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Los métodos inmunolégicos se han utilizado para obtener da-
tos moleculares que arrojan luz sobre las adscripciones de los
fésiles de Venta Micena. Con estas técnicas se ha demostrado la
presencia de proteinas séricas preservadas: albdmina, 1gG y
transferrina en estos fésiles. Estas investigaciones también de-
mostraron la especificidad de especie de las proteinas fésiles,
ayudando asi a resolver las controversias cientificas que surgieron
en torno a los datos morfologicos del craneo de Orce y otros
fésiles de Venta Micena.
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Immunological methods have been used to obtain molecular
data that shed light on the species ascriptions of the Venta Micena
fossils. These methods showed that the fossils contained well-
preserved serum proteins, i.e., albumin, IgG, and transferrin. This
research also demonstrated the species specificity of fossil pro-
teins, thus helping to resolve scientific controversies that arose
regarding the morphological data used to ascribe the Orce skull
and other Venta Micena fossils to hominins.

PALEONTOLOGIA MOLECULAR

odos los seres vivos presentan escrita en el
cddigo genético su propia historia evoluti-
va. El analisis de las secuencias de los acidos
nucleicos o de la secuencia de aminoacidos de las
proteinas de un ser vivo permite su identificacidon
con una determinada especie o su ubicacién en un
arbol filogenético. Asi, los arboles evolutivos cons-
truidos a partir del ADN o proteinas han contribui-
do a clarificar las relaciones evolutivas entre las es-
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pecies vivientes. La morfologia también estd controlada por el ADN vy las
proteinas; sin embargo, la informacién genética que aporta la morfologia
es mas indirecta y dificil de interpretar, ya que en la configuracién de las
estructuras de un ser vivo, intervienen numerosos genes y complejas inter-
relaciones. A menudo se presentan en la naturaleza fendmenos de conver-
gencia o evolucidn paralela, que determinan la semejanza de una o varias
caracteristicas morfologicas entre especies no relacionadas. Por otra parte,
la estructura 6sea de un ser vivo estd influida por estimulos externos y por
las actividades fisicas realizadas a lo largo de su vida. A pesar de todo, en
paleontologia clasica, la identificacion y clasificacién de especies se ha ba-
sado exclusivamente en los aspectos morfologicos del registro t6sil. Inde-
pendientemente de los aspectos morfoldgicos, el anilisis de biomoléculas
que sobreviven en los fésiles podria ser de gran ayuda en la identificacién
y clasificacién de estos restos, sobre todo cuando estan fragmentados y su
clasificacidén morfoldgica es polémica. La paleontologia molecular se ocupa
de esta tarea.

PRESERVACION DE BIOMOLECULAS EN FOSILES

El grave inconveniente que limita el alcance de la paleontologia mole-
cular es que, si las biomoléculas sobreviven en los restos fosiles, deben de
encontrarse alteradas y en muy baja concentraciéon. Cuando muere un
animal, la mayor parte de sus biomoléculas, asi como el organismo en si,
desaparece rapidamente. Algunas enzimas del propio organismo inician un
proceso de autolisis, que es potenciado por bacterias. Otros agentes como
el agua, el oxigeno, y valores extremos de pH y temperatura, pueden oca-
sionar la eliminacidén de todo rastro orginico del animal. Sin embargo, en
circunstancias especiales en las que se produce una rapida deshidratacién o
un ripido enterramiento en ambiente anaerobio, los tejidos duros (huesos,
conchas, etc.) e incluso blandos (piel, masculo, etc.) pueden sobrevivir, y
en ellos algunas biomoléculas. No obstante, estas moléculas no se conser-
van intactas. Las proteinas suelen encontrarse desnaturalizadas y fracciona-
das en péptidos.

La molécula que mais se ha investigado en los tejidos de especies extin-
guidas, huesos antiguos o restos fosiles es el ADN, como portador directo
de la informacién genética. Sin embargo, el ADN suele fraccionarse en
secuencias de s6lo unos cientos de pares de bases que contienen abundan-
tes lesiones, como sitios sin base, pirimidinas oxidadas y entrecruzamientos
de cadenas. De hecho, la mayoria de los estudios que se centraron en el
ADN concluyeron que es poco probable que esta molécula sobreviva mas
de unos cientos de miles de anos. Aunque lo ideal es leer la informacion
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genética directamente a partir de la secuencia de nucledtidos del ADN, las
proteinas también proporcionan informacién til, aunque indirecta, sobre
las secuencias de aminodcidos. A diferencia del ADN, algunas proteinas,
en determinadas condiciones, pueden persistir en los fésiles durante millo-
nes de afios. Las proteinas se unen a la fase mineral (hidroxiapatita) del
hueso, y esta unién proporciona una proteccién considerable frente a la
degradaciéon por agentes exdgenos. Ademas, la cantidad de cristales de
hidroxiapatita aumenta tras la muerte, v esto puede favorecer la encapsula-
cién de proteinas, lo que permite detectarlas en foésiles tan antiguos en los
que con toda probabilidad el ADN se encuentra totalmente degradado.
Sin embargo, en comparacidén con el ADN, las proteinas no son amplifi-
cables en el laboratorio, por lo que su concentracién no puede aumentar-
se, como puede hacerse con el ADN mediante técnicas de reaccidén en
cadena de la polimerasa. Aunque los primeros estudios de proteinas en
tosiles realizados entre los afos 50 y 70 identificaron aminodcidos y pépti-
dos en fésiles de hasta millones de anos de antigiiedad, estos estudios no
aportaron informacién sobre la especificidad de especie de estas biomolé-
culas, es decir, sobre su adscripcién o parentesco con otras especies.

DETECCION DE PROTEINAS FOSILES
MEDIANTE TECNICAS INMUNOLOGICAS

Jerold M. Lowenstein, de la Universidad de California en San Francis-
co, tue el primero en identificar el mensaje genético contenido en las pro-
teinas fosiles aplicando una técnica inmunoldgica, el radioinmunoanilisis
(RIA), capaz de detectar especificamente proteinas en cantidades tan bajas
entre 10-? y 10-'? gramos. Sabemos que las proteinas sufren profundos
cambios con el tiempo, como agregacidn, fragmentacién y racemizacion
de sus aminoicidos. Sin embargo, estas moléculas, aunque fragmentadas o
alteradas, en algunos casos retienen secuencias de aminoacidos intactas,
que pueden ser reconocidas mediante anticuerpos especificos, incluso en
tosiles con decenas de millones de anos.

Asi, Lowenstein ha identificado coligeno humano, la proteina mas
abundante del hueso, en muestras fosiles de Homo sapiens de 20.000 afios,
Homo neanderthalensis de 50.000 anos, Homo erectus de 0,5 millones de
afios y Australopithecus robustus de 1,9 millones de anos (1, 2). Otra pro-
teina muy abundante en hueso, la osteocalcina, ha sido detectada mediante
anticuerpos por diversos autores en huesos fosiles de bévidos de 13 millo-
nes de anos, en dientes de roedores de 30 millones de afos, e incluso en
huesos de dinosaurios mas de 75 millones de afios. En el caso de un f6sil
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de bévido, se observoé que la osteocalcina atin conservaba su capacidad
funcional de fijar calcio.

Especialmente interesante es la deteccidn de proteinas en el Ramapite-
co. Este animal, que vivié hace 8-20 millones de afios, fue considerado
por algunos paleoantropdlogos de los afios sesenta como un hominino, lo
que sugeria que el linaje humano se habia separado del de los monos hace
alrededor de 20 millones de anos. Los datos moleculares, sin embargo,
contradecian esta fecha. El estudio de las albtiminas de chimpancé, gorila y
humana mediante técnicas inmunologicas habia determinado que estas tres
especies habian divergido de un antecesor comtn hacia sélo 5 millones de
afios. Si esta conclusidn era correcta, el Ramapiteco no podia ser humano

(3)-

Lowenstein produjo anticuerpos inyectando un extracto de este tosil en
un conejo. Estos anticuerpos reaccionaron mais intensamente con sueros
de gorila, orangutin y gibén que con sueros de chimpancé o humano.
Segtin estos resultados, el Ramapiteco se encontraba genéticamente tan
cercano a los monos asidticos como a los africanos, y mis alejado de la
especie humana (4). Hoy dia los paleontélogos excluyen al Ramapiteco
del linaje humano y lo consideran préximo al orangutin.

EL CASO DEL HOMBRE DE ORCE

Los tosiles de Orce asignados a homininos por Josep Gibert, del Institu-
to Paleontologico de Sabadell, incluyen un fragmento de crineo, el de-
nominado Craneo de Orce (VM-0), una diifisis humeral (VM-1960) y un
fragmento distal de un htimero (VM-3691) (5). Estos restos han sido en-
contrados en el yacimiento de Venta Micena cerca de la poblaciéon de
Orce, en la provincia de Granada. La antigiiedad de este yacimiento ha
sido estimada en 1,3 millones de anos, lo que supondria la presencia mas
antigua de homininos en Europa y la posible colonizacién de Europa por
homininos desde el sur, a través del estrecho de Gibraltar. En la actualidad
existe un acuerdo generalizado de que los primeros humanos ocuparon la
zona de Orce hace entre 1,3 y 1,2 millones de afos, basindose en un
ntimero limitado de herramientas de piedra y en pruebas de acciones
antropicas en huesos detectadas en el yacimiento de Venta Micena 3.
Otras pruebas proceden de yacimientos cercanos: se descubrieron dos mo-
lares humanos, probablemente del mismo individuo, en el yacimiento de
Barranco Ledn, y en los yacimientos de Fuentenueva-3a y Barranco Lebn-
5 se hallaron artefactos liticos. Sin embargo, como es usual en Paleoantro-
pologia con posibles restos humanos, los fosiles de Orce han levantado
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fuertes polémicas. Frente a la posiciéon de Gibert y colaboradores, algunos
paleontdlogos mantienen que el crineo de Orce pertenece a un équido y
que los htimeros son demasiado incompletos para ser identificados con
seguridad (6). No obstante, reputados paleoantropdlogos como Phillip V.
Tobias, tras un examen minucioso de los fosiles asignados a los homininos,
apoy0 las conclusiones de Gibert (7).

ANALISIS INMUNOLOGICO DE LAS PROTEINAS
DE LOS FOSILES DE VENTA MICENA

Dadas las incertidumbres morfoldgicas de los fésiles de Venta Micena,
estos fosiles fueron estudiados mediante técnicas inmunoldgicas. Teniendo
en cuenta que los fosiles de Orce estin datados alrededor de 1,3 millones
de afios, esta edad sobrepasaba el limite de detectabilidad del ADN en
huesos, por lo que la posibilidad de encontrar esta biomolécula era muy
improbable. La alternativa con estos fosiles era el anilisis de proteinas, ya

que estas biomoléculas sobreviven periodos mucho mas prolongados que
el ADN.

El estudio de las proteinas de los fésiles de Venta Micena se llevo a ca-
bo en dos centros independientes: en la Universidad de California, en San
Francisco, por el grupo de Lowenstein, v en la Universidad de Granada
por Borja y Garcia Olivares. Lowenstein utilizé el RIA para la deteccidn
inmunoldgica de las proteinas tosiles, mientras que Borja y Garcia Olivares
emplearon una técnica equivalente al RIA, el ELISA (Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay).

Tanto en Granada como en San Francisco se estudiaron los fosiles atri-
buidos a homininos VM-0 y VM-1960 (de Venta Micena, Orce), y CV-1
y CV-2, dos fragmentos de hiimero encontrados en Cueva Victoria, un
yacimiento de la provincia de Murcia con una edad algo inferior a la de
Venta Micena. En ambas universidades se analizaron ademas fosiles de
distintos mamiferos de Venta Micena y Cueva Victoria. Un extracto del
Craneo de Orce fue estudiado con anticuerpos frente a albiimina de dis-
tintas especies, y ambos grupos encontraron una mayor reactividad con
anticuerpos dirigidos frente a albGmina humana, mientras que la reactivi-
dad de este fésil con otros anticuerpos, especialmente con anti-albamina
de caballo, fue muy inferior.

La conclusién, por tanto, era que la albdmina detectada en el crineo de
Orce se encontraba mas cercana a la especie humana que a otras especies.
Lowenstein ademids detectd colageno y transferrina con reacciones inmu-
noldgicas semejantes a las proteinas humanas en el craneo de Orce (VM-
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0). Resultados semejantes fueron obtenidos con el htimero VM-1960,
también atribuido a un hominino. Sin embargo, ninguno de los dos gru-
pos detect6é albamina en los tosiles atribuidos a homininos CV-1 y CV-2
de Cueva Victoria. En el estudio de otros mamiferos, ambos grupos ob-
servaron reacciones semejantes a albimina de caballo en fésiles de équidos,
y el grupo de San Francisco detectd reacciones semejantes a albimina de
bisonte en dos tosiles de bovidos (8). Todos estos resultados confirmaban
la presencia de proteinas en fosiles de mas de un millén de anos y demos-
traban que es posible identificar caracteristicas de especie en estas proteinas
tésiles mediante reacciones inmunologicas.

Otra novedad de estos resultados fue la deteccidén de albtimina, protei-
na que se evidenciaba por primera vez en unos fosiles tan antiguos. Aun-
que el colageno habia sido identificado previamente en tosiles de millones
de anos, en principio, la deteccidon de albimina parecia improbable, ya
que esta proteina es mucho menos abundante en hueso que el colageno vy,
por otra parte, al ser muy soluble, se pensé que seria «lavada» rapidamente
del hueso durante el proceso de degradacidn. Sin embargo, seglin ha sefia-
lado Noreen Tuross, de la Smithsonian Institution de Washington, el
fendmeno clave de la preservacidon de las proteinas: la encapsulacién de
estas biomoléculas en los cristales de hidroxiapatita parece afectarle espe-
cialmente a la albtmina, lo que explicaria la deteccion de esta proteina en
los tosiles de Venta Micena. El coligeno, aunque muy abundante en hue-
s0, es una molécula muy poco informativa genéticamente, ya que su se-
cuencia de aminoacidos es muy repetitiva y semejante de una especie a
otra. Por el contrario, la albamina proporciona mayor informacién evolu-
tiva. El hecho de que esta proteina haya evolucionado mas ripidamente
que el coligeno supone una ventaja en estos tipos de estudios, ya que la
albGmina permite diferenciar mejor las especies.

Uno de los puntos mas importantes en la paleontologia molecular es
poder discriminar si las biomoléculas detectadas forman parte integral del
tésil o proceden de contaminacién exdgena. Aunque la posibilidad de
contaminacién es improbable, por e¢jemplo, en el caso de la albGmina de
caballo detectada en los tosiles de équidos, la albtimina humana encontrada
en VM-0 y VM-1960 podria proceder de contaminacién producida por el
contacto con sudor o saliva durante el estudio de estos fosiles por los pale-
ontdlogos. También se ha sugerido que filtraciones procedentes de restos
humanos recientes hubieran contaminado los fosiles. Esta tGltima posibili-
dad fue facilmente excluida, ya que se analizd tierra recogida del lugar
donde se habian encontrado los fésiles de homininos y no se detectd
albGmina. Las proteinas fésiles se encuentran unidas a la fase mineral del
hueso, de la que hay que liberarlas tratando la muestra con una disoluciéon
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descalcificante de EDTA. Las proteinas procedentes de la contaminacioén
exdgena no estdn unidas a la fase mineral y, por tanto, pueden ser extraidas
sin necesidad de disolver el hueso, simplemente con un lavado en una
disolucién salina (PBS). La deteccién de albtmina no ligada a la fase mine-
ral se puede observar al analizar un hueso fresco recién extraido que con-
tiene la alblmina procedente de la sangre retenida, y que es ficilmente
lavada con PBS. Esta albimina no ligada a la fase mineral ha podido detec-
tarse incluso en huesos que han estado enterrados durante diez anos. Los
tosiles VM-0 y VM-1960 no contenian albamina no ligada, y la albGmina
sOlo fue detectada cuando se disolvid la fase mineral mediante EDTA. Por
tanto, la albimina de VM-0 y VM-1960 formaba parte integral de estos
tésiles y no procedia de contaminacidén exdgena, por lo que al ser albtmi-
na autdctona y encontrase cercana a la albdmina humana, ambos f6siles
podian ser considerados como pertenecientes 2 homininos.

A pesar de su persistencia, las proteinas fosiles se fraccionan o desnatu-
ralizan inevitablemente, aunque pueden sobrevivir algunas secuencias de
aminodcidos detectables con anticuerpos. En los estudios anteriores, se han
utilizado suero sanguineo de un animal previamente inmunizado contra
una proteina. Este suero contiene anticuerpos diferentes, cada uno de los
cuales reconoce una parte independiente (epitopo) de la proteina utilizada
en la inmunizacién (antisuero policlonal). Para estudios moleculares mas
precisos se pueden utilizar anticuerpos monoclonales. Este anticuerpo pu-
rificado reconoce un Gnico epitopo en la proteina. Probando de forma
independiente diferentes anticuerpos monoclonales contra la alblimina
humana, es posible analizar los distintos epitopos de esta molécula indivi-
dualmente, y determinar cuiles de ellos han sobrevivido en la albimina
tosil. En los estudios de la reactividad de los anticuerpos monoclonales
anti-albGmina humana con extractos de los fosiles VM-0 y VM-1960, se
observd que cada uno de los anticuerpos monoclonales mostraban un gra-
do de reactividad diferente. Una mayor o menor reactividad indicaba un
mejor o peor grado de conservacién de los diferentes epitopos reconoci-
dos en la albGimina f6sil. Los anticuerpos monoclonales, por tanto, no sdlo
permitieron confirmar los datos obtenidos con anticuerpos policlonales,
sino que también brindaron la oportunidad de analizar la integridad de
diferentes epitopos de la proteina.

PALEOPROTEOMICA Y LOS FOSILES DE VENTA MICENA

La paleoproteémica es un campo de la ciencia molecular relativamente
joven, pero en rapido crecimiento, en el que la tecnologia de secuencia-
cién basada en la protedmica se utiliza para identificar especies y proponer
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relaciones evolutivas entre taxones extintos. Como enfoque complemen-
tario de la paleogenémica, el estudio de las proteinas antiguas tiene el po-
tencial de revelar filogenias mas antiguas y completas debido a la relativa
estabilidad de los aminodcidos en las proteinas en comparacidén con los
dcidos nucleicos en el ADN. La espectrometria de masas (MS, mass spec-
trometry) proporciona informacién sin precedentes sobre proteomas mo-
dernos y antiguos, y puede obtener datos de secuencias de proteinas de
organismos extintos, asi como de artefactos histéricos y prehistoricos.
Desde la aplicacién seminal de la MS a la paleoprotedmica (9), los proto-
colos de extraccidn y andlisis, el software para el procesamiento de datos,
las bases de datos de proteinas y la instrumentacién de alta precision han
experimentado avances significativos. Estos avances son potencialmente
aplicables al estudio de los tosiles de Venta Micena. La combinacién de los
conocimientos previos en la inmunodetecciéon de proteinas fosiles con los
recientes avances en los métodos de MS permitird acceder al gran caudal
de informacién potencial que encierra el registro f6sil de Venta Micena y
contribuird al crecimiento de la paleoprotedémica. Aunque la investigacién
paleoprotedmica del siglo XX utilizaba tecnologias menos potentes y pro-
tocolos menos estrictos en comparacién con las herramientas disponibles
actualmente para evaluar la contaminacién, confirmar la endogeneidad y
autentificar la asignacién de especies, el cuerpo de conocimiento propor-
cionado ha allanado el camino para el extraordinario desarrollo de la pa-
leoprotedmica del siglo XXI.
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