadante a -80°C.

Protocolo 5: Basado en la metodologia propuesta por Cleland &

Vashishth (2015). A 100 mg de polvo de hueso cortical se le agregaron
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600 pL de fosfato de amonio dibasico (Merck, N° de catalogo: 7783-28-0)
400 mM/ bicarbonato de amonio (Sigma Aldrich, N° de catalogo: 1066-33-
7) 200 mM/ clorhidrato de guanidina (GuHCL) 4M (Merck, N° catalogo:
369075). Se sonic6 por 5 min con una amplitud del 80% en pulsos de 10
segundos utilizando un sonicador digital ultrasénico marca TOPTION
modelo TUE-500. Posteriormente se incubd por 24 hrs a 75°C en equipo
de bafio seco (Marova, modelo MiniT-100). Lo que una vez finalizado, se
centrifugd a 4600 g por 10 min a 4°C en una centrifuga marca Thermo
Scientific™ modelo Megafuge™ 16, para finalmente almacenar el

sobrenadante a -80°C.

Las proteinas extraidas fueron cuantificadas por fluorometria empleando el
dispositivo Invitrogen Qubit 4, seguido de un andlisis por SDS-Page con gel de
corrida al 10% y gel concentrador al 5% al que se cargaron 30 ug de proteina.
Previo a ello, con el objetivo de eliminar los detergentes presentes en el protocolo
4 gue interfieren en el resultado de la cuantificacién por fluorometria, asi como
también de eliminar sales y contaminantes presentes en cada uno de los cinco
protocolos que pudiesen intervenir en la corrida electroforética, las proteinas
extraidas se precipitaron en 5 volimenes de 50% acetona (JT.Baker, N° de
catalogo: 67-64-1) / 50% etanol (Sigma Aldrich, N° de catalogo: 64-17-5) / acido
clorhidrico (Merck, N° de catalogo: 100317) 1 mM, durante toda la noche a -80°C.
Lo que una vez concluido, se centrifugd a 19.000 g por 10 min a 4°C (Centrifuga
Eppendorf™ 5424 R) descartando el sobrenadante. Se realizaron 2 lavados del
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pellet con 5 volumenes de 50% acetona (JT.Baker, N° de catalogo: 67-64-1) /
50% etanol (Sigma Aldrich, N° de catalogo: 64-17-5) / &cido clorhidrico (Merck,
N° de catalogo: 100317) 1 mM, que se centrifugaron a 19.000 g, esta vez por 5
min a 4°C (Centrifuga Eppendorf™ 5424 R) descartando el sobrenadante. El
pellet se seco en SpeedVac (marca Hanil Scientific modelo HyperVAC VC2200)

a 2000 rpm y 80°C por 15 min.

Para la cuantificacion por fluorometria el pellet del protocolo 4 se resuspendio en
50 L de urea (Thermo Scientific, N° de catalogo: 29700) 8 M. En tanto, para la
corrida electroforética, los pellets resultantes de los cinco protocolos se

resuspendieron en buffer de carga 1X.
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Figura 14. Estandarizacion de la extraccion proteica utilizando muestras 6seas de cerdo.
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Representacion esquematica del proceso de estandarizacion de la purificacién desde muestras
Oseas, que comprende las etapas de (1) extraccion, (2) desinfeccion, (3) liofilizado, (4)
pulverizado, (5) protocolos de extraccidon proteica con los principales reactivos utilizados, (6)
cuantificacion  por  fluorometria 'y  (7) visualizacion por SDS-Page. TRIS:

(hidroximetil)aminometano. GUHCL.: clohidrato de guanidina. SDS: sulfato de dodecilo de sodio.

DOC: desoxicolato de sodio.
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Las proteinas fueron preparadas para ser inyectadas al sistema LC-MS/MS como
se describe a continuacion. En primer lugar, 30 ug de proteinas se precipitaron
en 5 volumenes de 50% acetona / 50% etanol / acido clorhidrico 1 mM, siguiendo
el procedimiento ya descrito con anterioridad. Luego fueron resuspendidas en
50uL de urea (Thermo Scientific, N° de catalogo: 29700) 8 M/ bicarbonato de
amonio (Sigma Aldrich, N° de catalogo: 1066-33-7) 25 mM. La totalidad de las
muestras se redujeron con ditiotreitol (Calbiochem®, N° de catélogo: 3483-12-3)
25 mM por 20 min a 37°C y se alquilaron con 2-cloro-acetamida (Sigma Aldrich,
N° de catalogo: 79-07-2) 25 mM por 20 min en oscuridad a T° ambiente. Se
empledé como buffer de digestion, un volumen de 2,2,2-trifluoroetanol (Sigma
Aldrich, N° de catélogo: 75-89-8) al 10% para protocolo 1y protocolo 2, y 400 uL
de bicarbonato de amonio (Sigma Aldrich, N° de catalogo: 1066-33-7) 25 mM
para el protocolo 3, protocolo 4 y protocolo 5. Las muestras fueron digeridas con
tripsina en una proporcion 1:50 w/w (Promega, N° de catalogo: V5111) por 16 hrs
a 37°C. Después se adicion6 acido trifluoroacético (Sigma Aldrich, N° catalogo:

76-05-1) a una concentracion final de 0,5% para detener la digestién.

La limpieza de los péptidos se llevé a cabo de manera diferencial siguiendo el
protocolo establecido por la unidad de protedmica del instituto Melisa, empleando
para el primer y segundo protocolo, columnas MCX (OASIS, N° de catalogo:
186000252), en tanto, en el tercer, cuarto y quinto protocolo se trabajo con

columnas Sep-Pak C18 (Sep-Pak, N° de catalogo: WAT054955).

71



El protocolo de limpieza ocupando las columnas MCX consiste en acondicionar
la columna con 1 mL de metanol (Sigma Aldrich, N° de catalogo: 67-56-1),
equilibrar con 1 mL de &cido trifluoroacético (Sigma Aldrich, N° catalogo: 76-05-
1) al 0.2%, cargar la muestra 3 veces por el filtro, luego lavar con 2 mL de &cido
trifluoroacético (Sigma Aldrich, N° catalogo: 76-05-1) al 0.2% y 2 mL de metanol
(Sigma Aldrich, N° de catalogo: 67-56-1), para finalmente eluir dos veces con
300uL de amoniaco (Sigma Aldrich, N° de catalogo: 338818) al 5%/ metanol
(Sigma Aldrich, N° de catédlogo: 67-56-1). Mientras que en el caso de las
columnas Sep-Pak C18, estas se acondicionaron con 1 mL de acetonitrilo (Sigma
Aldrich, N° de catalogo: 75-05-8) al 100%, fueron equilibradas con 2 mL de acido
trifluoroacético (Sigma Aldrich, N° catalogo: 76-05-1) al 0,2%, la muestra se pas6
3 veces por el filtro, siendo lavada con 1 mL de acido trifluoroacético (Sigma
Aldrich, N° catédlogo: 76-05-1) al 0,2% y se eluy6 con 500 pyL de acetonitrilo
(Sigma Aldrich, N° de catalogo: 75-05-8) al 40% / acido trifluoroacético (Sigma
Aldrich, N° catalogo: 76-05-1) al 0,2% y 500 L de acetonitrilo (Sigma Aldrich, N°
de catalogo: 75-05-8) al 80% / acido trifluoroacético (Sigma Aldrich, N° catalogo:

76-05-1) al 0,2%.

Posteriormente, todas las muestras fueron centrifugadas a 19.000 g por un
minuto a 4°C (centrifuga Eppendorf™ 5424 R) y se secaron en el Speed Vac
(marca Hanil Scientific modelo HyperVAC VC2200) por 2 hrs a 2000 rpm y 80°C.
Luego, se resuspendieron en 20 yL de acido formico (Thermo Scientific, N°
catalogo: 85171) al 0,1% y se dejaron por 5 min en un equipo de bafio ultrasénico
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(marca Baku, modelo BK-1200) con pulsos de 5 segundos. Se centrifugd a
19.000 g por 1.5 min (centrifuga Eppendorf™ 5424 R) y se midi6 la concentracion
mediante espectroscopia infrarroja con el equipo Direct Detect® Spectrometer
marca Merck, para finalmente preparar los viales con una concentracion de 200
ng/uL de péptidos diluidos con &cido férmico (Thermo Scientific, N° catalogo:

85171) al 0,1%.

Los péptidos fueron inyectados en un nanoUHPLC nanoElute (Bruker Daltonics)
acoplado a un espectrometro de masas timsTOF Pro (“Trapped lon Mobility
Spectrometry — Quadrupole Time Of Flight Mass Spectrometer’, Bruker
Daltonics) utilizando una columna Aurora UHPLC (25 cm x 75 um ID, 1.6 um C18,
lonOpticks, Australia), la cromatografia liquida se realizé utilizando un gradiente
de 90 minutos de 2% al 35% de tampdn B (acetonitrilo 99,9% + 0,1% acido
férmico). La coleccion de resultados fue realizada utilizando el software
TimsControl 2.0 (Bruker Daltonics) bajo 10 ciclos de PASEF, con un rango de
masas de 100-1.700 m/z, una ionizacion del capilar 1.500 V y una temperatura
de 180°C, la frecuencia del TOF de 10 kHz se ejecutdé en una resolucién de

40.000 FWHM.

Utilizando la interfaz grafica de Fragpipe version 18.0, se efectud la identificacion
de las proteinas mediante el motor de busqueda MSFragger version 3.5 al cual
se le suministr6 como base de datos las secuencias aminoacidicas en formato

FASTA que estan disponibles para Sus scrofa en Swiss-Prot (consultada el 8 de
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agosto del 2022, que incluye 1.458 secuencias?). Los parametros establecidos
para la tolerancia de masa ionica de los precursores (PMT) y la masa ionica de
los fragmentos (FMT) fueron de 0,05 Da y 20 ppm respectivamente. Se asumié
digestion con tripsina del tipo enzimatico estricto, que trabaja en base a péptidos
tripticos, y del tipo semiespecifica, con péptidos semitripticos (en adelante corrida
triptica y semitriptica), con un maximo de 2 pérdidas de corte por péptido y con
un largo minimo de 6aa por péptido. Se considero la carbamidometilacién de la
cisteina como modificacion post-traduccional fija, en tanto, la Oxidacién de
Metionina (M), Acetilacion N-terminal, Deaminacion de Asparagina y Glutamina
(NQ), se definieron como modificaciones post-traduccionales variables.
Philosopher versidn 4.4, especificamente, su herramienta Peptideprophet, se
utilizé para el calculo del nivel de confianza, considerando péptidos a un FDR de

0,1%. El resto de los parametros se mantuvieron por defecto.

El total de proteinas identificadas se visualizé en el programa Excel versién 2211.
Bajo el cual se aplic6 un filtro sobre las proteinas identificadas en funcién de la
columna de péptidos Unicos que se fij6 en un minimo de 1. De esta forma, se
aumenta la confianza en la identificacién, ya que las proteinas identificadas
corresponden a aquellas que mediante LC-MS/MS se les logré asignar una
secuencia peptidica exclusiva de un grupo de proteinas (péptidos que son

comunes a las proteinas de un grupo de proteinas y que no se encuentran en las

! Direccion web secuencias aminoacidicas Sus scofra:
https://rest.uniprot.org/uniprotkb/stream?compressed=true&format=fasta&query=%28P1G%29%
20AND%20%28reviewed%3Atrue%29
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proteinas de ningun otro grupo). Posteriormente, para cada protocolo se unificd
el listado de las proteinas identificadas, donde se incluyen las proteinas
identificadas en la corrida triptica y semitriptica, descartando los valores

duplicados.

A continuacion, utilizando la herramienta Interactive Venn
(http://www.interactivenn.net/) se compararon las proteinas identificadas a partir
de los cinco protocolos de extraccidn testeados. Asimismo, con la herramienta
para la anotacion funcional de secuencias de proteinas basadas en relaciones
de ortologia, EQQNOG-mapper (http://eggnog-mapper.embl.de/), se asignd una
categoria funcional a las proteinas identificadas en funcién de su mejor grupo

ortélogo coincidente en la base de datos Clusters of Orthologous Groups (COG).

Finalmente, el protocolo que generd los resultados 6ptimos se replic6 en una
muestra de costilla humana con un IPM de 20 afios (MR2_11C), siguiendo la
misma metodologia descrita anteriormente. Sin embargo, en esta oportunidad los
pardmetros establecidos para la identificacion de las proteinas se hicieron
utilizando los mismos programas, pero considerando como base de datos las
secuencias aminoacidicas para Homo sapiens obtenidas desde Swiss-Prot

(consultada el 22 de septiembre del 2022 e incluye 20.423 secuencias)?. El resto

2Direccion web secuencias aminoacidicas Homo sapiens:
https://rest.uniprot.org/uniprotkb/stream?format=fasta&query=%28HUMAN%29%20AND%20%?2
8reviewed%3Atrue%29
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de los parametros y procedimientos se replico tal y como se describié en

muestras de costillas de cerdo.

4.3. Extraccion Proteica en Muestras de Tejido Cortical Provenientes de

Costillas y Tibias Humanas.

La obtencién de polvo de hueso cortical para las muestras humanas provenientes
de individuos cadavéricos se llevo a cabo replicando el procedimiento descrito en
cerdos, concerniente a la fase de eliminacion de tejidos blandos adyacentes y
obtencion de fragmentos de tejido cortical (para mas detalle revisar seccion

4.2.1).

En el caso de las muestras de individuos esqueletizados, el primer paso para la
obtencion del polvo de hueso cortical consistio en lijar la primera capa de hueso
a fin de eliminar restos de polvo, pelo y otros contaminantes generados en el
proceso de inhumacion. Posteriormente se cortaron fragmentos de tejido cortical
de 5x5 mm a lo largo del cuerpo de la costillay de 20x10 mm a mitad de la diafisis
anterior de las tibias. En la Figura 15, se aprecia el proceso de obtencién de los

fragmentos segun cada hueso, destacando la zona anatomica de extraccion.
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Figura 15. Obtencién de fragmentos de tejido cortical humanos. (A) Fragmento de costilla de
donacion cadavérica, de izquierda a derecha se observa el fragmento sin tejido muscular ni
periostio, luego 3 fragmentos de tejido cortical extraidos desde el cuerpo de la costilla (zona en
rojo). (B) Costilla proveniente de cementerio que primero fue limpiada con un proceso de lijado
evidente en el cambio de coloracion del cuerpo de la costilla (zona roja), desde donde se extrae

cada fragmento. (C) Tibia proveniente de cementerio que primero fue medida en su largo maximo
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para determinar la zona de mitad de diafisis, area que luego fue lijada y de la cual se extrajo el

fragmento de tejido cortical (marcado en rojo).

Todos los fragmentos, tanto de costilla como de tibias, fueron desinfectados en
hipoclorito de sodio al 5% por 15 min seguido de 3 lavados con agua de biologia
molecular por 30 min cada uno en agitacion. Los fragmentos se liofilizaron por
una semana en el equipo HyperCOOL modelo HC3110, para luego ser
pulverizados en un mortero, y almacenados a -80°C hasta el posterior proceso

de extraccion proteica.

La extraccion de proteinas se llevo a cabo en 25 muestras humanas replicando
el procedimiento del Protocolo 1 descrito para la extraccion de proteinas en
muestras de costillas de cerdo (seccidon 4.2.2). Posteriormente, se tomé el
sobrenadante y se midié la concentracién por medio de fluorometria en el
dispositivo Invitrogen Qubit 4. El resto del extracto fue almacenado a -80°C para

analisis posteriores de LC-MS/MS.

4.3.1. Preparacion y Anélisis de Muestras Oseas Humanas para
analisis LC-MS/MS.
Se tomaron 30 ug de proteina por muestra, las que se redujeron con ditiotreitol
(Calbiochem®, N° de catalogo: 3483-12-3) 25 mM por 20 min a 37°C. Se alquilé
con iodoacetamida (Cytiva, N° de catalogo: 144-48-9) 25 mM por 20 min en
oscuridad a T° ambiente. Luego se afiadié un volumen de 2,2,2-trifluoroetanol

(Sigma Aldrich, N° de catalogo: 75-89-8) al 10% como buffer de digestién y se
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digirieron con tripsina en una proporcion 1:50 w/w (Promega, N° de catalogo:
V5111) por 16 hrs a 37°C. Después, se adiciond acido trifluoroacético (Sigma
Aldrich, N° catalogo: 76-05-1) a una concentracion final de 0,5% y se centrifugo
a 19.000 g por 1 min a 4°C (centrifuga Eppendorf™ 5424 R), antes de llevar al
Speed Vac (marca Hanil Scientific modelo HyperVAC VC2200) a 2000 rpm por 2

hrs a 80°C.

La limpieza de los péptidos se realiz6 con columnas MCX (OASIS, N° de
catalogo: 186000252). La preparacion de los viales, cromatografia y el analisis
por LC-MS/MS, se ejecutd tal y como se describié en la seccion 4.2.2 para las

muestras provenientes de restos porcinos.

4.3.2. ldentificacién de las Proteinas Presentes en las Muestras de

Costillay Tibias Humanas.

La identificacion de las proteinas se llevo a cabo utilizando la interfaz grafica de
Fragpipe version 18.0 mediante el motor de busqueda MSFragger version 3.5 al
cual se le suministr6 como base de datos las secuencias aminoacidicas
disponibles en formato FASTA para Homo sapiens obtenidas desde Swiss-Prot
(consultada el 1 de diciembre del 2022 que incluye 20.423 secuencias)®. La
identificacion se realiz6 nuevamente en base a una corrida triptica y semitriptica

bajo los mismos parametros descritos en la seccion 4.2.2. No obstante, en esta

8 Direccién web secuencias aminoacidicas Homo sapiens:
https://rest.uniprot.org/uniprotkb/stream?format=fasta&query=%28HUMAN%29%20AND%20%?2
8reviewed%3Atrue%29

79



oportunidad se ejecutd una cuantificacion sin etiqueta (label free) basada en la
intensidad de precursores de MS1 para datos timsTOF (en adelante calculo de
abundancia relativa), que se realiz6 con lonquant version 1.8.0. trabajando sobre

los parametros seteados por defecto.

Se considero que una proteina fue identificada cuando se le reconocié a lo menos
un péptido Unico. Posteriormente, para cada muestra se unifico el listado de las
proteinas identificadas, donde se incluyen las proteinas identificadas en la corrida
triptica y semitriptica, descartando los valores duplicados. Lo cual se realizd en

el programa Excel version 2211.

A continuacion, a través de la herramienta Interactive Venn
(http://www.interactivenn.net/) se evaluaron proteinas exclusivas y compartidas
entre replicas biolégicas para las cinco condiciones en estudio (costillas de
IPM<1, IPM=15 e IPM=20 afios; y tibias de IPM=15 e IPM=20 afios). Ademas, se
establecieron proteinas representativas para cada intervalo post mortem, que
corresponden a proteinas identificadas en comun para muestras que comparten

un mismo intervalo post mortem.

Utilizando el programa GraphPad Prism version 8.0.2, se realizaron andlisis
estadisticos sobre el nimero de proteinas identificadas, aplicando pruebas de
normalidad (Shapiro Wilk) y pruebas de hipétesis, ya sea paramétricas o no

paramétricas segun el resultado de la prueba de normalidad.
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4.3.3. Caracterizacion in silico de las Proteinas Identificadas.

Las proteinas definidas como representativas de los distintos IPMs fueron
caracterizadas utilizando la herramienta EggNOG-mapper (http://eggnog-
mapper.embl.de/) para la anotacion funcional de proteinas ortélogas, por medio
de la cual se asignaron clusters of orthologous groups (COGSs) a cada una de las

proteinas identificadas.

Por otro lado, a través de la herramienta ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) se establecié el peso molecular y la
composicidbn aminoacidica de las proteinas identificadas. Cuyos resultados
fueron graficados en GraphPad Prism version 8.0.2., programa que también fue
utilizado para realizar pruebas de normalidad (Shapiro Wilk) y pruebas de

hipotesis.

4.3.4. Analisis Estadistico Multivariado. MCA y PCA.

Se ejecutaron analisis estadisticos multivariados en el programa R version 4.2.2
por medio de los paquetes FactoMineR y Factoextra, especificamente, un
analisis de correspondencia multiple (MCA) y un analisis de componentes
principales (PCA), sobre el listado de proteinas consideradas como

representativas de los diferentes intervalos post mortem definidos.

Para el MCA se generd una tabla de contingencia, que se completé con “Y”

cuando la proteina estaba presente en una muestra y con “N” cuando se encontré
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ausente. Por otro lado, para el PCA se generaron dos matrices donde se trabajo
sobre las intensidades Unicas de las proteinas identificadas en la corrida triptica
y semitriptica respectivamente. Los comandos utilizados en cada analisis se

encuentran disponibles en el Anexo 3.

4.3.5. Andlisis de Abundancias Relativas.

Los valores de abundancia relativa determinadas mediante la cuantificacion label
free basada en la intensidad de precursores MS1 (revisar seccion 4.3.2.), fueron
sometidos a un proceso de imputacion para completar los valores de intensidad
faltantes entre replicas biolégicas, ya que se asumié que producto de la
variabilidad entre las muestras analizadas, ciertas proteinas no fueron posibles
de identificar y/o cuantificar aun cuando es esperable que estén presentes en la
mayoria de las muestras. Dicha imputacién, permite no s6lo aumentar el nimero
de proteinas analizadas, sino que también, realizar comparaciones estadisticas
validas en torno a la abundancia de proteinas entre las diferentes condiciones de

estudio, preservando la integridad de los datos.

Para ello, las intensidades Unicas del global de proteinas identificadas fueron
procesadas utilizando el paquete MissForest en el programa R version 4.2.2.
(comandos disponibles en el Anexo 4), siguiendo los pasos que se describen a

continuacion:
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Paso 1. Se construyeron dos matrices que consideran el total de las
proteinas identificadas con sus respectivas intensidades Unicas para la
corrida triptica y otra para la semitriptica.

Paso 2: Los valores de intensidad de cada matriz fueron normalizados en
funcion del logaritmo base diez.

Paso 3: En cada matriz se reemplazaron los valores de intensidad de una
proteina iguales a 0 por NA, ya que se consideraron como valores
perdidos.

Paso 4: Para cada matriz se generaron agrupaciones en funcion de las
réplicas biolégica de cada condicién en estudio, de manera tal, que los
valores de intensidad de una proteina estaran agrupados segun el tipo de
hueso y su respectivo IPM (costillas con IPM<1, costillas con IPM=15,
costillas con IPM=20, tibias con IPM=15 y tibias con IPM=20 afos).

Paso 5: Para cada proteina se calculé la cantidad de valores perdidos
entre réplicas bioldgicas, y se descartaron aquellas proteinas con mas de
dos valores perdidos.

Paso 6: Se realizd una imputaciéon de los valores perdidos para cada
agrupacion usando el paquete MissForest, que utiliza el algoritmo de
aprendizaje automatico Random Forest.

Paso 7: Las distintas agrupaciones se unieron para generar nuevas
matrices que contienen los valores de intensidad de proteinas propios e

imputados. Matrices que estan diferenciadas por el tipo de hueso (costilla
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y tibia) y por las intensidades Unicas trabajadas (tripticas y semitripticas),

cuyos resultados fueron exportados a un archivo Excel.

Finamente, utilizando el programa GraphPad Prism version 8.0.2, se graficaron
los cambios en la abundancia relativa (intensidad) de las proteinas, en funcion
del intervalo post mortem tanto para costillas como para tibias. Se aplicaron
pruebas de normalidad (Shapiro Wilk) que fueron seguidas por pruebas de
hipotesis paramétricas (T de student) cuando los datos tuvieran distribucion
normal, y pruebas no paramétricas (Mann Whitney) cuando los datos no seguian
una distribucién normal, a fin de identificar diferencias significativas entre los

grupos de andlisis.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencién de Restos Oseos Humanos para Analisis Protedmicos.

Siguiendo el protocolo de obtencidon de material biolégico (revisar seccion 4.1.2.
para mas informacién), se obtuvieron 5 muestras de costillas provenientes de 5
donantes cadavéricos masculinos con una edad promedio de 32+12 afios, cuyas
datas de muerte no superan los 30 dias a la fecha de la extraccién del resto 6seo,
sin embargo, estuvieron cerca de un afio almacenadas a -20°C hasta que fueron
procesadas para los analisis de LC-MS/MS. Con respecto a los individuos
provenientes de resacas de cementerios, de 15 individuos masculinos se
obtuvieron 14 muestras de costillas y 15 muestras de tibia. De estos individuos,
8 tienen un IPM de 15 afios con una edad promedio de 446 afios, mientras que

otros 7 individuos tienen IPM de 20 afios y un promedio de edad de 41+7 afios.

En cuanto a las causas de muerte, estas se detallan en la Tabla 1, donde ademas
se entrega informacion relativa al nimero de individuo, contexto de origen, hueso
de procedencia, la edad al momento de la muerte, el IPM y condicion de

almacenamiento para cada muestra.
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Tabla 1. Listado y descripcién de las muestras recopiladas en el estudio.

Muestra Individuo Hueso Contexto Edad IPM Almacenamiento Causa de Muerte
MD4C_1 1C Costilla Cadavérico 31 <1 afio Congelada Herida cortopunzante cardiaca
MDA4C_2 2C Costilla Cadavérico 40 <1 afio Congelada Trauma abdomino pelviano por PAF
MD4C_3 3C Costilla Cadavérico 21 <1 afio Congelada Trauma por PAF
MDA4C_4 4C Costilla Cadavérico 22 <1 afio Congelada Trauma por PAF (Térax)
MDA4C_5 5C Costilla Cadavérico 48 <1 afio Congelada Trauma por PAF (Cervical)
MR1_1C i i
— 1R Costila_Cementerio 35 15 afios T° ambiente Indeterminado
MR1_1T Tibia Cementerio
MR1_2C i i i Ali
_ oR Costilla__Cementerio 35 15 afios T° ambiente ;I'raiulmatlsmo craneoenceféalico y
MR1_2T Tibia Cementerio acia
MR1_3C i i i
_ 3R Costilla  Cementerio 43 15 afios T° ambiente ﬁcmden’te_ cerebrovascular
MR1_3T Tibia Cementerio emorragico
MR1_4C i i
— 4R Costilla_Cementerio 43 15 afios T° ambiente Indeterminado
MR1_4T Tibia Cementerio
MR1_5C till teri ) o
— 5R Costilla_Cementerio 47 15 afios T° ambiente Bronconeumonia bilateral
MR1_5T Tibia Cementerio
MR1_6C i i i i
_ 6R Costilla__Cementerio 48 15 afios T° ambiente Sepsis por hgrlda penetrante
MRZ1_6T Tibia Cementerio cortante cervical derecha
MR1 7C il i .
— 7R Costilla_Cementerio 49 15 afios T° ambiente Hematoma subdural agudo extenso
MR1_7T Tibia Cementerio
MR1_8T 8R Tibia Cementerio 49 15 afios T° ambiente Encefalopatia hepética
MR2_9C i i
— 9R Costila_Cementerio 30 20 afios T° ambiente Politraumatismo por atropello
MR2_9T Tibia Cementerio
MR2_10C i i
—— 10R Costila_Cementerio 35 20 afios T° ambiente Traumatismo craneoencefélico
MR2_10T Tibia Cementerio
MR2_11C ila C teri ) ) i
—— 11R Costila_Cementerio 39 20 afios T° ambiente Anemia Aguda por hemorragia
MR2_11T Tibia Cementerio
MR2_12C i i
—— 12R Costilla_Cementerio 42 20 afios T° ambiente Edema pulmonar agudo
MR2_12T Tibia Cementerio
MR2_13C i i
—— 13R Costilla_Cementerio 45 20 afios T° ambiente Infarto agudo al miocardio
MR2_13T Tibia Cementerio
MR2_14C i i
—— 14R Costilla_Cementerio 47 20 afios T° ambiente Asfixia por ahorcamiento
MR2_14T Tibia Cementerio
MR2_15C i i
——— 15R Costilla_Cementerio 49 20 afios T° ambiente Paro cardiorrespiratorio
MR2_15T Tibia Cementerio
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5.2. Estandarizacién de un Protocolo de Extraccion de Proteinas a partir de

Muestras Oseas para Analisis Protedmicos Utilizando Costillas de Cerdo.

Con el objetivo de establecer un protocolo 6ptimo para la extraccion de proteinas
a partir de restos 6seos, cinco protocolos de extraccion fueron testeados en polvo

de hueso de tejido cortical proveniente de costillas de cerdo.

La cantidad total de proteinas extraidas a partir de 100mg de polvo de hueso fue
de 0,62 mg para el protocolo 1, 0,89 mg en el caso del protocolo 2, 0,29 mg para

el protocolo 3, 0,52 mg en el protocolo 4 y 4,05 mg para el protocolo 5.

Los extractos se visualizaron en un gel SDS-Page al 10%, cargando 30 ug de
proteina por cada protocolo testeado. Los resultados se muestran en la Figura
16A, donde es posible apreciar la banda de colageno alrededor de los 150 kDa 'y
una serie de bandas con menor tamafio molecular. Situacion que es visible desde
el protocolo 1 hasta el protocolo 4, mientras que en el protocolo 5 se observa un

alto nivel de degradacion.

Se realiz6 LC-MS/MS para las proteinas extraidas con cada uno de los cinco
protocolos, a fin de determinar el procedimiento de extraccion que permite
identificar el mayor nimero y variedad de proteinas. La identificacién de péptidos
tripticos para el primer protocolo resultdé en la identificacion 44 proteinas, 38
proteinas para el segundo protocolo, 28 proteinas en el tercer protocolo, 30
proteinas en el cuarto protocolo y 22 proteinas en el quinto protocolo. En tanto,
en base a los péptidos semitripticos, el nUmero de proteinas identificadas fue de
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42 proteinas en el primer protocolo, 29 proteinas en el segundo protocolo, 37
proteinas en el tercer protocolo, 34 proteinas en el cuarto protocolo y 19 proteinas

en el quinto protocolo.

El nimero total de proteinas identificadas considerando la identificacion triptica y
semitriptica por cada protocolo, fue de 51 proteinas con el primero, 39 proteinas
con el segundo, 39 proteinas con el tercero, 36 proteinas utilizando el cuarto y
finalmente 27 proteinas con el quinto protocolo. Por tanto, el protocolo 1 obtuvo

el mejor rendimiento en cuanto al nimero de proteinas extraidas (Figura 16B).

En términos de diversidad, a partir de los cinco protocolos se lograron identificar
un total de 56 diferentes proteinas, de las cuales el 41% (correspondiente a 23
proteinas del total de 56), fueron identificadas por los cinco protocolos probados.
Tal como se observa en la Figura 16C, utilizando unicamente el protocolo 1, es
posible identificar el 91% del total de estas proteinas, que equivale a 51 proteinas
de 56. Cifra que es seguida por el protocolo 2 y protocolo 3, con los cuales es
posible identificar el 70% de dicho total de proteinas (39 proteinas de 56).
Asimismo, el protocolo 1, identifica un mayor nimero de proteinas exclusivas que
no son factibles de reconocer empleando el resto de los protocolos (8 proteinas),
las que corresponden a la proteina aconito hidratasa, mitocondrial (ACON),
ATPasa 1 transportadora de calcio de la membrana plasmatica (AT2B1), proteina
asociada a adenilil ciclasa 1 (CAP1), oxidasa dual 2 (DUOX2), subunidad delta

de proteina quinasa tipo Il dependiente de calcio/calmodulina (KCC2D), proteina-
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lisina 6-oxidasa (LYOX), 40S proteina ribosomica S21 (RS21) y la proteina

ribosémica S28 40S (RS28).

Por otro lado, tras realizar una clasificaciéon funcional de las 57 proteinas
mediante la asignaciéon de un Clusters of Orthologous Groups (COGs), se
evidenci6 que el protocolo 1 permitié identificar proteinas que cumplen diversos
roles funcionales dentro de los procesos celulares. En este sentido, y tal como se
plasma en la Figura 16D, bajo este protocolo se logrd extraer principalmente
proteinas asociadas a mecanismos de transduccién de sefiales (12 proteinas), la
produccion y conversién de energia (9 proteinas) y al citoesqueleto (6 proteinas).
Enla Tabla 2, se detallan las categorias COGs asignadas al total de las proteinas
identificadas con los cinco protocolos, destacando las categorias de las 23
proteinas comunes, que se vinculan en su mayoria huevamente con mecanismos
de transduccion de sefales (4 proteinas), la produccion y conversion de energia
(4 proteinas), pero esta vez, se asocian ademas al transporte y metabolismo de
carbohidratos (4 proteinas). Del mismo modo, se destacan las categorias COGs
de las 8 proteinas identificadas exclusivamente con el protocolo 1, que se
relacionan principalmente al mecanismo de transduccion de sefiales y a la

traduccion, estructura ribosomal y biogénesis.

En definitiva, el protocolo 1 no s6lo obtuvo el mejor rendimiento en cuanto al
namero de proteinas identificadas, sino que también, permitié el reconocimiento

de una mayor diversidad protedémica en términos de funciones celulares.
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Considerando lo anterior, y con el propésito de evaluar la eficacia en la extraccion
de proteinas del protocolo 1 aplicado a muestras humanas, se replicd el
procedimiento de extraccion utilizando como prueba de concepto la muestra de
costilla MR2_11C. La que fue seleccionada por presentar un IPM=20 afios,
intervalo que se asumié como el punto critico de extraccion al corresponder a la
data de muerte que presenta mayor tiempo. Se hipotetizdé que este IPM podria
presentar mayor degradacion de proteinas y, por ende, suponer un menor

rendimiento en la extraccion proteica.

Una vez replicado el protocolo 1, el extracto proteico se cuantificd por fluorometria
y se analizaron 200 ng de péptidos de las proteinas extraidas mediante LC-
MS/MS, para finalmente, filtrar las proteinas identificadas en funcién de sus
péptidos Unicos con un minimo de uno, a fin de aumentar la confianza en la
identificacion.

Como resultado, la cantidad total de proteinas extraidas a partir de 100 mg de
polvo de hueso cortical fue de 0,35 mg. Logrando identificar 8 proteinas a partir
de la corrida triptica, y 19 proteinas en base a la corrida semitriptica. Tras
conjugar ambas corridas y eliminar los valores duplicados, se obtuvo un total de
19 proteinas, las que corresponden en su totalidad a las mismas proteinas
identificadas en semitripticos, y cuyos codigos de identificacion en Uniprot se

encuentran disponibles en la Figura 16E.
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Los resultados obtenidos, demuestran que el protocolo 1 es factible de ser
aplicado en muestras humanas al posibilitar la extraccion e identificacion exitosa
de proteinas a partir de muestras 6seas de tejido cortical de larga data post
mortem, por lo que fue utilizado como método de extraccion proteico en los

siguientes experimentos.
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Figura 16. Estandarizacion de un protocolo de extraccién de proteinas para identificacion
por LC-MS/MS desde osamentas humanas. (A) SDS-Page de los protocolos testeados en
restos 6seos de cerdo. De izquierda a derecha, el carril 1 contiene el marcador de peso molecular
en kDa. Los carriles 2 al 6, corresponden a las proteinas extraidas empleando el protocolo 1, 2,
3, 4 y 5 respectivamente. En la parte inferior, se detalla la cantidad total de proteinas extraidas
para cada protocolo. (B) Numero de proteinas identificadas en cada protocolo en cerdos
diferenciadas segun el tipo de corrida y el resultado global de proteinas que se lograron identificar
tras conjugar la corrida triptica y semitriptica. (C) Diagrama de Venn con el nimero de proteinas
que fueron identificadas en comuin y en particular para los cinco protocolos. Entre paréntesis, el
total de proteinas identificadas por cada protocolo. En elipse naranjo, se destacan los resultados
del protocolo 1. (D) Clusters of Orthologous Groups (COGSs) de las proteinas identificadas a partir
del protocolo 1, detallando el nimero de proteinas identificadas por cada categoria. (E)
Replicacion del protocolo 1 en muestra humana MR2_11C, (I) se muestra el nimero de proteinas
identificadas para ambas corridas y general. (Il) El total de proteinas identificadas tras conjugar
las proteinas identificadas en la corrida triptica y semitriptica, con sus respectivos cédigos de

acceso en Uniprot.

Tabla 2. Clusters of Orthologous Groups (COGs) de las 56 diferentes proteinas

identificadas en muestras de cerdos a partir de los protocolos testeados.

Cdédigo Nombre de la proteina COG Protocolo
SMD2 Ribonucleop~roteina nuclear Pr_qcesglmiento y P5
pequefio Sm D2 modificacion del ARN
ACON Aconito hidratasa, mitocondrial P1
ADT3 ADP/ATP translocasa 3 P1, P2y P4
AL9AL 4-trimetilaminobutiraldehido P1y P2

deshidrogenasa

g : Produccion y conversion
ATPA ATP smtriig\ CsC;andur?allcljad alfa, o enyerg o Todos
HBA Subunidad alfa de la hemoglobina Todos
HBB Subunidad beta de la hemoglobina Todos
KCRB Creatina quinasa tipo B Todos
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MDHM Malato (_jeshldrogenasa, P1, P2y P3
mitocondrial
VDAC1 P_rotelna de ca_nal selectiva Qe P1, P2, P3y P4
aniones dependiente de voltaje 1
Transporte y
ENOB Beta-enolasa metabolismo de Todos
carbohidratos
G3P thzgﬂ%ﬁ'odoég:s;fato Transporte y Todos
9 - metabolismo de
G6PI Glucosa-6-fosfato isomerasa carbohidratos Todos
TPIS Triosafosfato isomerasa Transporte y Todos
ACBP Proteina de unién a acil-CoA metabolismo de lipidos PlyP3
RL29 60S proteina ribosomal L29 Traduccion, estructura | o) 55\ py
ribosomal y biogénesis.
RL31 60S proteina ribosomal L31 P1, P2y P4
RS21 40S proteina ribosémica S21 Traduccion, estructura P1
RS28 Proteina ribosémica S28 40S ribosomal y biogénesis. P1
RS19 Proteina ribosémica 40S S19 Motilidad celular P3
TYB10 Timosina beta-10 Todos
TYB4 Timosina beta-4 Motilidad celular Todos
Modificacion
. postraduccional,
GSTP1 Glutatién S-transferasa P recambio de proteinas, Todos
funciones de chaperona
PPIA | Peptidil-prolil cis-trans isomerasa A Modificacion P1, P2, P3y P4
VTNC Vitronectina postr aducmona,I, Todos
— recambio de proteinas,
CRYAB Cadena B alfa-cristalina funciones de Chaperona P5
. i Transporte y
AT1A2 Subunidad alfa-2 de Iq ATPas.a metabolismo de iones Ply P2
transportadora de sodio/potasio ) L
inorganicos
AT2B1 ATPasa 1 transportadora d}e_calcio Transporte y P1
de la membrana plasmatica metabolismo de iones
CAH3 Anhidrasa carbénica 3 inorgéanicos P1, P3y P4
CYTB Cistatina-B Funcion desconocida Todos
LAC Regién C de la cadena Ig lambda Funcién desconocida P1, P2, P3y P4
MYPR Proteina proteolipidica de mielina Mecanismo de Todos
ALBU AlbGmina transduccion de sefales Todos
B2MG Beta-2-microglobulina P1, P3y P4
DUOX2 Oxidasa dual 2 P1
FETUA Alfa-2-HS-glucoproteina . Todos
. _ Mecanismo de
Subunidad delta de proteina transduccion de sefiales
KCC2D quinasa tipo Il depenqllente de Mecanismos de defensa P1
calcio/calmodulina
LYOX Proteina-lisina 6-oxidasa P1
MGP Proteina Gla de la matriz Todos
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OSTCN Osteocalcina Ply P4
PR39 Proteina antibacteriana PR-39 PlyP3

RNAS4 Ribonucleasa 4 PlyP3
THRB Protrombina Todos
CAP1 Proteina asociadi a adenilil ciclasa P1

APOC3 Apolipoproteina C-llI P2y P3
TTHY Transtiretina P2, P3, P4y P5
ILEU Inhibidor de la elastasa leucocitaria P1, P2, P3y P4

F r inhibidor de la migracion de

DERM Dermatopontina P1, P2y P5
LEG1 Galectina-1 Estructura extracelular Todos
COF1 Cofilina-1 Citoesqueleto Todos

TBAl1A Cadena de tubulina alfa-12 Todos

TBA1B Cadena de tubulina alfa-1B P1, P2, P3y P4
TBB Cadena beta de tubulina Citoesqueleto Todos
TBB5 Cadena beta de tubulina P1, P2y P3
VIME Vimentina P1, P2, P3y P4

5.3. Identificacidon de Proteinas Presentes en Muestras de Costillas y Tibias

Humanas a Diferentes Intervalos Post mortem.

La extraccion de proteinas se llevo a cabo utilizando los restos 0seos de solo 15
individuos del total de 20 (5 individuos provenientes de donaciones cadavéricas
y 10 procedentes de cementerio), ya que las osamentas de los individuos
restantes se dejaron como una reserva preventiva ante cualquier eventualidad.
De esta forma, se trabajé con 15 muestras que corresponden a tejido cortical de
costillas con 5 muestras por cada IPM (<1, 15 y 20 afios), y 10 muestras que
corresponden a tejido cortical de tibia con IPM de 15 y 20 afos (la muestra tibia

no considera IPM<1 afio).
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El proceso de extraccion de proteinas se realizd replicando el procedimiento
previamente estandarizado del protocolo 1. El extracto resultante se cuantificd
por fluorometria y se analiz6 con LC-MS/MS mediante una corrida en base a
péptidos tripticos y semitripticos, para lo cual se considerd que una proteina fue
identificada s6lo cuando se le asignd a lo menos un péptido Unico.
Posteriormente, las proteinas identificadas en ambas corridas fueron unificadas

eliminando los valores duplicados.

En la Tabla 3, se detalla la cantidad de proteinas extraidas para cada muestra.
Los resultados indican que, en promedio, la cantidad total de proteinas extraidas
desde muestras de costillas fue de 1,13+0,15 mg de proteina en muestras con
IPM<1 afio, 0,63+0,07 mg de proteina en muestras con IPM=15 afios, y
0,82+0,29 mg de proteina en muestras con IPM=20 afios. Mientras que, para
muestras de tibias la cantidad promedio de proteinas extraidas fue de 0,72+0,07
mg de proteina en muestras con IPM=15 afios y 0,78+0,17 mg de proteina en
muestras con IPM=20 afios. En general, se logré extraer una mayor cantidad de

proteinas en aquellas muestras que tienen un menor IPM.

Mediante el analisis por LC-MS/MS para muestras de costillas se lograron
identificar en promedio 40+12 proteinas en muestras con IPM<1 afio, 21+4
proteinas en muestras con IPM=15 afios y 22+4 proteinas en aquellas con
IPM=20 afios. En tanto, para muestras de tibia, se identific6 en promedio 17+4

proteinas en muestras con IPM=15 afios y 1945 proteinas en muestras con
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IPM=20 afios. Tal como se observa en la Figura 17, luego de realizar una prueba
Shapiro Wilk y determinar que los datos siguen una distribucion normal (valores
de p obtenidos mayores a 0,05), al aplicar una prueba T de Student, sélo se
encontraron diferencias significativas para el nimero de proteinas identificadas
entre muestras de costillas de IPM<1afio y aquellas de IPM=15 y 20 afios, tanto
para muestras de costilla como de tibia, con valores de p=0,0113 cuando se
comparé con muestras de costillas con IPM=15, y valor de p=0,0133 al comparar
con muestras de costillas con IPM=20. Mientras que, al comparar con muestras
de tibia, los valores de p fueron de 0,0035 y 0,0066 tras comparar con muestras

de IPM=15 e IPM=20 afios respectivamente.

No fue posible identificar diferencias significativas entre condiciones con IPM=15
afos frente a IPM=20 afios, tanto en muestras de costillas como de tibias. Sin
embargo, si se encontraron diferencias significativas para un mismo intervalo
post mortem entre muestras procedentes de distinto hueso, particularmente entre
aquellas muestras de costilla y tibia con un IPM=15 afios, donde el resultado de
la prueba T de Student fue de p=0,0234, por lo que el nimero de proteinas
identificadas en muestras de costillas fue significativamente mayor que el nUmero

de proteinas identificadas en muestras de tibias de dicho IPM.

La Tabla 4 muestra el nUmero de proteinas identificadas en cada una de las 25

muestras para cada corrida (triptica y semitriptica) y el nUmero de proteinas
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totales identificadas tras conjugar ambas corridas y eliminar los valores

duplicados.

En base a los resultados obtenidos, es posible afirmar que en muestras con un
IPM temprano (IPM<1 afio), desde los 100 mg de polvo de hueso cortical se
extrae una mayor cantidad de proteinas y a la vez, se identifica un mayor nimero
de proteinas que de aquellas muestras cuyo IPM es mas tardio (IPM=15 e

IPM=20).

Tabla 3. Cantidad de proteinas extraidas en cada una de las muestras 6seas

humanas.

Cantidad total de proteinas extraidas en mg

IPM<1 afio IPM=15 afnos IPM=20 afos

Costillas Costillas Tibias Costillas Tibias

Mb4C_1| 0,92 | MR1_1C | 0,65 | MR1_1T | 0,76 | MR2_9C | 1,03 | MR2_9T | 0,88

MD4C_2 | 1,30 | MR1_2C | 0,73 | MR1_2T | 0,68 |MR2_11C| 0,53 |MR2_11T| 0,91

MD4C_3 | 1,04 | MR1._3C| 0,62 | MR1_ 3T | 0,81 |MR2_12C| 0,75 |MR2_12T| 0,71

MD4C_4 | 1,16 | MR1_4C | 0,60 | MR1_4T | 0,69 |MR2_14C| 0,59 |MR2_14T| 0,51

MD4C_ 5| 1,22 | MR1_7C | 0,53 | MR1_7T | 0,65 |[MR2_15C| 1,22 |MR2_15T| 0,89

Promedio| 1,13 |Promedio| 0,63 |Promedio| 0,72 |Promedio| 0,82 | Promedio| 0,78

Desviaciéon| 0,15 |[Desviaciéon| 0,07 |Desviacién| 0,07 |Desviaciéon| 0,29 |Desviacién| 0,17
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Figura 17. Namero de proteinas identificadas en muestras humanas. Se presenta el nimero
de proteinas identificadas agrupadas segun su hueso de procedencia (C: costillay T: tibias) y su
respectivo IPM (<1, 15 y 20 afos para muestras de costillas, y 15 y 20 afios para muestras de
tibias). Los resultados de la prueba T de Student al comparar los distintos IPM corresponden a
p=0,0113 entre IPM<1C e IPM=15C, p=0,0133 para IPM<1C e IPM=20C, p=0,0035 para IPM<1C
e IPM=15T, p=0,0066 para IPM<1C e IPM=20T, p=0,8844 para IPM=15C e IPM=20C, p=0,5495
para IPM=15T e IPM=20T. En tanto, los resultados para la comparativa entre huesos con un

mismo IPM son de p=0,0234 para IPM=15C e IPM=15T, y p=0,1501 para IPM=20C e IPM=20T.
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Tabla 4. NUumero de proteinas identificadas para cada muestra diferenciadas segun
el tipo de corrida y el resultado global por condicion en estudio. (ID: Proteinas

identificadas).

Muestras ID por Péptidos | ID por Péptidos | Todas las | D Total por
Tripticos Semitripticos ID grupo de IPM
ol MD4C 1 27 38 39
VN MD4C 2 44 49 60
MD4C_3 32 39 43
MD4C 4 22 28 29 91
i MD4C 5 18 31 31
MR1_1C 18 19 22
MR1_2C 12 15 15
MR1_3C 16 22 22
<8 MR1_4C 17 19 oo 36
& MR1_7C 22 22 26
MR1_1T 5 14 14 E— 50
MR1_2T 10 13 14
=5 MR1 3T 14 12 18 27
MR1_4T 13 10 15
MR1_7T 14 23 23
MR2_9C 20 22 29
MR2_11C 15 12 18
MR2_12C 15 19 20
SN MR2_14C 12 18 19 41
S MR2_15C 14 23 23
MR2_9T 15 23 24
MR2_11T 15 1 19 57
S8 MR2_12T 14 15 20
MR2_14T 9 8 10 42
MR2_15T 16 16 20
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En términos generales, el proteoma extraido desde muestras de costillas y tibias
en los distintos IPM definidos, corresponden a 132 diferentes proteinas, las que
se enlistan segun su respectivo intervalo post mortem en el Anexo 5, donde
ademas se detalla para cada proteina, el codigo de acceso en Uniproty la funcién

molecular obtenida desde InterPro.

Cabe destacar que dichas proteinas no son compartidas entre las distintas
condiciones en estudio, por lo que para proporcionar informacion con sentido
biologico respecto al proteoma conforme aumenta el intervalo post mortem, se
identificaron aquellas proteinas que eran comunes entre réplicas biolégicas. De
esta manera, y tal cual como se aprecia en la Figura 18, se reconocieron 19
proteinas comunes entre las 5 muestras con un IPM<1 afio derivadas de costillas.
En tanto, aquellas muestras con IPM=15 afios procedentes de -costillas
comparten 12 proteinas, y muestras con IPM=15 afios provenientes de tibia
comparten 8 proteinas. Mientras que, aquellas muestras con IPM=20 afios
procedentes de costillas comparten 12 proteinas, y muestras con IPM=20 afios
provenientes de tibia comparten 7 proteinas. Dichas proteinas, se enlistan en la
columna “Proteinas comunes entre réplicas biologicas”. Posteriormente, se
definieron proteinas representativas por IPM, para lo cual se unificaron las
proteinas identificadas en huesos con un mismo IPM, resultando en un total de
19 proteinas para el IPM<1, 13 proteinas para el IPM=15 afios y 14 proteinas
para el IPM=20 afios. Las cuales corresponden a 22 diferentes proteinas que se
detallan en la Tabla 5.
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Figura 18. Proteinas compartidas entre muestras de un mismo intervalo post mortem y

hueso de procedencia. Para cada condicién se detalla el codigo de la muestra analizada con el

namero total de proteinas identificadas entre paréntesis. (A) Muestras provenientes de costillas

con IPM<1 afio. (B) Muestras de costillas con IPM=15 afios. (C) Muestras de tibias con IPM=15

afios. (D) Muestras de costillas con IPM=20 afios. (E) Muestras de tibias con IPM=20 afios.

Tabla 5. Nombre y funcién de las 22 proteinas definidas como representativas de

cada IPM.
Identificador Nombre Funcion.

ALBU Albumina Regulacién de la presiéon osmotica coloidal
de la sangre y transportador de calcio, sodio,
potasio, zinc y magnesio en el plasma.

CO1A1 Cadena de colageno Se encuentra abundantemente en la dermis,

alfa-1 del colageno el hueso, el tenddn, la dentina y la cérnea.
tipo | Es formador de fibrilares y su funcién se
asocia a la resistencia al estiramiento.

CO1A2 Cadena de colageno Se encuentra abundantemente en la dermis,

alfa-2 del colageno el hueso, el tenddn, la dentina y la cérnea.
tipo | Es formador de fibrilares y su funcién se
asocia a la resistencia al estiramiento.

CO3A1 Cadena de colageno Se produce en la mayoria de los tejidos

alfa-1 del colageno conectivos blandos junto con el colageno

tipo Il tipo I. Participa en la regulacion del
desarrollo cortical y funcién como sostén de
los 6rganos expandibles.

FABP5 Proteina de union a Portador intracelular de &cidos grasos de

acidos grasos 5 cadena larga y lipidos activos relacionados.

FETUA Alfa-2-HS- Promueve la endocitosis, posee

glucoproteina propiedades opsoénicas e influye en la fase
mineral del hueso. Muestra afinidad por los
iones de calcio y bario
G3P Gliceraldehido-3- Cataliza el primer paso de la via glucolitica y

fosfato
deshidrogenasa

modula la organizacion y ensamblaje del
citoesqueleto
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H10 Histona H1.0 Condensacion de cadenas de nucleosomas
en estructuras de orden superior.

H12 Histona H1.2 Condensacion de cadenas de nucleosomas
en estructuras de orden superior.

H14 Histona H1.4 Condensacion de cadenas de nucleosomas
en estructuras de orden superior.

HBA Subunidad alfa de la Participa en el transporte de oxigeno desde

hemoglobina el pulmén a los distintos tejidos periféricos.

HBB Subunidad beta de la  Participa en el transporte de oxigeno desde

hemoglobina el pulmon a los distintos tejidos periféricos.

K1C10 Queratina, tipo | Participa en el mantenimiento del desarrollo

citoesquelética 10 de la capa celular y los haces de filamentos
de queratina en las células suprabasales del
epitelio.

K1C13 Queratina, tipo | Mantiene la homeostasis de las células de la

citoesquelética 13 mucosa de la lengua posnatal y la
organizacién de los tejidos en respuesta al
estrés mecanico.

K2C1 Queratina, tipo Il Puede regular la actividad de quinasas como

citoesquelética 1 PKC y SRC mediante la unién a la integrina
beta-1 (ITB1) y el receptor de la proteina C
quinasa 1 activada (RACK1).

K2C4 Queratina, tipo Il Proteina formadora de filamentos

citoesquelética 4 intermedios que se expresan en las células
epiteliales.

PGS1 Biglicano Involucrado en el ensamblaje de la fibra de
colageno, modula la adherencia celular y
media en la calcificacion de la matriz
organica.

S10A8 Proteina S100-A8 Proteina de unién a calcio y zinc que
desempefia un papel destacado en la
regulacion de los procesos inflamatorios y la
respuesta inmunitaria Se  encuentra
predominantemente como calprotectina,
actuando en la modulacion del citoesqueleto
dependiente de tubulina durante la
migracion de los fagocitos.

S10A9 Proteina S100-A9 Proteina de unién a calcio y zinc que juega

un papel destacado en la regulacion de los
procesos inflamatorios y la respuesta
inmune. Se encuentra predominantemente
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como calprotectina, actuando en la
modulacion del citoesqueleto dependiente
de tubulina durante la migracion de los
fagocitos.

S10AB Proteina S100-Al11l Facilita la diferenciacién y la cornificacion de
los gueratinocitos. Une dos iones de calcio
por molécula con una afinidad similar a la de
las proteinas S-100.

SEMG1 Semenogelina-1 Participa en la formacién de una matriz de
gel que atrapa las secreciones de las
glandulas accesorias y los espermatozoides
eyaculados. La alfa-inhibina-92 y la alfa-
inhibina-31, derivadas de la degradacion
proteolitica de la semenogelina, inhiben la
secrecion de la hormona estimulante del
foliculo pituitario.

THRB Protrombina Escinde los enlaces después de Arg y Lys,
convierte el fibrinbgeno en fibrina y activa los
factores V, VII, VI, Xl y, en combinacion
con la trombomodulina, la proteina C.

5.4. Caracterizacién in Silico de las Proteinas Identificadas en Muestras
Humanas.

Se determing la clasificacion funcional, peso molecular y tipo de aminoéacido de
las 22 proteinas que se establecieron como representativas de cada uno de los
intervalos post mortem definidos en el estudio, con el propdsito de caracterizar a

las proteinas identificadas en los distintos IPM.

La Figura 19A muestra el resultado de la asignacion del clusters of orthologous
groups (COGs) a través de la herramienta EggNog-Mapper, donde se evidencia
que las proteinas identificadas estan asociadas principalmente a mecanismos de

transduccion de sefales, proteinas citoesqueléticas y vinculadas a la estructura
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de la cromatina. Cabe destacar, que la base de datos sélo asigné una
clasificacion funcional a 19 de las 22 proteinas identificadas, quedando sin
clasificacion la cadena de colageno alfa-1(I) (CO1A1), cadena de colageno alfa-
2(1) (CO1A2) y la cadena de colageno alfa-1(1ll) (CO3A1), no obstante, dados los
roles de estas proteinas, podemos afirmar que se encuentran vinculadas a una

funcién de soporte.

Se ha postulado que la estabilidad post mortem de las proteinas podria deberse
a propiedades estructurales (Prieto-Bonete et al.,, 2019). Por lo que se
compararon e identificaron variaciones en el peso molecular y la composicién
aminoacidica de las proteinas identificadas en muestras tempranas con un
IPM<1 afio frente aquellas que perduran hasta tiempos post mortem mas tardios,
en primera instancia, se realizdé un diagrama de Venn para identificar proteinas

exclusivas y compartidas en los distintos IPM.

En la Figura 19B se observa que 7 proteinas, entre ellas la proteina de unién a
acidos grasos 5 (FABP5), histona H1.0 (H10), histona H1.2 (H12), histona H1.4
(H14), subunidad alfa de la hemoglobina (HBA), subunidad beta de la
hemoglobina (HBB) y la proteina S100-A11 (S10AB), sélo fueron identificadas en
el IPM menor a un afio. En tanto, 10 proteinas se mantienen a través del tiempo
preservandose hasta los intervalos post mortem mas tardios (IPM=15 e IPM=20
afos), proteinas que corresponden a la albumina (ALBU), cadena de colageno

alfa-1 del colageno tipo | (CO1A1), cadena de colageno alfa-2 del colageno tipo
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| (CO1A2), alfa-2-HS-glucoproteina (FETUA), queratina tipo | citoesquelética 13
(K1C13), queratina tipo Il citoesquelética 1 (K2C1), queratina tipo |l
citoesquelética 4 (K2C4), proteina S100-A8 (S10A8), semenogelina-1 (SEMG1)

y protrombina (THRB).

El peso molecular y composicion aminoacidica para las proteinas de IPM<1 afio
y de IPM=15 afos determinado con la herramienta ProtParam, se presenta en la
Figura 19C. Las proteinas presentes s6lo en muestras con IPM<1 afio tienen en
promedio un peso molecular de 17465+3899 kDa, mientras que las proteinas
halladas en IPM mayores o iguales a 15 afios, su peso molecular promedio es de
68171+38899 kDa. Tras realizar una prueba de hipoétesis T de Student para datos
con distribucion normal (previamente determinado por una prueba Shapiro Wilk
con resultados de p mayores a 0,05), se obtuvo que el peso molecular de
proteinas que perduran hasta IPM tardios, es significativamente mayor que el de
las proteinas que solo se hallan en muestras con IPM tempranos (valor de p=

0,0039).

Por otra parte, en cuanto a la composicion aminoacidica se evidencio que el
porcentaje de aminoacidos acidos (Asp y Glu) para proteinas presentes solo en
IPM menor a un afio es en promedio de un 8,1+4,6%, en tanto, para proteinas
gue perduran hasta IPM mayores o iguales a 15 afios, el promedio es de un
12,242 ,8%. Por otro lado, el porcentaje de aminoacidos basicos (Lys, Arg e His)

en proteinas presentes so6lo en IPM menor a un afio promedia un 21,9+8,4%,
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mientras que, proteinas que perduran hasta IPM mayores o iguales a 15 afos
exhiben un promedio del 13,7+4,1%. Se establecidO que estas diferencias de
porcentaje eran significativas luego de realizar una prueba de hipoétesis para
datos con distribucion normal T de Student, donde se evidencié que aquellas
proteinas que permanecen en tiempos post mortem tardios (IPM=15) tienen una
proporcion significativamente mayor (p=0,0386) de aminoacidos acidos en
comparacion con proteinas de tiempos post mortem tempranos (IPM<1).
Asimismo, estas proteinas tienen una proporcidon significativamente menor
(p=0,0159) de aminoéacidos basicos que proteinas de tiempos post mortem

tempranos (Figura 19D).

Los resultados observados permiten concluir que aquellas proteinas con una
prolongada preservacion post mortem, se caracterizan por cumplir funciones
vinculadas al citoesqueleto y a mecanismos de transduccién de sefiales. A su
vez, en términos de estructura presentan un mayor peso molecular y una mayor
proporcion de aminoacidos acidos en el global de su secuencia aminoacidica.
Por el contrario, proteinas identificadas en intervalos post mortem tempranos, se
asocian a funciones principalmente de estructura y dinamica de la cromatina, y a
la produccion y conversion de energia. Al mismo tiempo que se les describe un
menor peso molecular y una estructura primaria marcada por la presencia de

aminoacidos basicos.
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Figura 19. Propiedades de las proteinas establecidas como representativas de los distintos
tiempos post mortem. (A) Clusters of Orthologous Groups (COGSs) de las 19 de 22 proteinas
identificadas en comun para los tres tiempos post mortem en estudio. (B) Diagrama de Venn entre
las proteinas de cada IPM. El IPM<1 se compone de 19 proteinas, el IPM=15 de 13y el IPM=20
de 14. Un total de 7 proteinas (FABP5, H10, H12, H14, HBA, HBB y S10AB) son exclusivas del
IPM<1. En tanto 10 proteinas (ALBU, CO1Al, CO1A2, FETUA, K1C13, K2C1, K2C4, S10A8,
SEMG1, y THRB) se identifican en los tres IPM. (C) Pesos moleculares en kDa de las proteinas
presentes en IPM<1 afio e IPM215 afios. (D) Composicién de aminoacidos acidos y basicos de
las proteinas presentes en IPM<1 afio e IPM215 afios. En rosa aminoacidos acidos con
promedios de IPM<1= 12,2+2 8%; IPM=15=8,1+4,6%. Valor p=0,0386 prueba T de Student
unpaired. En lila aminoacidos basicos con promedios de IPM<1=13,7+4,1%; IPM215=21,9+8,4%.

Valor p=0,0159 prueba T de Student unpaired.

5.5. Analisis Estadistico Multivariado. MCA y PCA.

A fin de comprender las relaciones entre las mdltiples variables en estudio e
identificar patrones entre las mismas a lo largo de los distintos tiempos post
mortem, se llevaron a cabo analisis estadisticos multivariados sobre las 22
proteinas definidas como representativas. En primera instancia, se ejecutd un
analisis de correspondencia multiple sobre variables categoricas para evaluar la
dinamica del proteoma post mortem en funcion de la presencia y ausencia de
proteinas. Por otra parte, se ejecutaron analisis de componentes principales
trabajando sobre variables cuantitativas, especificamente, los valores de
intensidades (abundancia relativa) obtenidos para cada proteina a partir de la
identificacion de péptidos tripticos y semitripticos.
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Como resultado del MCA, las dos principales dimensiones son suficientes para

explicar el 58,4% de la varianza total de los datos.

En la Figura 20A se observa que las muestras de individuos con IPM<1 afio
(cédigos MD4C) se agrupan de manera similar, y la diversidad de proteinas en
este grupo hace que sean diferentes a las muestras con IPM=15 e IPM=20 afios
(cédigos MR1 y MR2 respectivamente). En cuanto a los intervalos tardios, no es
posible evidenciar un conglomerado claramente definido entre muestras con data
de muerte igual a 15 afios respecto a las de 20 afios. Sin embargo, para estos
intervalos se aprecia una diferenciacién segun el tipo de hueso, ya que las
muestras provenientes de costillas se encuentran agrupadas entre si y
marcadamente separadas de las muestras de tibia, con excepcion de la muestra
MR1_7T la cual es mas similar al grupo de las muestras procedentes de costillas.
Por su parte, muestras de tibia también exhiben una agrupaciéon entre ellas,
siendo, como ya se mencion0, las muestras MR1_7T y la muestra MR2_15T las

gue exhiben una mayor variabilidad.

Al analizar las proteinas cuya presencia/ausencia contribuyen en mayor medida
a la variabilidad total, se observa en la Figura 20B que las proteinas histona H1.0
(H10), histona H1.2 (H12), histona H1.4 (H14), proteina S100-All (S10AB),
subunidad beta de la hemoglobina (HBB), subunidad alfa de la hemoglobina
(HBA) y la proteina de unidn a acidos grasos 5 (FABP5), se correlacionan

fuertemente con la Dimension 1 que retiene el 42,8% de la varianza global. En
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particular, la presencia de estas proteinas permitiria distinguir aguellas muestras

tempranas (IPM<1 afo) respecto a muestras tardias (IPM=15 e IPM=20 afios).

Por su parte, en los analisis de PCA las dimensiones uno y dos explican el 37,8%
y el 38.3% de la varianza total del conjunto de datos generados por los valores
de intensidades de cada proteina a partir de péptidos tripticos y semitripticos

respectivamente.

Tomando en consideracion las intensidades de las proteinas generadas por
péptidos tripticos, el resultado del PCA en cuanto a la agrupacion de las
muestras, revela que no es posible generar una categorizacién claramente
diferenciada segun los tres tiempos post mortem definidos. Tal y como se observa
en la Figura 21A, las muestras de individuos con IPM<1 afio tienden a separarse
del resto, pero no se encuentran agrupadas entre si, a excepcion de MD4C 4y
MD4C_5 que serian similares entre si y a su vez, mas parecidas a las muestras
de costillas procedentes de IPMs tardios en términos de la abundancia relativa
de sus proteinas. Por su parte, muestras con IPM=15 afios y aquellas que tienen
un IPM=20 afios no generan conglomerados notoriamente definidos, no obstante,
es posible diferenciar entre aquellas que fueron extraidas desde fragmentos de

costillas y las que provienen de restos de tibia.

Ahora bien, al trabajar con intensidades de proteinas generadas por péptidos
semitripticos, las muestras con IPM<1 afio se alejan y diferencian de los otros

IPM, siendo las muestras MD4C_1, MD4C_4 y MD4C 5 las mas parecidas entre
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si. Una vez mas, las muestras de IPMs tardios se agrupan segun el hueso de
procedencia. Sin embargo, no son marcadas las diferencias entre aquellas con
datas de muerte de 15 afos respecto a las de 20 afos, aunque se observan
ciertas tendencias en el caso de muestras procedentes de costillas, donde las
gue tienen un IPM=20 afios se agrupan cerca del punto de origen a excepcion de
MR2_11C, mientras que las con IPM=15 afios se disponen alrededor de estas

(Figura 21B).

En el caso de las intensidades de péptidos tripticos, las proteinas histona H1.4
(H14), subunidad beta de la hemoglobina (HBB), proteina S100-A11 (S10AB) y
la proteina de unién a acidos grasos 5 (FABP5) son las que mas se correlacionan
con la dimension 1 que explica el 20,3% de la varianza, en tanto, las proteinas
histona H1.2 (H12), subunidad alfa de la hemoglobina (HBA), queratina tipo Il
citoesquelético 4 (K2C4) y gueratina tipo | citoesquelético 13 (K1C13) expresan
la mayor asociacion con la dimension 2 que retiene el 17,5% de la varianza
(Figura 21Al). Mientras que para el andlisis de PCA sobre las intensidades
provenientes de péptidos semitripticos, las proteinas queratina tipo |
citoesquelético 13 (K1C13), histona H1.4 (H14), proteina S100-Al1l (S10AB),
semenogelina-1 (SEMG1), queratina tipo | citoesquelético 10 (K1C10) y
subunidad beta de la hemoglobina (HBB), se correlacionan principalmente con la
dimension 1 que contiene el 26,5% de la varianza. En tanto, las proteinas

subunidad alfa de la hemoglobina (HBA), queratina tipo Il citoesquelético 4
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(K2C4), histona H1.0 (H10) y queratina tipo | citoesquelético 10 (K1C10), se

relacionan con la dimensién 2 que explica el 11,8% de la varianza (Figura 21BlI).

En términos generales, los resultados de los analisis estadisticos multivariados
permiten aseverar que, en primer lugar, muestras con IPMs tempranos exhibirian
un patron proteémico en términos de presencia/ausencia y de abundancia
relativa diferente al de muestras con IPMs tardios. Lo cual no ocurre entre
muestras con IPMs tardios (IPM=15 versus IPM=20 afios). Sin embargo,
muestras de costillas presentarian un proteoma claramente diferenciado respecto
al de muestras de tibias. Asimismo, las proteinas histona H1.0 (H10), histona
H1.2 (H12), histona H1.4 (H14), proteina S100-A11 (S10AB), subunidad beta de
la hemoglobina (HBB), subunidad alfa de la hemoglobina (HBA) y la proteina de
unién a acidos grasos 5 (FABP5), serian las principales proteinas limitrofes entre
muestras tempranas y muestras tardias. Por dltimo, las intensidades generadas
a partir de péptidos semitripticos, permitiria plasmar de mejor manera el patrén

de abundancia proteica entre muestras tempranas y muestras tardias.
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Figura 20. Dinamica del proteoma post mortem establecido por la presencia/ausencia de
proteinas mediante analisis de MCA. (A) Grafico de MCA segun las distintas muestras con sus
respectivos valores de Cos2 (calidad de la representacion), el cual mide el grado de asociacion
entre las categorias de variables y un eje particular. (B) Proteinas con sus respectivos valores de
Cos2. Las etiquetas “Y” y “N” denotan presencia y ausencia de una proteina respectivamente.
Tanto muestras como proteinas en color celeste presentan el mayor valor de Cos2, por lo que se
encuentran mejor representadas en ambas dimensiones y son las mas relevantes para explicar

la variabilidad en el conjunto de datos.
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Figura 21. Dinamica del proteoma post mortem establecido por la abundancia relativa de
proteinas mediante analisis de PCA. (A) Gréafico de PCA segUn las distintas muestras con sus
respectivos valores de Cos2 generados a partir de intensidades de péptidos tripticos. (I) Circulo
de correlacion entre las proteinas y los componentes principales para las intensidades con
péptidos tripticos. (B) Grafico de PCA segun las distintas muestras con sus respectivos valores
de Cos2 generados a partir de intensidades de péptidos semitripticos. (II) Circulo de correlacion
entre las proteinas y los componentes principales para las intensidades con péptidos

semitripticos.

5.6. Analisis de Abundancias Relativas.

A razon de evaluar cambios en la abundancia relativa tanto en el proteoma de
costillas como en el de tibias conforme aumenta el intervalo post mortem, se
analizaron los valores de intensidad de cada proteina generados a partir de

péptidos tripticos y semitripticos.

En primer lugar, se identificaron proteinas cuyos valores de intensidad estuvieran
disponibles en a lo menos 3 réplicas bioldgicas, para luego imputar los datos
faltantes. Posteriormente, se aplicaron pruebas estadisticas Shapiro Wilk para
identificar si los datos exhibian o no distribucion normal (resultados disponibles
en el Anexo 6), seguido de pruebas de hipoétesis T de Student cuando los datos
tenian distribucion normal, y pruebas de Mann-Whitney cuando no existia
normalidad entre los datos, a fin de identificar diferencias entre las condiciones

analizadas. Los valores de p de las distintas pruebas empleadas se detallan en
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la Tabla 6 para el andlisis en muestras de costillas y en la Tabla 7 para las de
tibia.

Como resultado del analisis en muestras provenientes de costillas para los tres
IPMs en estudio, se examind la abundancia relativa de 14 proteinas luego del
proceso de imputacion. Estas corresponden a la cadena de colageno alfa-1 del
colagenotipo | (CO1A1), cadena de colageno alfa-2 del colageno tipo Il (CO1A2),
albumina (ALBU), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3P), proteina
inducible por prolactina (PIP), proteina S100-A8 (S10A8), proteina S100-A9
(S10A9), queratina tipo | citoesquelético 10 (K1C10), queratina tipo |
citoesquelético 13 (K1C13), queratina tipo Il citoesquelético 1 (K2C1), queratina
tipo 1l citoesquelético 4 (K2C4), que fueron analizadas tanto en la corrida triptica
como semitriptica; y las proteinas alfa-2-HS-glucoproteina (FETUA),
semenogelina-1 (SEMGL1) y protrombina (THRB) analizadas sélo en la corrida

semitriptica.

Dichas proteinas demostraron una tendencia a disminuir su abundancia
conforme aumenta el IPM, a excepcion del CO1ALl en el analisis triptico, CO1A2
en el analisis sobre intensidades tripticas y semitripticas, asi como también, en

el caso de THRB en el analisis con semitripticos.

Tal como es posible de apreciar en la Figura 22, las proteinas PIP, S10A9 y
K1C13 evidenciaron una abundancia relativa significativamente mayor en

muestras con IPM<1 afio respecto a aquellas de IPM=15 e IPM=20 afos, lo cual
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fue observable tanto en el andlisis sobre intensidades semitripticas como
tripticas, a excepcion de PIP que no mostro diferencias significativas entre IPM<1

e IPM=15 para el analisis sobre intensidades tripticas.

Asimismo, las proteinas ALBU y G3P, aunque exhiben una tendencia progresiva
a disminuir su abundancia conforme aumenta el IPM, sélo fue posible identificar
diferencias significativas entre la abundancia del IPM<1 afios e IPM=20 afos

para ambas corridas.

En tanto, la proteina K1C10 exhibié una abundancia significativamente menor en
muestras con IPM=20 afos respecto a muestras de IPM<1 e IPM=15 afios, tanto

en el caso de la corrida triptica como semitriptica.

Sélo para las proteinas K2C1 y K2C4 se identificaron cambios significativos en
los tres tiempos post mortem en estudio. En particular, K2C1 mostré6 una
disminucién significativamente progresiva en la corrida triptica, y sélo entre
muestras con IPM<1 afo frente a IPM=15 e IPM=20 afos para la corrida
semitriptica. Mientras que K2C4 mostré una disminucién significativamente
progresiva en la corrida semitriptica, en el caso de la corrida triptica los cambios
significativos de abundancia sélo se observaron entre muestras con IPM<1 frente

a IPM=20 afios y en muestras con IPM=15 respecto a las de IPM=20 afos.

En general, es posible sefialar que la abundancia relativa en muestras de costillas

es mayor en IPM tempranos (IPM<1afio). IPM tardios (IPM=15 e IPM=20afios)
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exhiben una menor abundancia conforme aumenta el IPM, mas, no es posible

establecer cambios significativos en este rango de 5 afios post mortem.

Los resultados del andlisis en muestras provenientes de tibias para los intervalos
post mortem de 15 y 20 afios, se muestran en la Figura 23. En estas muestras
se evaluaron los cambios de abundancia post mortem de 9 proteinas, la cadena
de colageno alfa-1 del colageno tipo | (CO1Al), cadena de colageno alfa-2 del
colageno tipo Il (CO1A2), alfa-2-HS-glucoproteina (FETUA), proteina S100-A8
(S10A8), queratina tipo Il citoesquelético 1 (K2C1), y queratina tipo |
citoesquelético 13 (K1C13), que se analizaron tanto en el modo triptico como
semitriptico. En tanto, la cadena de colageno alfa-1 del colageno tipo 111 (CO3A1)
y la protrombina (THRB) fueron analizadas exclusivamente en la corrida
semitriptica. Mientras que la queratina tipo Il citoesquelético 4 (K2C4) se analiz6

sé6lo para la corrida triptica.

En términos generales, para la mayoria de las proteinas identificadas en
muestras de tibia, la abundancia relativa es mayor en muestras con IPM=20 afios
respecto a las de IPM=15 afios, identificando diferencias significativas en las
abundancias de la corrida semitriptica de las proteinas FETUA, CO3A1 y THRB.
Solo la proteina K1C13 demostré una tendencia a la baja con el aumento del IPM
en ambas corridas, para la que inclusive en el caso del analisis sobre la corrida
semitriptica, se encontré una abundancia significativamente menor en el IPM=20

respecto al IPM=15 afios (Figura 23F). Asimismo, la proteina K2C4 expresa una
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tendencia a disminuir su abundancia conforme aumenta el IPM, pero sin exhibir
diferencias significativas. Por ende, en muestras de tibias solo las proteinas

K1C13y K2C4 se correlacionan negativamente con el aumento del intervalo post

mortem.
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Figura 22. Cambios en la abundancia relativa de proteinas extraidas desde muestras de
costillas a distintos IPM. A la izquierda se muestra la gréfica con las abundancias analizadas
en la corrida triptica y a la derecha los resultados para la corrida semitriptica, de las siguientes
proteinas: (A) CO1A1, (B) CO1A2, (C) ALBU, (D) G3P, (E) PIP, (F) S10A8, (G) S10A9, (H) K1C10,
() K1C13, (J) K2C1, (K) K2C4, (L) FETUA, (M) SEMG1y (N) THRB. Las diferencias significativas

se marcan con asterisco, siendo *p<0,05, **p<0,005 y ***p<0,0005.
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Tabla 6. Resultados de las pruebas de hip6tesis en proteinas identificadas en

muestras de costillas. (T: prueba T de Student, M: prueba Mann-Whitney).

Tripticos Semitripticos

Proteina IPM<1 | IPM<1 | IPM=15 IPM<1 | IPM<1 | IPM=15

Test Vs VS Vs Test VS Vs VS
IPM=15 | IPM=20 | IPM=20 IPM=15 | IPM=20 | IPM=20
CO1A1 T 0,6330 | 0,2815 | 0,2520 M 0,4206 | 0,2222 | 0,6905
CO1A2 T 0,5916 | 0,4160 | 0,8192 T 0,4199 | 0,1944 | 0,6229
ALBU T 0,3186 | 0,0295 | 0,6868 T 0,1879 | 0,0356 | 0,8333
G3P T 0,2008 | 0,0396 | 0,1865 T 0,0574 | 0,0098 | 0,1765
PIP M 0,0556 | 0,0159 | 0,5476 T 0,0479 | 0,0131 | 0,6595
S10A8 T 0,1962 | 0,0957 | 0,2581 T 0,1260 | 0,1353 | 0,5820
S10A9 M 0,0317 | 0,0159 | 0,4206 T 0,0378 | 0,0127 | 0,6378
K1C10 T 0,7640 | 0,0069 | 0,0147 T 0,7792 | 0,0095 | 0,0001
K1C13 T 0,0011 | 0,0003 | 0,1401 T 0,0014 | 0,0003 | 0,0813
K2C1 T 0,0431 | 0,0065 | 0,0113 T 0,0170 | 0,0080 | 0,2981
K2C4 T 0,1373 | 0,0171 | 0,0395 T 0,0080 | 0,0005 | 0,0390
FETUA - - - - T 0,4206 | 0,6905 | 0,8413
SEMG1 - - - - T 0,2602 | 0,2261 | 0,9486
THRB - - - - T 0,6817 | 0,1934 | 0,7225
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Figura 23. Cambios en la abundancia relativa de proteinas extraidas desde muestras de

tibias con IPM=15 e IPM=20 afios. A la derecha se muestra la gréfica con las abundancias

analizadas en la corrida triptica y a la izquierda los resultados para la corrida semitriptica para las

proteinas (A) CO1A1, (B) CO1A2, (C) FETUA, (D) S10A8, (E) K2C1, (F) K1C13, (G) CO3A1, (H)

THRB e (I) K2C4. Las diferencias significativas se marcan con asterisco, siendo *p<0,05 y

**n<0,005.
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Tabla 7. Resultados de las pruebas de hip6tesis en proteinas identificadas en

muestras de tibias. (T:prueba T de Student, M: prueba Mann-Whitney).

. Tripticos Semitripticos
Proteina
Test IPM=15 vs IPM=20 Test IPM=15 vs IPM=20

CO1A1 T 0,2842 T 0,6769
CO1A2 T 0,3553 T 0,7377
FETUA T 0,5334 T 0,0456
S10A8 T 0,1127 T 0,1747

K2C1 T 0,1331 T 0,3909
K1C13 M 0,0952 M 0,0079
CO3A1 - - T 0,0047
THRB - - T 0,0478

K2C4 T 0,1331 - -
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6. DISCUSION
En el dltimo tiempo, la degradacion post mortem de las proteinas se ha
transformado en un foco de atencion entre las investigaciones tafonémicas con
fines de datacion humana, sobre todo, para aquellos contextos de larga data
donde el material disponible corresponde casi Unicamente a restos 0seos. Sin
embargo, el conocimiento en la tematica aun es limitado, existiendo grandes
vacios en torno al curso que sigue la degradacion del proteoma en el tejido 6seo
y su posible correlacion con el tiempo transcurrido después de la muerte. En este
sentido, y en post de avanzar hacia futuras aplicaciones en la estimacion del
intervalo post mortem, el presente estudio ha explorado la dinAmica del proteoma

en muestras 6seas humanas de costillas y tibias a tres tiempos post mortem.

Teniendo en cuenta que la extraccion de proteinas desde restos 0seos
representa un desafio dada la amplia mineralizacion del tejido 6seo, se probaron
cinco protocolos de extraccion en muestras 6seas de cerdo, con el objetivo de
estandarizar el proceso y determinar el procedimiento mas efectivo en cuanto a
cantidad, numero y diversidad de proteinas extraidas e identificadas. Algunos
estudios han utilizado la desmineralizacion de la matriz 6sea antes de la
solubilizacion de las proteinas como estrategia para acceder a un mayor nimero
de proteinas, (Bonicelli et al., 2022a; Bonicelli et al., 2022b; Mickleburgh et al.,
2021; Prieto-Bonete et al., 2019; Procopio et al., 2018). En la presente
investigacion, se alternaron metodologias con y sin desmineralizacién antes de
la aplicacion de los reactivos para la extraccion proteica.
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Los resultados evidenciaron que el uso de trifluoroetanol (TFE) como buffer de
extraccion, no solo es capaz de extraer una mayor cantidad de proteinas que
otros protocolos, particularmente mas que el protocolo 3 y el protocolo 4, los
cuales emplean reactivos tradicionalmente aplicados en los procesos de
extracciéon, como el cloruro de guanidinio, el bicarbonato de amonio y la urea
(Cleland et al., 2012). Sino que, al mismo tiempo, el protocolo que utiliza el
reactivo TFE permite identificar un mayor nimero de proteinas en el analisis por

LC-MS/MS.

El mejor rendimiento de extraccién se obtuvo con el protocolo 5 que extrajo 4,05
mg de proteina total mediante el uso de fosfato de amonio 400 mM, bicarbonato
de amonio 200 mM y clorhidrato de guanidina 4 M. Sin embargo, la exposicién
prolongada de las proteinas a altas temperaturas durante el proceso de
incubacion de este protocolo condujo a una mayor degradacién del proteoma, tal
como se observo en el analisis de SDS-Page, lo que posteriormente se tradujo
en una menor cantidad de proteinas identificadas a partir de LC-MS/MS. A
diferencia de lo ocurrido con los protocolos 1 y 2 que utilizaron trifluoroetanol,
donde a pesar de obtener 0,62 mg y 0,89 mg de proteina total respectivamente,

permitieron identificar en promedio 18 proteinas mas que el protocolo 5.

Por otro lado, los resultados demostraron que desmineralizar la matriz 6sea con
acido trifluoroacético al 10%, no es un punto critico para lograr la extraccion de

las proteinas, ya que con los protocolos donde no se aplicO este paso previo
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(protocolo 1 y protocolo 5), se obtuvo una mayor cantidad de proteinas totales
que para aquellos protocolos donde se incluyd una fase de desmineralizacion,
tales como los protocolos 3 y 4. El rendimiento de la extraccion de las proteinas
no solo depende de la desmineralizacion, sino que ademas, de los
procedimientos fisicos aplicados, como la temperatura, y de las propiedades de

los reactivos contemplados en los distintos protocolos (Bhat et al., 2018).

En este sentido, el efecto de la desmineralizacion en el proceso de extraccion
pudo ser observado tras comparar los resultados obtenidos en el protocolo 1y
en el protocolo 2, para los cuales se emplearon los mismos reactivos y
procedimientos, diferenciandose exclusivamente en la aplicacion de una fase
previa de desmineralizacidon de la matriz ésea, la que solo fue contemplada en el
caso del protocolo 2. Los resultados evidenciaron que a pesar de que la
desmineralizacion posibilita extraer una mayor cantidad de proteinas totales (0,89
mg versus 0,62 mg), la integridad de estas proteinas se ve comprometida luego
ser sometidas a un medio &cido por un periodo de 16 hrs. Lo cual se evidenci6
de manera cualitativa en la reduccion de bandas en el gel de SDS-Page para el
protocolo 2 en comparacién con el protocolo 1, sobre todo en aquellas bandas
de menor peso molecular. Asimismo, la mayor degradacion inducida por el
protocolo 2, signific6 un menor numero de proteinas identificadas con 12
proteinas menos que en el protocolo 1. Se han reportado protocolos que extraen
proteinas sin la necesidad de desmineralizar el tejido, alcanzando una buena
cobertura del proteoma mediante espectrometria de masas y evitando, ademas,
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dafios colaterales de la desmineralizacion como la hidrdlisis de las proteinas

(Cleland & Vashishth, 2012).

Los datos obtenidos, permitieron comparar los distintos protocolos en términos
de integridad y rendimiento. Si bien la desmineralizacion da acceso a una mayor
cantidad de proteinas, se reduce la capacidad de identificacion, por lo que se

debe optar por protocolos que no generen mayores dafos a las proteinas.

Considerando lo anterior, el protocolo 1 permitid6 obtener altos rendimientos de
extraccion e identificacion de proteinas. Asi como también, acceder a una mayor
diversidad de proteinas en cuanto a funciones celulares. Estos resultados son
indicativos de que el uso del trifluoroetanol y de los distintos procedimientos que
se incluyen en este protocolo, son efectivos para lograr una extraccién e
identificacion de proteinas procedentes de distintos compartimientos celulares y
no solo del citoesqueleto, como se podria pensar en una primera instancia, al no

ser un protocolo que recurre a una fase de desmineralizacion.

El buen rendimiento obtenido por este protocolo podria explicarse debido a las
caracteristicas del trifluoroetanol, un solvente organico con regiones hidrofilicas
e hidrofébicas, que es efectivo para unir residuos de aminoacidos polares y no
polares. El trifluoroetanol promueve la formacién de estructuras a-helicoidales al
estabilizar las interacciones de enlaces de hidrégeno entre los residuos de
aminoacidos. También es capaz de desnaturalizar las proteinas al interrumpir las

interacciones hidrofobicas entre los residuos de aminoacidos no polares,
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haciéndolos mas solubles en el solvente polar y exponiendo las regiones
hidrofébicas de la proteina al solvente. (Deshusses et al., 2003; Hossain et al,

2022).

El efecto caotrépico de este reactivo podria ser clave para permitir la extraccion
de proteinas sin la necesidad de pasos adicionales de desmineralizacion, ya que
liberaria las proteinas de la matriz 6sea al interrumpir las interacciones proteina-
proteina y proteina-matriz. Ademas, los procedimientos fisicos de elevacion y
disminucién de la temperatura aplicados en el protocolo contribuyeron a
desestabilizar la estructura de las proteinas, posibilitando su posterior
solubilizacion sin afectar en gran medida su integridad para los andlisis

posteriores.

La aplicacién del TFE como método de extraccion de proteinas 6seas aqui
propuesto, supone una gran ventaja no s6lo porque permite la extraccion e
identificacion de distintas proteinas, sino porque ademas se reducen los tiempos
de extraccion. Mientras que en este protocolo la extraccion de las proteinas se
logra en menos de una hora, los otros protocolos tardan dias en ejecutarse. Esto
es beneficioso para aplicaciones forenses, donde se requieren resultados
oportunos para la toma de decisiones en investigaciones. Asimismo, este
protocolo no requiere de procesos de limpieza posteriores como en el caso de

sales o detergentes que pueden interferir en el analisis de LC-MS/MS,
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metodologia que demanda de métodos de extraccion limpios y eficientes obtener

datos de alta calidad (Cleland et al., 2012).

En otro ambito, el protocolo 1 demostré ser eficiente en la extraccion e
identificacion de proteinas de una muestra de prueba humana, lo que indica que
es factible de aplicar en restos 6seos de larga data post mortem. Como resultado
del proceso de estandarizacion de protocolos para la extraccion proteica en
restos 6seos, se concluyo que el protocolo 1 ofrecié los mejores resultados y, por
lo tanto, fue seleccionado como el método a seguir para la extraccion de
proteinas en las muestras de interés en la presente investigacion. Los resultados
obtenidos también sugieren que este protocolo podria ser un procedimiento

prometedor para futuros estudios en el area.

Tras replicar el protocolo de extraccion en las 25 muestras de tejido cortical
humano, en general, se logrd extraer una mayor cantidad total de proteinas en
muestras tempranas con un IPM<1 afio, que en aquellas muestras tardias cuyos
IPMs corresponden a 15 y 20 afos. Para estas ultimas, no se observaron
diferencias sustanciales en la cantidad de proteinas extraidas segun el hueso de
procedencia (costillas y tibias) ni por intervalo post mortem (IPM=15 e IPM=20

anos).

Resultados similares se obtuvieron luego del analisis por LC-MS/MS, en donde
la identificacion de proteinas nuevamente fue significativamente mayor en

muestras tempranas. En tanto, muestras tardias no exhiben diferencias
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significativas entre si en cuanto a la data de muerte, identificando un namero
similar de proteinas entre aquellas muestras con IPM=15 y muestras con IPM=20
afos. La mayor cantidad de proteinas totales extraidas y de nUmero de proteinas
identificadas en muestras tempranas frente a muestras tardias, resulta esperable
considerando que las muestras tempranas proceden de individuos aun en fase
cadavérica, donde la presencia de tejidos blandos podria proteger a las proteinas
de la hidrdlisis producto de factores exdgenos (Procopio et al., 2021). Asimismo,
el avance de la descomposicidon cadavérica conduce a una degradacion
generalizada del organismo, por lo que a mayor data de muerte existira una
mayor degradacion y, por tanto, una menor disponibilidad de estructuras de

analisis (Lee Goof, 2009).

Por otro lado, se observd una variacién en el nimero de proteinas identificadas
segun el tipo de hueso, ya que en las muestras de costillas se identific6 un mayor
namero de proteinas que en muestras de tibia para un mismo intervalo post
mortem, existiendo inclusive diferencias significativas entre muestras de costillas
y muestras de tibias con IPM=15 afios. Lo anterior se genera aun cuando las
muestras analizadas de costillas y tibias en intervalos post mortem tardios

proceden de un mismo individuo respectivamente.

En particular, las proteinas identificadas en las 25 muestras corresponden a 132
diferentes proteinas, varias de la cuales pertenecen a las agrupaciones de

proteinas clasicamente asociadas a la matriz 6ésea, como proteoglicanos,
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proteinas con el tripéptido RGD, factores de crecimiento, entre otros. A pesar de
gue esta cifra supone un numero muy por debajo de lo que se acostumbra a
identificar mediante la técnica de LC-MS/MS en otros tipos de tejidos, es
concordante con el nimero de proteinas extraidas desde muestras éseas
humanas para otros estudios en el area, como el de Bonicelli y cols. (2022a) con
90 proteinas identificadas, Mickleburgh y cols. (2021) con 133 proteinas
identificadas y Prieto-Bonete y cols. (2019) que pudieron identificar un total de

275 proteinas.

Del global de proteinas identificadas, fue necesario establecer proteinas
representativas para cada IPM definido, con la finalidad de que en funcién de un
grupo selecto de proteinas, se proporcionase informacion relevante sobre la
dindmica del proteoma 6seo conforme aumenta el intervalo post mortem. Para
ello se identificaron las proteinas comunes entre réplicas biolégicas e intervalos
post mortem, seleccionando un total de 22 proteinas cuyas funciones se vinculan

mayoritariamente al mecanismo de transduccion de sefiales y al citoesqueleto.

En particular, entre el listado se encuentran proteinas estructurales propias del
hueso como el colageno tipo | en con sus dos subunidades (CO1Aly CO1A2)y
el colageno tipo Il (CO3A1). Proteinas séricas, entre ellas la albumina (ALBU)
gue se acumula en hueso mineralizado dada su gran afinidad a la hidroxiapatita
(Alves et al., 2011); la Alfa-2-HS-glucoproteina (FETUA) que tiene afinidad por

los iones de calcio y bario y se ha sefialado que participa en la regulacion de la
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mineralizacién 0sea al inhibir la osteogénesis (Bourebaba & Marycz, 2019); las
subunidades alfa y beta de la hemoglobina (HBA y HBB) que se ha indicado como
una proteina abundante en el tejido 6seo (Kim et al., 2013); y la protrombina
(THRB), para la cual estudios han reportado que es sintetizada y procesada
proteoliticamente en el hueso, participando en la generacion del tejido 6seo en

estrecha asociacion con los osteoclastos (Karlstrom et al., 2011).

Proteinas ubicuas como las histonas (H10, H12 y H14) que posiblemente derivan
de la médula 6sea o de la circulacion sanguinea (Alves et al., 2013). También, se
incluyen proteinas como el biglicano (PGS1) que es un proteoglicano rico en
leucina involucrado en el ensamblaje de las fibras de colageno y que se ha
correlacionado previamente con el IPM (Bonicelli et al., 2022a; Procopio et al.,
2018); el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3P) involucrado en el
metabolismo de la glucosa (Chaves et al., 2012), y la semenogelina-1 (SEMG1)
que, si bien cumple funciones asociadas a la motilidad de los espermatozoides,
se ha sefialado que este tipo de proteinas podrian estar presentes en la matriz
extracelular 6sea, ya que esta contiene una amplia gama de proteinas que no
s6lo desempefian funciones cruciales para la formacion y mantencion del tejido
0seo, sino que también tienen roles metabdlicos y endocrinos asociados a la
fertilidad masculina como es el caso de la osteocalcina, una proteina
ampliamente difundida en la matriz extracelular 6sea (Alves et al., 2011; Karsenty

& Oury, 2014).
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A su vez, se identificaron otras proteinas estructurales que no son propias del
tejido 6seo como las queratinas (K1C10, K1C13, K2C1 y K2C4), pero que han
sido reportadas en extracciones de tejido 6seo trabecular a partir de muestras de
fémur, posiblemente derivadas de la lamina basal (Habuka et al., 2015; Uhlén et

al., 2015).

Por ultimo, dentro del listado se incorporan proteinas como la proteina de union
a acidos grasos 5 (FABP5), y otras tres proteinas de union a iones de calcio
(S10A8, S10A9 y S10AB), siendo estas Ultimas, por primera vez reportadas en
las investigaciones del area, y cuya funcion probablemente sea el factor que les

confiere afinidad por la matriz mineral.

De las 22 proteinas sefialadas anteriormente, se identifico que FABP5, H10, H12,
H14, HBA, HBB y S10AB corresponden a proteinas exclusivas de IPM tempranos
(IPM<1 afo). Que se caracterizan por cumplir funciones asociadas a la estructura
y dindmica de la cromatina, asi como también a la produccién y conversién de
energia. En tanto, las proteinas ALBU, CO1A1, CO1A2, FETUA, K1C13, K2C1,
K2C4, S10A8, SEMG1 y THRB, son proteinas que perduran hasta IPMs tardios
(IPM=15 e IPM=20 afios), y cuyas funciones estaran vinculadas principalmente
al citoesqueleto y al mecanismo de transduccion de sefales. Prieto-Bonete y
cols. (2019), ya habrian observado que las proteinas que perduran en IPM
mayores a 12 afios serian principalmente aquellas del tipo estructural, en tanto,

proteinas séricas soélo se limitarian a IPMs tempranos, que para dicho estudio
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correspondian a muestras con datas de muerte menores a 12 afios. En la
presente investigacion, reportamos que proteinas estructurales son identificables

aun en intervalos de hasta 20 afios post mortem.

Los analisis posteriores sobre las caracteristicas de estas proteinas revelaron
que las proteinas mas estables a la degradacion post mortem son aquellas que
presentan una mayor masa molecular, puesto que las 10 proteinas identificadas
como propias de IPMs tardios, tienen un peso molecular significativamente mayor
al de proteinas que solo se encuentran en IPMs tempranos. Datos que apoyan lo
planteado por Prieto-Bonete y cols. (2019), quienes también observaron un
mayor peso molecular en proteinas que perduran por larga data, por lo que es
posible sugerir que la estructura molecular es un factor clave para la preservacion

post mortem de las proteinas.

Por otro lado, se ha propuesto que las proteinas basicas se ven mayormente
afectadas por la degradacion post mortem que aquellas proteinas del tipo acidas
(Prieto-Bonete et al., 2019). Lo cual se ha intentado explicar en funcién a la
vinculacion de las proteinas con la hidroxiapatita y su posible efecto retardante
de los procesos hidroliticos post mortem en el proteoma. En este sentido, los
grupos acidos y basicos juegan un rol crucial en la interaccion entre proteinas y
la hidroxiapatita, ya que, en el caso de las proteinas basicas, estas requieren de
la presencia de una alta densidad de grupos cargados positivamente para unirse

firmemente a la hidroxiapatita. A diferencia de lo que ocurre con proteinas acidas
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gue interaccionan con los iones cargados positivamente en la superficie de los

cristales de hidroxiapatita (Gorbunoff, 1984).

En este trabajo, se encontré que las proteinas de IPMs tempranos presentan
secuencias enriguecidas en aminoacidos bésicos, con una proporcion
significativamente mayor de residuos basicos que el observado en las proteinas
de IPMs tardios. En tanto, las proteinas de IPMs tardios presentan alrededor de
un 4% mas de aminoacidos acidos en su estructura primaria respecto al de
proteinas de IPMs tempranas, diferencia que arroj6 ser estadisticamente
significativa. Resultados que son compatibles con lo observado por Prieto-Bonete
y cols. (2019), quienes sefialan que las proteinas identificadas en IPM<12 afios
tienen una mayor cantidad de aminoacidos acidos y neutros, mientras que
proteinas presentes en IPM<12 afios tienen una mayor proporcion de
aminoéacidos basicos por sobre los acidos, mas en el estudio no se detallan los

valores observados ni si las diferencias encontradas son o no significativas.

Dado lo anterior, pareciera ser que las proteinas en cuyas secuencias
aminoacidicas predominan los residuos basicos por sobre los acidos se degradan
mas rapido, mientras que las proteinas mejor preservadas durante tiempos post
mortem prolongados, corresponden a aquellas en las que la proporcion de
residuos acidos y basicos es similar. Asumiendo los aminoéacidos del tipo &cido,
un rol clave para las proteinas identificadas en IPMs de larga data, ya que estos

residuos estarian directamente relacionados con la mineralizacion de los cristales
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de hidroxiapatita, y por ello, las proteinas con un mayor nivel de residuos acidos
tendrian una mejor afinidad con la matriz inorganica, lo que a la larga las
protegerian de la accion hidrolitica (Duanis-Assaf et al., 2022; Prieto-Bonete et

al., 2019).

Ahora bien, considerando que recientemente los estudios proteémicos para la
estimacion de IPM en muestras 6seas han incorporado analisis de reduccion de
dimensionalidad, como una forma de identificar patrones y relaciones entre las
muestras de acuerdo con la diversidad (presencia o ausencia) de las proteinas
(analisis de correspondencia multiple, MCA), y en funcion de su abundancia
relativa (andlisis de componentes principales, PCA) (Bonicelli et al., 2022a;
Prieto-Bonete et al., 2019; Procopio et al., 2018; Procopio et al., 2021). Estas
metodologias de analisis fueron aplicadas sobre las 22 proteinas que se

delimitaron como representativas para cada IPM.

Los resultados de estos analisis demostraron que la dinamica del proteoma en
términos de diversidad y de abundancia proteica, permiten realizar agrupaciones
parciales cuando se evalla la data de muerte, ya que sélo las muestras del IPM<1
afio forman un conglomerado Unico y apartado de los otros IPM, no siendo
posible divisar grupos claramente diferenciados entre muestras de IPM=15 e

IPM=20 anos.

A partir del andlisis de MCA, que fue capaz de explicar el 58,4% de la varianza,

se identifico a las proteinas H10, H12, H14, S10AB, HBB, HBA y FABP5, como
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proteinas diferenciadoras entre muestras pertenecientes a intervalos post
mortem tempranos (IPM<1 afio) e intervalos post mortem tardios (IPM=15 e
IPM=20 afios). Dichas proteinas, en especifico para aquellas que son del tipo
ubicuas (histonas) y séricas (hemoglobina), se ha descrito que se degradan
rapidamente con el aumento del IPM asociadas a los periodos de degradacion
de tejidos adyacentes como los musculos (Bonicelli et al., 2022a; Pittner et al.,
2020). En particular, el estudio de Procopio y cols. (2018) revel6 que proteinas
como la hemoglobina se descomponen durante los primeros 2 a 4 meses post
mortem en muestras de tibias de cerdo, no siendo posible su hallazgo en
muestras mayores a un afio. Lo que ya habia sido enunciado previamente por
Procopio y cols. (2017), quienes sefialaron que en muestras con un IPM igual a

un afo, la identificacién de proteinas del tipo sanguinea es reducida.

Resultados similares se obtuvieron en el analisis de PCA, sin embargo, en esta
ocasion la asociacion entre la abundancia relativa y el IPM s6lo explicaria cerca
del 38% de la varianza, tanto cuando se analizan las intensidades generadas por
los péptidos tripticos como por semitripticos. En este caso, las abundancias de
las proteinas H14, HBB, S10AB y FABP5, son las que mas se relacionan con la
primera dimension que retiene el 20,3% de la varianza, constituyendo las
proteinas que aportan la mayor varianza al modelo en el caso del analisis por
péptidos tripticos. En tanto, en los analisis sobre péptidos semitripticos son otras

las proteinas que mostraron una mayor relacién con la primera dimension, que
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explica el 26,5% de la varianza, siendo estas nuevamente H14, HBB y S10AB,

pero acompafadas de K1C13, SEMGL1 y K1C10.

Resulta esperable que para los analisis de PCA nuevamente se identifique a las
proteinas H14, HBB, S10AB y FABP5 como proteinas cuyas abundancias
aportan mayor variabilidad al perfil proteébmico, ya que estas proteinas
desaparecen en el paso de IPMs tempranos a IPMs tardios. Por otro lado, las
proteinas K1C13, K1C10 y SEMG1, son proteinas que se encuentran presentes
en muestras con IPM<1, IPM=15 e IPM=20 afos, por lo que sus cambios de
abundancia estarian reflejando diferencias en el perfil proteémico a lo largo del

periodo post mortem.

Es importante destacar que lo anterior sélo fue identificado cuando se analizaron
las abundancias en base a la corrida semitriptica. Modalidad que ademas
posibilitd diferenciar de mejor forma las muestras del IPM>1 afio respecto a las
de IPM=15 e IPM=20. Asimismo, aunque en ambos andlisis no fue posible
establecer conglomerados totalmente diferenciados entre muestras tardias, bajo
la modalidad semitriptica y so6lo para las muestras provenientes de costillas,
aguellas muestras con IPM=20 afios se agruparon proximas al punto de origen,
mientras que las muestras con IPM=15 se dispersan alrededor de las primeras,
lo que podria suponer que existe una mayor variabilidad en la abundancia entre

las muestras que componen el grupo de IPM=15, que para las del IPM=20 afios.
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Pese a lo anterior, tanto en los analisis de MCA y PCA (triptico y semitriptico), se
observo que las muestras exhiben agrupaciones segun el tipo de hueso del cual
proceden, diferenciandose expresamente las muestras de costillas respecto a las
de tibias. Sumando gracias a este trabajo, un nuevo antecedente a la afirmacion
de que el perfil protedbmico varia segun el tipo de hueso que se esté analizando
(Mickleburgh et al., 2021; Procopio et al., 2017). Probablemente, tal como se ha
seflalado en ocasiones anteriores, las variaciones en términos de diversidad y
abundancia del proteoma se deban a caracteristicas intrinsecas de cada hueso,
las cuales condicionarian tanto el tipo de proteinas presentes como su

preservacion.

Las costillas humanas, al ser huesos planos, tienen un nivel de tejido cortical
considerablemente menor que los huesos largos, como es el caso de las tibias.
Ademas, existe una estrecha relacion entre el tejido cortical y el trabecular (White
& Folkens, 2005). Aungue este estudio se basé en muestras de tejido cortical, la
mayor proporcion de tejido trabecular presente en las costillas podria haber
influido en el tipo de proteinas identificadas en las muestras. De hecho, se reportd
la presencia de histonas en esta investigacion, las cuales solo se han identificado
en estudios que utilizaron muestras que contienen tejido trabecular, como en el
caso de Bonicelli y cols. (2022a), quienes realizaron cortes en la seccién
transversal de la diafisis femoral, y Alves y cols. (2011), que utilizaron muestras
de la epifisis proximal del fémur. En este mismo sentido, las costillas y las tibias
presentan diferencias en porosidad y perfusién sanguinea, siendo las costillas
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mas porosas debido a su mayor proporcion de tejido esponjoso. Estos factores
son conocidos por influir en la variedad, abundancia y preservacion del proteoma

(Mickleburgh et al., 2021).

Una matriz menos densa, como es el caso de las costillas, promueve el
movimiento de microorganismos descomponedores (Mickleburgh et al., 2021),
mientras que huesos con alto contenido cortical, como las tibias, demuestran una
menor filtraciéon microbiana (Emmons et al., 2020). Asimismo, estudios sobre la
caracterizacion del microbioma 6seo humano en restos descompuestos, sefalan
gue la mayor riqueza de microorganismo se encuentra en el tronco superior e
inferior del cuerpo (térax, abdomen y pelvis) (Emmons et al., 2020). Por ende, los
efectos de la accidén bacteriana, principalmente enddgena, también podrian ser
un factor en la expresion de un proteoma diferencial entre muestras de costillas

y tibias.

Cabe sefialar que en el MCA y PCA, las muestras de costillas tendieron a
agruparse entre si, a pesar de que soélo para las muestras cadavéricas las
extracciones se realizaron desde el mismo numero de pieza 0sea (cuarta costilla
izquierda), mientras que en muestras esqueletizadas, estas se obtuvieron desde
la cuarta hasta la séptima costilla. Lo anterior, indicaria que en general las
costillas demostraron una buena reproducibilidad sin importar el nimero de la
pieza 0sea desde el cual se toma la muestra, lo que resulta provechoso si se

considera que la preservacion de restos 0seos depende de distintos factores
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tafondmicos, por lo que limitar la datacién a una pieza 6sea en especifico seria

contraproducente en caso de que dicha pieza esté ausente (Rodriguez, 2004).

Dado que los resultados de los andlisis estadisticos multivariados no generaron
conglomerados claramente diferenciados entre muestras tardias y que el perfil
protedmico es hueso dependiente, se evaluaron los cambios en la abundancia
relativa de proteinas que se preservan durante cada uno de tiempos post mortem
en estudio para cada pieza 6sea. De esta manera, se identificaron 14 proteinas
cuyos datos de abundancia estan disponibles en los tres intervalos post mortem
medidos en muestras de costillas (IPM<1 afio, IPM=15 e IPM=20 afios) y 9
proteinas con valores de abundancia en los dos IPM tardios donde se analizaron

muestras de tibia (IPM=15 e IPM=20 afios).

Para ambos casos se ejecutaron analisis considerando las abundancias relativas
derivadas de las intensidades de péptidos tripticos y semitripticos, encontrando
que para muestras de costillas las proteinas ALBU, G3P, PIP, S10A9, K1C10,
K1C13, K2C1l y K2C4, demuestran una clara disminucion conforme se
incrementa la data de muerte, con diferencias significativas principalmente entre
tiempos post mortem tempranos (IPM<1) y tiempos post mortem tardios (IPM=15

e IPM=20).

De estas proteinas, estudios previos ya han sefalado el potencial de la albimina
y del gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa para la datacién de restos 0seos,

dada su disminucién progresiva y significativa conforme aumenta el IPM, que en
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el caso de la albumina se reporté en muestras de cerdo con IPMs de 1 a 6 meses
y en muestras humanas con IPMs de 1 a 37 afios (Bonicelli et al., 2022a; Procopio
et al., 2018), en tanto para G3P la correlacion negativa entre abundancia e IPM
ha sido reportada tanto en tejido 6seo como tejido muscular (Bonicelli et al.,
2022a; Choi et al., 2019; Lee et al., 2016). Por lo que los resultados de la presente
investigacion reafirman la aplicabilidad de ambas proteinas como posibles

biomarcadores para la estimacion del IPM.

Por su parte, la proteina inducible por prolactina (PIP) es una glicoproteina
presente en el plasma seminal que se vincula a funciones del sistema
inmunologico y reproductivo (Hassan et al., 2009), y de la cual no se tienen
reportes en investigaciones anteriores del area, por lo que se debe indagar sobre

Su asociacion con la matriz 6sea y su potencial uso en la estimacion del IPM.

Asimismo, es la primera vez que se reporta la proteina S100-A9 (S10A9) en
estudios de datacién humana. Los resultados aqui obtenidos posicionan a esta
proteina como un buen candidato para la estimacion del IPM en restos 0seos, ya
gue su presencia en muestras de tejido cortical podria estar relacionada con su
capacidad de unir iones de calcio, propiedad que le permitiria formar complejos
entre los residuos cargados negativamente de su estructura y los iones de calcio
presentes en la hidroxiapatita (Gorbunoff & Timasheff, 1984). Afinidad por la
matriz mineral que podria actuar como retardante de la degradaciéon gracias al

impedimento fisico que suponen los cristales de hidroxiapatita para la accion de
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enzimas hidroliticas (Collins et al., 2002). Haciendo que esta proteina se preserve
por largos periodos post mortem, lo que supone una ventaja al momento de
evaluar el decaimiento de esta proteina y su posible aplicabilidad en la estimacién
de IPM tardios. Queda por tanto pendiente establecer claramente el posible nexo
entre dicha proteina y la matriz mineral, asi como también, evaluar si estudios

futuros obtienen conclusiones similares.

Por su parte, los datos también indican que las queratinas K1C10, K1C13, K2C1
y K2C4 pueden ser buenos candidatos como estimadores de IPM. A pesar de
que estas proteinas tradicionalmente son descartadas por ser consideradas
como resultado de la contaminacion por manipulacion, la probabilidad de que en
este estudio absolutamente todas las muestras hayan sido contaminadas y aun
asi demuestren disminuciones significativas conforme aumenta el IPM, es muy
baja. Por lo que mas bien, su presencia en estas y otras muestras de tejido 6seo
(Uhlén et al., 2015; Habuka et al., 2015), se podria vincular, por un lado, con el
nexo entre el hueso y otras estructuras corporales como tendones, cartilagos,
ligamentos, fascias, masculos, vasos y arterias sanguineas, que si expresan este
tipo de proteinas (Huitfeldt & Brandtzaeg, 1985; Ho et al., 2022; Miettinen &
Fetsch, 2000; Sekiya et al., 2002). O bien, producto de la histologia y fisiologia
propia del hueso en cuanto procesos de osificacion y de poblaciones celulares
acorde a las funciones metabdlicas del hueso (Sekiya et al., 2002). Por lo que se
sugiere precaucion al momento de investigar con mas detalle estos posibles
marcadores.
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Por otro lado, los andlisis del cambio en la abundancia relativa de proteinas
identificadas en restos de tibias a IPMs de 15 y 20 afos, muestran que
nuevamente las queratinas K1C13 y K2C4 disminuyen de manera progresiva con
el aumento del IPM, expresando diferencias significativas solo en el analisis en

base a péptidos semitripticos para K1C13.

No obstante, al comparar los dos tiempos post mortem medidos en este hueso
se observa que en general, las abundancias de las 7 proteinas restantes son
mayores en el intervalo post mortem de 20 afios que en el de 15, a pesar de que,
en muestras de costillas estas mismas proteinas demostraron una disminucién

progresiva conforme aumenta el IPM.

La mayor abundancia relativa en los IPM mas tardios de ciertas proteinas se ha
reportado en otros estudios, por ejemplo, Procopio y cols. (2018) indican que
proteinas como miosina-2 (MYH2), beta enolasa (ENOB), miosina-6 (MYH6),
creatina quinasa tipo M (KCRM) y haptoglobina (HPT), tienen una mayor
abundancia en muestras de 6 meses que en las de 4 meses post mortem, a pesar
de que previamente habian disminuido en el paso de 1 a 2 mesesy de 2 a 4
meses. Sin embargo, la causa de este contradictorio “aumento” post mortem, que
mas bien debe referirse como una mayor abundancia relativa en la cantidad de
una proteina determinada, a menudo se define como desconocida (Zissler et al.,

2020).
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Urge evaluar si los patrones de abundancias observados en muestras de tibia en
comparacion de muestras de costillas podrian atribuirse a diferencias especificas
de tejido. O si lo anterior corresponde a un problema metodoldgico de la técnica
de LC-MS/MS, derivado del potencial impacto de la fragmentacion de péptidos
en las mediciones de abundancia de proteinas en el contexto de la degradacién
de proteinas, en donde la mayor deteccion de péptidos degradados, que puede
resultar en iones mas fragmentados, podria estar siendo interpretada

errbneamente como una mayor abundancia de la proteina correspondiente.

Dado lo anterior, las costillas demostraron ser un buen candidato para estudios
tafondmicos de degradacion proteica, ya que por un lado el proteoma de estos
huesos reflej6é seguir una disminucion progresiva y significativa en su abundancia
conforme se incrementa el IPM. Al mismo tiempo que en términos practicos es
mas factible la extraccion de esta pieza 6sea a distintos IPMs, ya sean tempranos

o tardios.

En funcion de los distintos analisis y resultados aqui obtenidos, es plausible
aceptar la hipoétesis planteada donde se sefiala que la dinamica del proteoma de
osamentas humanas, en términos de diversidad y abundancia, proporciona
informacion relevante para la estimacion del intervalo post mortem en individuos
esqueletizados, aportando en la identificacion de potenciales marcadores

proteicos para la estimacion de la data de muerte en restos 6seos humanos.
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La informacién derivada de este trabajo exploratorio no so6lo pone a disposicion
mayores antecedentes sobre el curso que sigue la degradacion post mortem del
proteoma bajo nuevas condiciones de depodsito y piezas de analisis, sino que
también, los patrones observados en los analisis de diversidad y abundancia
proporcionan grupos proteicos que pudiesen tener un buen desempefio al
momento de estimar la data de muerte a distintos IPM. Al mismo tiempo que se
perfilan candidatos proteicos para trabajos futuros en post de la estandarizacion
de biomarcadores para la estimacion del IPM tardio. De igual modo, las
caracteristicas de las proteinas observadas en este estudio entregan
antecedentes para comprender los factores que podrian estar generando una
preservacion diferencial del proteoma, resultando de suma importancia indagar
en profundidad sobre las propiedades estructurales y funcionales de las proteinas

gue pudiesen tener aplicaciones en la estimacion del intervalo post mortem.

Por otro lado, el presente estudio supone el puntapié inicial para el desarrollo de
nuevas investigaciones sobre datacion humana a nivel nacional, abriendo
campos de accién tanto para la antropologia fisica como la biologia molecular.
Aplicacion que demanda la integracion tedrica y practica de diversas disciplinas,
y que, para este estudio en particular, la interdisciplinariedad fue un factor clave
en su ejecucion. Asimismo, el uso de tecnologia de vanguardia permitié
desarrollar una investigacion equiparable a las metodologias seguidas por
estudios internacionales en tafonomia forense, en donde cada vez toma mas
fuerza el uso de las ciencias dmicas con un enfoque integrado para fines
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forenses, area que ha sido denominada por Bonicelli y cols. (2022b) como
“ForensOMICS”, y que podria perfectamente expandirse en las instituciones

cientificas de la region.

Gracias a lo anterior, se pudo explorar la degradacién del proteoma 6seo en
individuos contemporaneos bajo condiciones propias del contexto nacional, lo
que proporciona informaciéon de gran utilidad de cara al futuro desarrollo de
estrategias para la datacion humana de restos 6seos y su aplicacion en casos

forenses actuales del pais.

Como consideraciones generales, es importante tener en cuenta que los estudios
sobre descomposicién humana se encuentran limitados en términos de tamafio
muestral (Pittner et al., 2020). En particular para las investigaciones del intervalo
post mortem tardio, la disponibilidad de muestras 6seas tanto antes como
después de la descomposicidén, es muy restringida y supone un gran proceso
burocrético para su obtencion debido a consideraciones practicas y éticas, por lo
que el reducido tamafio muestral de esta investigacion es consistente con el
namero que generalmente se utilizan en estudios de esta naturaleza (Bonicelli et

al., 2022b).

Actualmente, los restos provenientes de contextos funebres se presentan como
una buena alternativa para llevar a cabo estudios de datacion humana (Pérez-
Martinez et al., 2017; Prieto-Bonete et al., 2019; Bonicelli et al., 2022a). En el

caso de la legislacion chilena, los articulos 146 del Decreto 725 (1968) y Articulo
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38 del Decreto Supremo 357 (1970) facultan a las instituciones universitarias al
uso Yy/o disposicion de cadaveres y osamentas humanas para fines de
investigacion cientifica. Si bien lo anterior permite que la comunidad cientifica
acceda a restos humanos post mortem, aln no existen pautas claras respecto a
los procedimientos y requerimientos en especifico que esta clase de
investigaciones demanda. Por lo que es indispensable trabajar en el desarrollo
de guias estandarizadas que velen por la seguridad e integridad de los restos

humanos y de quienes les manipulan (Squires y Garcia-Mancuso, 2021).

Cabe destacar igualmente que el tejido 6éseo es uno de los tejidos mas
pobremente caracterizados en protedmica, debido principalmente a cuestiones
metodoldgicas del proceso de extraccidon. Por ejemplo, que existan proteinas que
no son aptas para la digestion con tripsina, o proteinas que producen péptidos
tripticos que son dificiles de ionizar y que quedan fuera del rango de deteccion

del espectréometro de masas (Bell et al., 2019).

Los estudios para caracterizar el proteoma humano hacen uso exclusivo de la
tripsina en el proceso de digestion, a pesar de que se conoce que las proteinas
de unién a hidroxiapatita son ricas en residuos acidos, por lo que en futuras
investigaciones podrian utilizarse de manera combinada proteasas alternativas,
como GIuC y AspN que son utiles para identificar péptidos especificos de
proteinas 6seas, tal como lo sugiere el estudio de Bell y cols. (2019), quienes

mediante el uso de multiples proteasas (tripsina, LisargiNasa, GluC y AspN) y el
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analisis de las diversas fracciones generadas en el proceso de extraccion, logran
identificar un total de 2625 proteinas a partir de muestras de tejido alveolar de
hueso mandibular, cifra que podria estar influenciada por la ubicacién anatomica
y las caracteristicas especificas de ese tipo de tejido, variables que se ha
demostrado tienen influencia en el perfil proteémico (Mickleburgh et al., 2021;

Procopio et al., 2017).

A su vez, es posible sefialar que la corrida semitriptica podria estar reflejando de
mejor manera el curso que sigue la degradacion del proteoma en restos 0seos,
ya que, en base a los resultados de PCA, esta corrida permite generar
agrupaciones mas claras entre las muestras a distintos intervalos post mortem.
Lo que, sumado al mayor niumero de proteinas identificadas bajo esta modalidad
en los analisis iniciales para el global de las muestras, indicaria que los analisis
sobre péptidos semitripticos aportan informacion clave para comprender la
dindmica del proteoma en muestras con IPM tardios, por lo que se sugiere que
los proximos trabajos en el area consideren incluirlos en sus analisis y no se

limiten sélo al uso de péptidos tripticos.

Por dltimo, aumentar el tamafio muestral, las condiciones de depdésito y los
tiempos post mortem evaluados, es crucial para una comprension mas acaba de
los cambios en el proteoma 0seo tras la muerte de un individuo y su correlacion
con el intervalo post mortem. Lo anterior, supone una de las principales

limitaciones del presente estudio, o que se suma a la falta de informacion en
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torno al tipo de suelo en el cual fueron inhumados los cuerpos, para con ello,
evaluar la influencia de factores como el pH, la humedad y la temperatura; datos
sobre las caracteristicas ante mortem de los individuos como el peso y patologias
previas, que se ha informado tienen una influencia en el proteoma 6seo. Todos

estos factores quedaron fuera del alcance de esta investigacion.

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio suponen un gran
avance en el area forense molecular de nuestro pais, y tributan con informacion
relevante para el futuro desarrollo de metodologias de estimacion del intervalo

post mortem en osamentas humanas.
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7. CONCLUSION
I. Las muestras con IPMs tempranos tienen una riqueza protedmica mayor que

muestras esqueletizadas, tanto a nivel de diversidad como de abundancias.

Il. Las proteinas mas estables a la degradacién post mortem son aquellas que
tienen una mayor masa molecular y cuyas propiedades fisicoquimicas posibiliten
una mayor afinidad por la matriz mineral ésea, ya que esta asociacion podria

actuar como una barrera protectora contra la degradacion.

lll. La dindmica del proteoma 6seo es hueso especifico, siendo este influenciado
por las caracteristicas intrinsecas de cada pieza 6sea en términos de estructura
y composicion. Para lo cual las costillas se constituyen como una pieza 0sea

predilecta en futuros estudios y aplicaciones de datacién humana.

IV. Los andlisis de estadistica multivariada fueron capaces de diferenciar
principalmente entre muestras de IPM tempranos (IPM<1 afio) e IPM tardios
(IPM=15 e IPM=20 afios), para lo cual las proteinas H10, H12, H14, S10AB, HBB,

HBA y FABP5 se constituyen como proteinas discriminantes.

V. Los cambios en la abundancia del proteoma de costillas demuestran que las
proteinas se degradan conforme aumenta el IPM, reduccién que es significativa
cuando se compara IPM tempranos versus los tardios. Siendo ALBU, G3P,
S10A9, K1C10, K1C13, K2C1 y K2C4 proteinas con un gran potencial para medir

la degradacion proteica con fines de datacion humana.
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9. ANEXO 1
“Resolucion Comité Bioética y Bioseguridad Facultad de Ciencias

Bioldgicas Universidad de Concepciéon”

. UmvefSldad AL e
‘ BOL S

Concepcion, 2 de mayo de 2022
INFORME COMITE DE BIOETICA Y BIOSEGURIDAD

Comite ge Blogtica y Bioseguricad :
Direccion de investigacion PROYECTO Tesis
Facultad de Clencias Biologicas Magister
Universidad de Concapeion
z “BIOMARCADORES PROTEICOS. Hacia el
< Dra. Mafaida Maldonado V. | TITULO Desarmolio de Metodologlas para 1
Estimacion g2l Intervalo Post Monem (19M)
* o en Osamentas Humanas”
% Dra. CarlaLeon L
@ Sr. Joaquin Rojas F INVESTIGADOR | - Sta. Camia Catalina Garcés Pama
PRINCIPAL
-Dra_ Estefania Salomé Tarifeno Figuerca
Jefe de Laboratorio

A solicitud del Srta. Camia Catalina Garcés Para, se recbe documento {adjunto) con precisionss a la
metodologia incluida en la postulacion 3l Proyecto Tesis de Magister antes mencionado, solictando que
este Comité emita una carta de aprobacion.

El documento ha sido analizado de acuerdo a las recomendaciones del “Manual de Biosegundad”™
editado por CONICYT en 2018.

Los estudios seran desarrollados en & LABORATORIC GENE EXPRESSION AND REGULATION
LABORATORY (GEaRLab) de nuestra Facuitad, donde se encuentran disponibles tanto las facilidades
como &l equipamiento NECESano para este tpo de estudios. El estudio s llevara a cabo considerando
los requerimientos de manejo y eiminacion de desechos de este material, de acuerdo al citado "Manual
de Bioseguridad™

Cabe mencionar que nuestra Facultad cuenta con los servicios de fa Unidad de Seguridad MATPEL
(www2 udec. cimatpsl). mmcdemypmcesmenfomanmnanalosresﬂuosbdogcosy
quimicos generados por nuestros investigadores, de acuerdo a las indicaciones del "Manual de

Buosegmdad'deCONICYT

Sin otro particular, les saluda muy atentamente,

i/g:. T/«J{!o: i

Dra. Mafalda Maldonado Villagran

Presidenta
Comité de Bioética y Bioseguridad
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcion
For of desavolo e de expists
Decanato Feculad de Clenclas Siclogicas | Easfo Universiiaso, Concepcion - Chile / Fono (58-41) 220 4508
www.sshioludes.ol
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10. ANEXO 2

“Ficha de registro para la obtencion de osamentas humanas”

PROYECTO UDEC GARCES-PARRA Fecha:
N° Individuo: Iniciales:
Procedencia: __ Resaca Cementerio ____Donacion Cadavérica
N° Resaca: Patio: Bolsa:

Sexo: M _F Edad: IPM:
Datos Registrados Causa de muerte:

Fecha muerte: Fecha enterramiento:
Huesos Costilla Cadigo: N°Bolsa N°Caja
Extraidos | Tibia Cadigo: N°Bolsa N°Caja

Tipo de almacenamiento | Costilla:

Tibia:

Fecha extraccién pieza ésea:

Registrador/a:

Observaciones:

Comprobacion Antropolégica

(Rellenar para individuos de Resacas)

NUmero Minimo de

Individuos:

Describir piezas observadas:
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Sexo Estimado

Coxal:

Craneo:

Describa en coxal:

e Arco ventral:

e Concavidad subpubica:

e Aspecto medial de la rama isquiopubica:
e Escotadura cidtica:

e Surco preauricular:

Indique de 1 a 5:

1 2 3 4 5
Nuchal
Crest

Mastoid

Supraorbital
Margin

Supraorbital
Ridge/Glabella

1

Mental

? 3
\ \ | TR} / I&,l I Eminence
o b T

Edad estimada:

Etapa Suchey-Brooks (1990) sinfisis pubica:

Descripcion:
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Etapa Lovejoy et al. (1985) carilla auricular:

Descripcion:

Descripcion Piezas Oseas.

Grado completitud:

Grado conservacion:

Costilla
Observaciones:
Grado completitud:
Grado conservacion:
Tibia

Largo Maximo:

Observaciones:
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11. ANEXO 3

“Comandos analisis estadistico multivariado”

i. Analisis de MCA.

Paso 1: Instalacion de Paquetes.

install.packages("FactoMineR")

install.packages("factoextra”)

Paso 2: Llamar las librerias.

library(“FactoMineR”)

library(“factoextra”)

Paso 3: Generar el MCA para las 22 proteinas definidas como representativas de
cada IPM. Para ello se usa la funcibn MCA (X, ncp=5, graph=TRUE) donde X es
la matriz de datos y ncp el numero de dimensiones. A su vez, se le asigna un

nombre al MCA, en este caso mca_22_ID_Comun.

mca_22 ID_Comun <- MCA(ID_22 Comunes.Total_x_muestra, ncp=5,
graph=TRUE)

Paso 4: Extraer los resultados del MCA.

print(mca_22_ID_Comun) #lmprime los datos del MCA.
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Paso 5: Extraer los valores de varianza que explica cada dimension.

fviz_eig(mca_22_ID_Comun) #Permite extraer los valores propios de varianza

get_eigenvalue(mca_22 ID_Comun) #Permite extraer los valores propios de
varianzas por cada dimension.

eig.val <- get_eigenvalue(mca_22_ID_Comun)
fviz_screeplot(mca_22 ID_Comun, addlabels=TRUE, ylim=c(0,45)) #Permite

visualizar el porcentaje de varianza que explica cada dimension.

Paso 6: Extraer y visualizar de manera grafica el resultado tanto para las variables

(cada una de las proteinas) como para los individuos (cada una de las muestras).

get_mca_ind(mca_22 ID_Comun) #Extrae los resultados para individuos.
get_mca_var(mca_22_ ID_Comun) #Extrae los resultados para variables
fviz_mca_ind(mca_22 ID_Comun) #Visualiza los resultados para individuos.

fviz_mca_var(mca_22 ID_Comun) #Visualiza los resultados para variables.

Paso 7: Obtener la contribucion de cada variable a cada una de las dimensiones.

Var <-get_mca_var(mca_22 ID_Comun)
var

head(var$coord)

head(var$cos?2)

head(var$contrib)

head(round(var$contrib,1),22).
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Paso 8: Extraer los resultados y graficos propios de las variables.

fviz_cos2(mca_total, choice= "var", axes= 1:2) #Permite visualizar las

variables con su respectivo valor de cos2.

fviz_mca_var(mca_total, col.var = "cos2",
gradients.cols= c("00AFBB", "E7B8000", "FC4EQ7"),
repel=TRUE,
ggtheme= theme_minimal()) #Entrega el cos2 de las variables en

gradiente de colores.

fviz_mca_var(mca_total, choice= "mca.cor",
repel= TRUE,
ggtheme= theme_minimal()) #Permite visualizar la correlacion entre

variables y dimensiones principales.

Paso 9: Extraer los resultados y graficos propios de los individuos.

ind <-get_mca_ind(mca_22_ID_Comun)

ind

head(ind$coord)

head(ind$cos2)

head(ind$contrib)

head(round(ind$contrib,1),25) #Permite obtener la contribucion de cada

individuo a la varianza total.

fviz_mca_ind(mca_22_ID_Comun, choice= "mca.cor",
repel= TRUE,
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ggtheme= theme_minimal()) #Permite obtener la correlacion entre

individuos y las dimensiones principales.

fviz_mca_ind(mca_22 ID_Comun, col.ind = "cos2",
gradients.cols = c("00AFBB", "E7B8000", "FC4EQ7"),
repel=TRUE,
ggtheme= theme_minimal()) #Proporciona un grafico para individuos

con sus respectivos valores de cos2 en una gradiente de colores.

ii. Anélisis de PCA.

Paso 1: Instalacién de Paquetes.

install.packages("FactoMineR")

install.packages("factoextra”)

Paso 2: Llamar las librerias.

library(“FactoMineR”)

library(“factoextra”)

Paso 3: Generar el PCA para las 22 proteinas definidas como representativas de
cada IPM. Para ello se usa la funcion PCA (X, ncp=5, graph=TRUE) donde X es

la matriz de datos y ncp el nimero de dimensiones. A su vez, se le asigna un
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nombre al PCA, en este caso PCA_trip porque se esta trabajando con las

intensidades tripticas®.

PCA trip <-PCA(Triptico_Ints 22, scale.unit = TRUE, ncp =5, graph = TRUE)
res.pca <- PCA(Triptico_Ints 22, graph = FALSE)
#scale.unit permite escalar los valores y con ello hacer comparaciones entre

los datos.

Paso 4: Extraer los resultados del PCA.

print(res.pca)

Paso 5: Extraer los valores de varianza que explica cada dimension.

get_eigenvalue(res.pca) #Extrae los valores propios/varianzas de los

componentes principales.

fviz_eig(res.pca) #Visualiza los valores propios de varianza.

fviz_eig(res.pca, addlabels = TRUE, ylim = c¢(0, 22)) #Permite visualizar el
porcentaje de varianza que explica cada dimension

4 Para la matriz con intensidades semitripticas se ejecutaron los mismos c6digos bajo el nombre
de PCA_semitryp.
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Paso 6: Extraer y visualizar de manera grafica el resultado tanto para las variables

como para los individuos.

get_pca_ind(res.pca) #extrae los resultados para individuos
get_pca_var(res.pca) #Extrae los resultados para variables
fviz_pca_ind(res.pca) #Visualiza los resultados para individuos
fviz_pca_var(res.pca) #Visualiza los resultados para variables.

fviz_pca_biplot(res.pca) #Genera un biplot de individuos y variables

Paso 7: Obtener la contribucion de las categorias de todas las variables a las

dimensiones.

var <- get_pca_var(res.pca)
var

head(var$coord)
head(var$cos?2)
head(var$contrib)
head(round(var$contrib,1),22)

Paso 8: Extraer los resultados y graficos propios de las variables.

head(round(var$contrib, 1),22) #Proporciona la contribucion de las variables

para explicar la variabilidad en un componente principal.
fviz_pca_var(res.pca, col.var = "cos2",

gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4EQ7"),
repel = TRUE
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) # Entrega el cos2 de las variables en gradiente de colores.

Paso 9: Extraer los resultados y graficos propios de los individuos.

ind <- get_pca_ind(res.pca)

ind

head(ind$coord)

head(ind$cos?2)

head(ind$contrib)

head(round(ind$contrib,1),25) #Proporciona la contribucion de los individuos a

las dimensiones.

fviz_pca_ind(res.pca, col.ind = "cos2",
gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4EQ7"),
repel = TRUE)

) #Entrega el cos2 de los individuos en gradiente de colores.
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12. ANEXO 4

“Comandos utilizados en el procesamiento de abundancias relativas”
I Abundancias relativas costillas.

Paso 1: Transformar los valores de intensidad en log10 para normalizar los datos

usando el comando de R y generar una matriz con datos normalizados.

mat_costillas_tryp <- costillas_tryp

mat_log_tryp_costillas <- log10(mat_costillas_tryp)

mat_costillas_sem <- Costillas_Semitrip

mat_log_sem_costillas <- log10(mat_costillas_sem)

Paso 2: Setear el directorio de trabajo donde esta el archivo con la matriz de las

intensidades.

setwd("C:/Users/Camila/OneDrive/MAGISTER/TESIS/ARCHIVOSTESIS/Res

ultadosMasa_25 muestras_T&C/Procesamiento_Abundancias_Relativas”)

Paso 3: Leer cada matriz de datos y reemplazar los ceros por NAs.

Tryp <- read.table(INTENSITY_Triptico_ MATRIX.txt")
tryp[tryp == 0] <- NA

semitryp <- read.table("INTENSITY_Semitriptico_ MATRIX.txt")
semitryp[semitryp == 0] <- NA
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Paso 4: Generar las categorias en funcion de los IPM para la posterior imputacion

de Missing Values.

#Ejemplo categorias generadas en costillas con intesidades semitripticas.
MD4 <-semitryp %>% select(contains("MDA4")) #Agrupa muestras de IPM<1
MD4$na_count <-"" #Contabiliza la cantidad de proteinas identificadas en esa
categoria.

MD4$na_count <- apply(MD4, 1, function(x) sum(is.na(x)))

MD4 <- MD4[MD4%$na_count <= 2,] #Selecciona proteinas en esa categoria

gue tienen como maximo 2 valores perdidos.

MR1C <-semitryp %>% select(contains("MR1")) #Agrupa muestras IPM=15
MR1C <-MR1C %>% select(contains("C"))

MR1C$na_count <-"" #Contabiliza la cantidad de proteinas identificadas en
esa categoria.

MR1C$na_count <- apply(MR1C, 1, function(x) sum(is.na(x)))

MR1C <- MR1C[MR1C$na_count <= 2,] #Selecciona proteinas en esa

categoria que tienen como maximo 2 valores perdidos.

MR2C <-semitryp %>% select(contains("MR2")) #Agrupa muestras IPM=20
MR2C <-MR2C %>% select(contains("C"))

MR2C$na_count <-"" #Contabiliza la cantidad de proteinas identificadas en
esa categoria.

MR2C$na_count <- apply(MR2C, 1, function(x) sum(is.na(x)))

MR2C <- MR2C[MR2C$na_count <= 2,] #Selecciona proteinas en esa

categoria que tienen como maximo 2 valores perdidos.
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Paso 5: Imputacion de Missing Values usando el paquete missForest para cada

categoria (IPM<1, IPM=15 e IPM=20).

install.packages("missForest")

library("missForest") #Utiliza el algoritmo Random Forest para la imputacion
de datos.

set.seed(123)

imputed_datal <- missForest(MD4 %>% select(-contains("na_count")))#,
method="cart")
full_datal <- add_rownames(data.frame(imputed_datal$ximp,row.names =),

var = "ID")

imputed_data2 <- missForest(MR1C %>% select(-contains("na_count")))#,
method="cart")
full_data2 <- add_rownames(data.frame(imputed_data2$ximp,row.names =),

var = "ID")

imputed_data3 <- missForest(MR2C %>% select(-contains("na_count")))#,
method="cart")
full_data3 <- add_rownames(data.frame(imputed_data3$ximp,row.names =),

var = "ID")

Paso 6: Unir cada uno de los sets imputados, conservado las intensidades de

proteinas presentes en todas las muestras.

DFimp <- data.frame(Reduce(function(x, y) merge(x, y, all=FALSE),

list(full_datal, full_data2,full_data3)),row.names = 1)
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Paso 7: Guardar los resultados en un archivo Excel.

mylist <- list()
mylist$MatrixIMP <- add_rownames(DFimp, var = "PROTEIN")
mylist$MatrixIMP.NORM <- add_rownames(normDFimp, var = "PROTEIN")

write.xlsx(mylist, file = "ID.Costillas.Semitrip.2missingvalue.xIsx")

ii. Abundancias relativas tibias.

Paso 1: Transformar los valores de intensidad en log10 para normalizar los datos

usando el comando de R y generar una matriz con datos normalizados.

mat_tibias_tryp <- tibias_tryp
mat_log_tryp_tibias <- log10(mat_tibias_tryp)

mat_tibias_sem <- tibias_Semitrip

mat_log_sem_tibias <- log10(mat_tibias_sem)

Paso 2: Setear el directorio de trabajo donde esta el archivo con la matriz de las

intensidades.

setwd("C:/Users/Camila/OneDrive/MAGISTER/TESIS/ARCHIVOSTESIS/Res

ultadosMasa_25 muestras_T&C/Procesamiento_Abundancias_Relativas")
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Paso 3: Leer cada matriz de datos y reemplazar los ceros por NAs.

Tryp <- read.table(“INTENSITY_Triptico_ MATRIX.txt")
tryp[tryp == 0] <- NA

semitryp <- read.table("INTENSITY_Semitriptico_ MATRIX.txt")
semitryp[semitryp == 0] <- NA

Paso 4: Generar las categorias en funcion de los IPM para la posterior imputacion

de Missing Values.

#Ejemplo categorias generadas en tibias con intesidades semitripticas.
MR1T <-semitryp %>% select(contains("MR1")) #Agrupa muestras IPM=15
MRI1T <-MR1T %>% select(contains("T"))

MR1T$na_count <-"" #Contabiliza la cantidad de proteinas identificadas en
esa categoria.

MR1T$na_count <- apply(MR1T, 1, function(x) sum(is.na(x)))

MRI1T <- MR1T[MR1T$na_count <= 2,] #Selecciona proteinas en esa

categoria que tienen como maximo 2 valores perdidos.

MR2T <-semitryp %>% select(contains("MR2")) #Agrupa muestras IPM=20
MR2T <-MR2T %>% select(contains("T"))

MR2T$na_count <-"" #Contabiliza la cantidad de proteinas identificadas en
esa categoria.

MR2T$na_count <- apply(MR2T, 1, function(x) sum(is.na(x)))

MR2T <- MR2T[MR2T$na_count <= 2,] #Selecciona proteinas en esa
categoria que tienen como maximo 2 valores perdidos.
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Paso 5: Imputacion de Missing Values usando el paguete missForest para cada

categoria (IPM=15 e IPM=20).

install.packages("missForest")

library("missForest") #Utiliza el algoritmo Random Forest para la imputacion
de datos.

set.seed(123)

imputed_data4 <- missForest(MR1T %>% select(-contains("na_count")))#,
method="cart")

full_data4 <- add_rownames(data.frame(imputed_data4$ximp,row.names =),
var = "ID")

imputed_data5 <- missForest(MR2T %>% select(-contains("na_count")))#,
method="cart")

full_data5 <- add_rownames(data.frame(imputed_data5$ximp,row.names =),
var = "ID")

Paso 6: Unir cada uno de los sets imputados, conservado las intensidades de

proteinas presentes en todas las muestras.

DFimp <- data.frame(Reduce(function(x, y) merge(X, y, all=FALSE),

list(full_data4, full_data5)),row.names = 1)
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Paso 7: Guardar los resultados en un archivo Excel.

mylist <- list()
mylist$MatrixIMP <- add_rownames(DFimp, var = "PROTEIN")
mylist$MatrixIMP.NORM <- add_rownames(normDFimp, var = "PROTEIN")

write.xIsx(mylist, file = "ID.Tibias.Semitrip.2missingvalue.xIsx")
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13. ANEXO 5

“Listado 132 proteinas identificadas en muestras humanas”

Intervalo Post mortem

U Proteina Funcién Molecular
IPM<1 | IPM=15 | IPM=20
A2ML1 ':nr:éf(')g?oi'&'f‘mza P A A | Actividad inhibidora de la
S endopeptidasa (GO:0004866)
similarala 1
ACTB : ACU”‘?‘. P A A Sin términos GO
citoplasmatica 1
ACTG : ACt'n‘?‘. P A A Sin términos GO
citoplasmatica 2
Actividad del receptor acoplado a
proteinas G (GO:0004930)
ADA1D Receptor P A A Actividad del receptor alfal-
adrenérgico alfa-1D adrenérgico (G0O:0004937)
Actividad del receptor adrenérgico
(G0O:0004935)
Actividad de fésforo-oxigeno liasa
ADCY5 Adenilato ciclasa P A A (G0:0016849)
tipo 5 Actividad de la adenilato ciclasa
(G0O:0004016)
Proteina AHNAK
AHNK d_asoma_da_rfl la P A A Unidn a proteinas (G0O:0005515)
iferenciacion de
neuroblastos
ALBU Albtmina P P P~ | sin términos GO
Unién de iones de calcio
(G0O:0005509)
ANXA1 Anexina Al P P A Unidn a fosfolipidos dependientes
del calcio (GO:0005544)
Actividad inhibidora de la
fosfolipasa (GO:0004859)
Union al ADN (GO:0003677)
BARX1 | Homeobox proteina A P A ACt'V'dE.id _d’el factor_(’je
BarH-like 1 transc,rl_pcmn de union al _ADN,
especifica de la ARN polimerasa Il
(G0O:0000981)
CATA Catalasa P A A Unién de hemo (G0O:0020037)
Actividad catalasa (GO:0004096)
Actividad peptidasa tipo cisteina
CATB Catepsina B P A A (G0O:0008234)
Actividad endopeptidasa tipo
cisteina (G0O:0004197)
CATG Catepsina G P A A Actividad de la endopeptidasa de
tipo serina (G0O:0004252)
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Transportador de

Actividad del canal de cloruro

CLCN7 intercambio dependiente de voltaje
H(+)/CI(-) 7 (G0O:0005247)
Potenciador del
CNKRS3 conector del Union a proteinas (GO:0005515)
supresor de
guinasa de ras 3
CO1A1 Cadena de Com.ponente estructural de la
colageno alfa-1(1) mqtnz extracelular (GO:0005201)
Unién a proteinas (G0O:0005515)
CO1A2 Cadena de Componente estructural de la
coladgeno alfa-2(l) matriz extracelular (GO:0005201)
CO2A1 Cadena de Unién a proteinas (GO:0005515)
colégeno alfa-1(1f) Com_ponente estructural de la
matriz extracelular (GO:0005201)
Unién a proteinas (GO:0005515)
CO3AL colégsggg?f:i (11 Com_ponente estructural de la
matriz extracelular (GO:0005201)
CO4A1 Cadena de Componente estructural de la
colageno alfa-1(1V) matriz extracelular (GO:0005201)
CObA1 Cadena de Componente estructural de la
coladgeno alfa-1(V) matriz extracelular (GO:0005201)
Unién a proteinas (GO:0005515)
CO7A1 Cadena de actividad inhibidora de la
colageno alfa-1(VII) endopeptidasa de tipo serina
(G0O:0004867)
Cadena de
CODAL coladgeno alfa- Sin términos GO
1(X1N)

COFL Cofilina-1 Uni6n a actina (GO:0003779)
Actividad inhibidora de la
endopeptidasa tipo cisteina

CYTA Cistatina-A (G0:0004869)

Actividad inhibidora de la
endopeptidasa (GO:0004866)
Enlace ATP (G0O:0005524
Prpbable ARN Unién de éciglos nucleicos)
DDX28 hellcasg DDX28 (GO:0003676)
deperf_:_(la;wte de Actividad ARN helicasa
(GO:0003724)
DEF3 Defensina de Sin términos GO
neutrofilos 3
Actividad motora de microttbulos
. dirigida al extremo negativo
Proteina 1 que (GO:0008569)
DNHD1 | contiene el dominio Enlace ATP (GO:0005524)

de la cadena
pesada de la
dineina

Unidn de cadena intermedia ligera
de dineina (G0:0051959)

Union en cadena intermedia de
dineina (G0:0045505)
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Cadena pesada

Enlace ATP (G0:0005524)
Actividad motora de microtibulos
dirigida al extremo negativo

DYH5 (G0:0008569)
axonemal 5 de iy . -
dineina Unlo_n d,e cadena intermedia ligera
de dineina (GO:0051959)
Unidn en cadena intermedia de
dineina (G0O:0045505)
Proteina de
DzI1L ensamblaje del cilio Sin términos GO
DZIP1L
ECP Proteina catidnica Unidn a acidos nucleicos
eosindfila (G0:0003676)
EDC4 Potenciador de la _
proteina 4 que Unién a proteinas (GO:0005515)
decapa el ARNm
ELNE Elastasa de Actividad de endopeptidasa de tipo
neutrofilos serina (G0O:0004252)
Actividad exonucleasa 3'-5'
(G0O:0008408)
EXOSX Componente ?ggggozggg)s nucleicos
exosomico 10 Actividad exonucleasa de 3'-5'-
ARN (G0:0000175)
Unién a nucledtidos (GO:0000166)
FASPS | Prowena gfagg'sog a Uni6n a lipidos (GO:0008289)
FETUA Alfa-2-HS- Actividad _inhibid_ora Qe Ia}
. - endopeptidasa tipo cisteina
glicoproteina (GO:0004869)
FOLRS3 Receptor gamma Sin términos GO
de folato
Enlace NAD (G0:0051287)
. . actividad oxidorreductasa, que
G3P Gllce;alie?ldo-?,- acta sobre el aldehido o grupo
deshigfozgnasa oxo de los donantes, NAD o NADP
como aceptor (GO:0016620)
Enlace NADP (GO:0050661)
Actividad del receptor de
sefializacion (G0O:0038023)
Actividad del canal iénico
monoatémico (GO:0005216)
GRIA3 gli (;Zr[])qt;){()dg Actividad del receptor de glutamato
ionotropico (G0O:0004970)
Actividad del canal iénico
monoatémico controlado por
ligando (G0:0015276)
GSTP1 Glutation S- Actividad de la glutation
transferasa P transferasa (G0:0004364)
H10 Unién al ADN (GO:0003677)

Histona H1.0

Constituyente estructural de la
cromatina (G0O:0030527)
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Union al ADN (GO:0003677)

H12 Histona H1.2 Constituyente estructural de la
cromatina (G0O:0030527)
H13 Unién al ADN (G0O:0003677)
Histona H1.3 Constituyente estructural de la
cromatina (G0O:0030527)
H14 Union al ADN (GO:0003677)
Histona H1.4 Constituyente estructural de la
cromatina (G0O:0030527)
H15 Union al ADN (GO:0003677)
Histona H1.5 Constituyente estructural de la
cromatina (G0O:0030527)
Union al ADN (GO:0003677)
. . Constituyente estructural de la
H2BID | Histona HDZB tipo 1- cromatina (GO:0030527)
Actividad de heterodimerizacién de
proteinas (GO:0046982)
Unidn al ADN (GO:0003677)
Ha Actividad de heterodimerizacién de
Histona H4 proteinas (GO:0046982)
Constituyente estructural de la
cromatina (G0O:0030527)
Unién de hemo (G0O:0020037)
HBA Subunidad alfa de Unién de oxigeno (G0O:0019825)
hemoglobina Unidn de iones de hierro
(G0O:0005506)
HBB Subunidad beta de Unién de hemo (G0O:0020037)
hemoglobina Unidn de oxigeno (G0O:0019825)
HBD Subunidad de Unién de hemo (G0:0020037)
hemoglobina delta Unidn de oxigeno (G0O:0019825)
Unidn al ADN (GO:0003677)
HLX Proteina homeobox Actividgd Q,el factor_t;ie
similar a H2.0 transc,rl_pcmn de union al _ADN,
especifica de la ARN polimerasa Il
(G0O:0000981)
Proteina B2 del
HMGB2 grupo de alta Unién al ADN (GO:0003677)
movilidad
HMGN2 cror:org(tjer;ri]?a no Unién al ADN nucleosémico
histona HMG-17 (G0:0031492)
HSPB1 Prot'eln.a de choque Sin términos GO
térmico beta-1
Proteina 2 del gen
IER2 <> de respuesta Sin términos GO
temprana
inmediata
IGE2 Factor de Actividad hormonal (GO:0005179)
crecimiento similar Actividad del factor de crecimiento
alainsulina ll (G0:0008083)
IGLL1 Pollpepg?;) similar Sin términos GO
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inmunoglobulina
lambda 1

K1C10

Queratina
citoesquelética tipo
110

Actividad estructural de la
molécula (GO:0005198)

K1C12

Queratina
citoesquelética tipo
112

Actividad estructural de la
molécula (G0O:0005198)

K1C13

Queratina
citoesquelética tipo
113

Actividad estructural de la
molécula (GO:0005198)

K1C16

Queratina
citoesquelética tipo
116

Actividad estructural de la
molécula (GO:0005198)

K22E

Queratina,
citoesquelético tipo
Il 2 epidérmico

Sin términos GO

K220

Queratina,
citoesquelético tipo
Il 2 oral

Sin términos GO

K2C1

Queratina,
citoesquelético tipo
111

Sin términos GO

K2C4

Queratina,
citoesquelético tipo
114

Sin términos GO

K2C5

Queratina
citoesquelética tipo
115

Sin términos GO

K2C6A

Queratina,
citoesquelético tipo
Il 6A

Sin términos GO

K2C74

Queratina
citoesquelética tipo
174

Sin términos GO

K2C79

Queratina
citoesquelética tipo
179

Sin términos GO

KI3L1

Receptor similar a

la inmunoglobulina

de células asesinas
3DL1

Sin términos GO

KLF10

Factor 10 similar a
Krueppel

Sin términos GO

LDB3

Proteina de union
al dominio LIM 3

Unién a proteinas (GO:0005515)

LIMC1

Proteina 1 que
contiene dominios
de homologia LIM y
calponina

Unién a proteinas (GO:0005515)
Unién a actina (GO:0003779)

LYSC

Lisozima C

Actividad de lisozima
(G0O:0003796)
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Proteina quinasa

unién a proteinas (G0O:0005515)
Enlace ATP (GO:0005524)

M3K11 guinasa quinasa Actividad de la proteina quinasa
activada por (G0O:0004672)
mitégenos 11 Actividad MAP quinasa quinasa
quinasa (G0:0004709)
Proteina de union a
MABP1 quinasa activada Unién a proteinas (GO:0005515)
por mitégenos 1
Actividad del factor de
MAFG Factor de transcripcion de unién al ADN
transcripcion MafG (G0:0003700)
Unidn al ADN (G0:0003677)
MIE Factor inhibidor de
la migracién de Sin términos GO
macréfagos
MOT7 Transportador de Actividad del transportador
monocarboxilato 7 transmembrana (G0:0022857)
Proteina nuclear
MSTN1 embnonanq . Sin términos GO
musculoesquelética
1
NAPSA . Actividad endopeptidasa de tipo
Napsin-A aspartico (G0O:0004190)
OBE1 Clase de dominio Enlace de dominio POU
POU 2-factor de (G0O:0070974)
asociacion 1 Unién al ADN (G0:0003677)
OMD Osteomodulina Unién a proteinas (GO:0005515)
OSTCN : Unidn de iones de calcio
Osteocalcina (GO:0005509)
OSTP Osteopontina Sin términos GO
PEDF Factor derivado del Actividad _|nh|b|dora_ de la .
epitelio pigmentario endopeptidasa de tipo serina
(G0O:0004867)
PERM Actividad de la peroxidasa
Mieloperoxidasa (G0:0004601)
Unién de hemo (G0:0020037)
PGS1 Biglicano Unién a proteinas (GO:0005515)
PGS2 Decorina Unién a proteinas (GO:0005515)
PHB1 Prohibicion 1 Sin términos GO
PIP Proteina |ndu_0|ble Sin términos GO
por prolactina
Fosfatidilinositol
PK3CA 4,5-bisfosfato 3- Actividad quinasa (G0:0016301)

guinasa catalitica
subunidad alfa
isoforma

Actividad 1-fosfatidilinositol 3-
quinasa (G0:0035004)
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PPIA Peptidil-prolil cis- Actividad peptidil-prolil cis-trans
trans isomerasa A isomerasa (G0O:0003755)
PRG3 Proteoglicano 3 Sin términos GO
Unién a esteroides (GO:0005496)
Unién al ADN (G0O:0003677)
Actividad del receptor de
esteroides nucleares
(G0:0003707)
PRGR Receptor de Actividad del factor de
progesterona transcripcion de unién al ADN
(G0O:0003700)
Unidn de iones de zinc
(G0O:0008270)
Unién de ADN especifica de
secuencia (G0:0043565)
PRR12 Protem_a rica en Sin términos GO
prolina 12
RFL3S Proteina putativa C
REPL3S Sin términos GO
RHCG Transportador de Actividad (El)el trar:jsportadqr
amonio Rh tipo C transmembrana de amonio
(G0O:0008519)
Regulacion de la
proteina 1 de Unién a proteinas (GO:0005515)
RIMS1 L - ~
exocitosis de Unién de GTPasas pequefias
membrana (G0:0031267)
sindptica
RL27A Protes|ungutquli_§a5 dde la Constituyente estructural del
. L ribosoma (GO:0003735)
ribosbmica grande
RNAS2 Ribonucleasa no Unidn a acidos nucleicos
secretora (G0:0003676)
Proteina de
RRP1 procesamiento de C
ARN ribosémico 1 Sin terminos GO
homdlogo A
Unién de iones de metales de
S10A7 Proteina S100-A7 tran,S|C|on.(GO:0046914)
Unién de iones de calcio
(G0O:0005509)
S10A8 . Unién de iones de calcio
Proteina S100-A8 (GO:0005509)
S10A9 . Unién de iones de calcio
Proteina S100-A9 (GO:0005509)
Unién de iones de calcio
S10AB | proteina $100-A11 (60:0005509) |
Unién a proteinas dependientes
del calcio (GO:0048306)
SBSN

Supracuenca

Sin términos GO
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SCLY

Selenocisteina

Sin términos GO

liasa
SEMG1 Semenogelina-1 Sin términos GO
SHS3 proteina
SH3L3 ) §|m|Iar rica en Sin términos GO
acido glutamico de
union al dominio 3
Escasez de
SHOC1 proteinas en el Actividad de hidrolisis de ATP
ortélogo de (G0:0016887)
guiasmata 1
SLIK3 SLIT y proteina . . )
similar a NTRK 3 Unién a proteinas (GO:0005515)
Proteina 5 de
SMIMS membrana integral Sin términos GO
pequefia
SNAA Proteina de unién a . . )
NSE alfasoluble Union a proteinas (GO:0005515)
SOST Esclerostina Sin términos GO
SPB3 Actividad inhibidora de la
Serpin B3 endopeptidasa de tipo serina
(G0:0004867)
Proteina asociada
SPT25 ala L Sin términos GO
espermatogénesis
25
Proteina
T132A transmembrana Sin términos GO
132A
TBAL3 Tubulina alfa en Enlacc_a GTP (G0:0005525)
forma de cadena 3 C_onstltuyente estructural del
citoesqueleto (GO:0005200)
Transporte y
TGO1 organizacion de Unidn a proteinas (GO:0005515)
Golgi proteina 1
homologo
Unién de iones de calcio
THRB Protrombina (G0O:0005509)
Actividad de la endopeptidasa de
tipo serina (G0O:0004252)
Proteina
TM119 transmembrana Sin términos GO
119
TYB4 Timosina beta-4 Unién al monémero de actina
(G0O:0003785)
Proteina A
VAPA asociada a proteina

de membrana
asociada a vesicula

Sin términos GO
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VIME

Vimentina

Sin términos GO

Proton ATPasa de

Actividad ATPasa transportadora

VPP3 tipo V 116 kDa de protones, mecanismo rotacional
subunidad a 3 (G0:0046961)
Unidn de polisacéaridos
VTNC Vitronectina (G0:0030247)
Actividad del receptor eliminador
(G0:0005044)
Union a acidos nucleicos
(G0:0003676)
XRN2 5'-3' Actividad exonucleasa
exoribonucleasa 2 (G0:0004527)
Actividad exonucleasa de ARN 5'-
3' (G0:0004534)
Proteina 2 de unién Unién a acidos nucleicos
ZFR2 (G0:0003676)
al ARN del dedo de = : .
Zinc Unidn de iones de zinc
(G0:0008270)
ZN419 Protem_a de dedo Sin términos GO
de zinc 419
ZN446 Pro;g';;giggdo Sin términos GO
ZN608 Prodteln_a de dedo Sin términos GO
e zinc 608
ZN619 Proteln_a de dedo Sin términos GO
de zinc 619

*|U= Identificador Uniprot.

*P= Presente / A=Ausente.
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14. ANEXO 6
“Resultados pruebas de normalidad Shapiro Wilk en el analisis de

abundancias relativas”

e Graficos de normalidad para las 14 proteinas analizadas en muestras

de costillas. (Azul: IPM<1; Rojo: IPM=15; Verde: IPM=20).
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Graficos de normalidad para las 9 proteinas analizadas en muestras

de tibias. (Rojo: IPM=15; Verde: IPM=20).
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