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RESUMEN

El estudio microestructural de los fésiles ha crecido significativamente en las Ultimas
dos décadas. La recuperacion de tejidos blandos y fragmentos de moléculas a partir
de la desmineralizacién de huesos fosiles ha sido reportada por varios autores
abriendo nuevas rutas en el estudio de los fésiles. El prop6sito del presente estudio
fue explorar la recuperacion de tejidos blandos de restos dseos fosiles de perezosos
gigantes recientemente colectados en la zona central del Departamento de Yoro,
Honduras. Los fragmentos de hueso esponjoso fueron desmineralizados utilizando
EDTA, de los cuales se recuperaron restos de un aparente vaso sanguineo, ademas
se observaron al microscopio osteocitos y probables restos de globulos rojos. Los
resultados evidencian tejidos blandos del tejido dseo esponjoso, preservados en
medio de las condiciones ambientales que indujeron la fosilizacién de los huesos,
representando una fuente potencial para futuros estudios celulares y moleculares, asi
como preguntas sobre su conservacion a través del tiempo.

Palabras clave: Mamiferos, tejidos blandos, vasos sanquineos, osteocitos, globulos
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ABSTRACT

The microstructural study of fossils has grown significantly in the last two decades.
The recovery of soft tissues and fragments of molecules from the demineralization of
fossil bones has been reported by several authors opening new routes in the study of
fossils. The purpose of this study was to explore the recovery of soft tissues of fossil
skeletal remains of giant sloths recently collected in the central area of the Depart-
ment of Yoro, Honduras. Fragments of cancellous bone were demineralized using
EDTA, from which remains of an apparent blood vessel were recovered, and in
addition, osteocytes and probable remains of red blood cells were observed under the
microscope. The results show soft tissues of the cancellous bone tissue, preserved in
the middle of the environmental conditions that induced the fossilization of the bones,
representing a potential source for future cellular and molecular studies, as well as
questions about its conservation through time.

Keywords: Mammals, osteocytes, soft tissues, red blood cells, blood vessels, cance-
llous bone, preservation.
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INTRODUCCION

El registro fosil ha evidenciado una enorme capacidad de preservacion de diversos
tipos de estructuras de los seres vivos. Como ejemplo de lo anterior se incluyen la
preservacion de plumas (Qiang, Currie, Norell, y Shu-An, 1998; Schweitzer et al.,
2002; Xu, Wang, y Wu, 1999), cabello (Franzen, 2017), tejido blando embrionario
(Chiappe et al., 1998), tejido muscular y 6rganos internos (Briggs, Wilby, Pérez-More-
no, Sanz, y Fregenal-Martinez, 1997; Kellner, 1996; Sasso y Signore, 1998), piel
(Manning et al., 2009), y estructuras celulares (Pawlicki, Korbel, y Kubiak, 1966). Se
suma a lo anterior los casos de preservacion de tejidos momificados de organismos
en ambar (Grimaldi, Bonwich, Delannoy, y Doberstein, 1994).

El articulo publicado por Schweitzer et al (2005) reportando la recuperacion de tejidos
blandos de Tyrannosaurus rex, evidenciando microestructuras residuales propias de
los huesos, fue catalogado como “controversial” (Pappas, 2013). Lo anterior debido al
concepto clasico de fosilizacion y también por las implicaciones en el entendimiento
de los procesos que favorecen la degradacion de los tejidos. Ejemplos de estos
procesos son la autélisis, heterotrofia bacteriana aerobia y anaerdbica, carrofieo y
bioturbacion (Xiao y Knoll, 1999). En consecuencia, la preservacion de tejidos
blandos despierta importantes interrogantes sobre los mecanismos de preservacion
durante largos periodos de tiempo, las tasas de degradacion de los diferentes tipos
de compuestos organicos y en ultima instancia los métodos de datacion de un fésil.

Resalta en la historia del estudio de la microestructura de los fésiles Reinhold
Fritz-Gaertner, gedlogo de origen prusiano quien pertenecié al Museo de Historia
Natural del Estado de New York, EEUU (New York State Museum of Natural History,
1878) y que realiz6 algunos de los primeros estudios minerolégicos, geoldgicos y
paleontolégicos de Honduras (Sapper, 1905), recomendando a finales del siglo XIX la
importancia de incluir el estudio microscépico en el estudio de los fosiles (Fritz-Gaert-
ner, 1878). En el siglo XX, Gross (1934) y Enlow y Brown (1956) realizaron importan-
tes estudios microestructurales de fésiles. Los estudios de Donald Enlow contribuye-
ron significativamente a la paleohistologia e histologia ésea comparada (de Ricglés,
2007).

La recuperacion de restos de tejidos blandos a partir de huesos fésiles fue comentada
posteriormente por Pawlicki (1978) y Pawlicki, Korbel y Kubiak (1966). A partir de
Schweitzer et al (2005) otros estudios han fortalecido el tema, implicando también la
recuperacion de fragmentos de proteinas (Armitage y Anderson, 2013; Bertazzo et
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al., 2015; Cadena, 2016; Cadena y Schweitzer, 2012; Cleland, Schroeter, Feranec, y
Vashishth, 2016; Cleland et al., 2015; O'Reilly, Summons, Mayr, y Vinther, 2017; Plet
et al.,, 2017; Schweitzer, Wittmeyer, y Horner, 2007; Schweitzer, Zheng, Cleland, y
Bern, 2013; Schweitzer et al., 2009). Buckley et al (2017) cuestionaron la recupera-
cion de secuencias peptidicas de fosiles de dinosaurio aduciendo una posible conta-
minacion cruzada. Sin embargo, Schroeter et al (2017) demostraron que las secuen-
cias peptidicas pueden obtenerse de manera confiable y reproducible a partir de
fosiles y que las secuencias fragmentarias para proteinas antiguas pueden expandir-
Se aun mas.

Por otro lado, la identificacion de factores que podrian favorecer la preservacion de
tejidos blandos en fosiles ya habia sido abordado por Allison (1988) y Briggs (1991),
proponiendo como factores: las diferencias entre los tipos de tejidos ante los proce-
sos de degradacion, sistemas de deposicidn particulares, el momento en el que inicia
la mineralizacion despues de la muerte de los organismos y las condiciones ecologi-
cas propias de esos organismos. Schweitzer et al (2014), han sugerido la participa-
cion del hierro en la preservacion de los tejidos blandos. Dentro de este contexto
también se ha sugerido para algunos casos de preservacion en fésiles la participa-
cion microbiana (Briggs y McMahon, 2016), aunque como lo expresan Schweitzer,
Moyer, y Zheng (2016), los microorganismos dificilmente pueden reproducir la morfo-
logia caracteristica de celulas de gran tamafio como los osteocitos.

El registro fosil de elementos 6seos mineralizados de megafauna mamifera es abun-
dante, pero muy pocos estudios se han realizado buscando recuperar restos de
tejidos blandos propios de estos elementos anatémicos. En cuanto a la recuperacion
de tejidos blandos y fragmentos de moléculas bioldgicas a partir de huesos fésiles de
mamiferos resalta la recuperacion de elementos celulares de fosiles de mastodonte y
mamut (Schweitzer et al., 2007), recuperacidn de elementos celulares de fosiles de
pangolin (Cadena, 2016); y recuperacion de fragmentos de proteinas de Castor
gigante (Cleland et al., 2016).

La recuperacion de tejidos blandos de elementos fosiles y posteriormente fragmentos
de proteinas, ha desencadenado el inicio de una nueva rama de la ciencia denomina-
da “paleoprotedmica”. La Paleoprotedmica es un subcampo de rapido crecimiento de
la paleontologia molecular (Asara, Schweitzer, Freimark, Phillips, y Cantley, 2007;
Cleland et al., 2016; Cleland et al., 2015; Organ et al., 2008; Schweitzer et al., 2009).

En cuanto al registro paleontoldgico, Honduras es el primer pais de Centroamérica
del que se reportd el descubrimiento de fésiles de vertebrados (Lucas, Bonta,
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Rogers, y Alvarado, 2011). Honduras cuenta con un significativo nimero de sitios
reportados de fosiles de vertebrados (Fernandez, 1983) y cuenta con el Unico repor-
te publicado a la fecha de fésil de dinosaurio de Centroamérica (Horne, 1994; Lucas,
2014; Lucas y Alvarado, 2017; Weishampel, Dodson, y Osmolska, 2004; Zuniga,
2017a).

El registro fosil de perezosos terrestres gigantes en Centroamérica y de otros mami-
feros extintos ha sido considerado una de las bases méas importantes para la teoria
del Gran Intercambio Bioldgico Americano. La teoria del Gran Intercambio Biolégico
Americano es considerada como la evidencia mas importante para el fechado del
cierre de Centroamérica y la conexion entre Norteamérica y Suramérica (Molnar,
2008; Osborn, 1910), sin embargo esta tematica se encuentra actualmente bajo un
intenso debate (Erkens y Hoorn, 2016; Jaramillo et al., 2017; Molnar, 2017; Montes et
al., 2015; Stone, 2013; Zuniga, 2017a) y el registro fosil de dinosaurio de Honduras
(Horne, 1994) representa un aspecto sobresaliente en esta discusion.

En cuanto a la antigliedad de fosiles de perezosos terrestres gigantes de Honduras,
Webb y Perrigo (1984) consideran los fosiles reportados del sitio “Orillas del Rio
Humuya” en el Valle de Comayagua (Megalonyx sp, Eremotherium sp), como “Pleis-
toceno tardio”, lo que también es reafirmado por Cartelle y De luliis (1995), es decir
126,000 a 11,000 afios de antigliedad. Los estudios de Rincon (2004), Gallo, Avilla,
Pereira, y Absolon (2013), y Varela, Tambusso, Patifio, Di Giacomo, y Farifia (2017),
evidencian una distribucion de perezosos terrestres gigantes como Eremotherium sp
a través de Centroamérica.

El propdsito de este estudio fue explorar la preservacion de tejidos blandos de restos
0seos de perezosos terrestres gigantes recientemente colectados en Honduras. Este
estudio contribuira a impulsar en Centroamérica el estudio paleontolégico de las

microestructuras presentes en fésiles y brindara informacion comparativa con los
resultados obtenidos por otros estudios.

METODOS

Sitio de Colecta

Con el fin de colectar y estudiar posteriormente la macro y microestructura de fosiles,
la Facultad de Ciencias de la UNAH organizé en junio del afio 2017 una gira de
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campo al Departamento de Yoro a un sitio reportado a la Escuela de Biologia, al
noroeste de la ciudad de Yoro, al suroeste de la cuenca hidrografica del rio Aguan
(Figura 1).

Figura 1. Sitio de colecta de los fosiles, zona central del Departamento de Yoro,

Honduras
— 7

-

Fuente: Leonel Zuniga
Material colectado

La gira tuvo como resultado identificar un afloramiento con fésiles (Figura 2) con
caracteristicas de tafocenosis, y la colecta de 69 ejemplares , entre fragmentos y
huesos completos (Zuniga, 2017b), de los cuales la mayoria pertenecen a mamiferos
del superorden Xenarthra, orden Pilosa, suborden Folivora, (perezosos gigantes) y
dos ejemplares fosiles que pertenecen al grupo de los équidos. Desde el punto de
vista geoldgico, el afloramiento, cuya orientacién general es de N-E, en su mayoria
estad compuesto por areniscas de color café claro con tamafio de grano pequefio y
mezcla de arrastre de rocas de la Formacion Gracias y Padre Miguel (IHCIT, 2017).
Los fosiles recuperados fueron agregados a la coleccion de fosiles de la UNAH en
Ciudad Universitaria, de los cuales se tomaron muestras para realizar el presente
estudio.

Se realiz6 un ensayo preliminar un mes después de la extraccion y colecta de los
fésiles y dos ensayos adicionales seis y ocho meses después de la colecta. En el
ensayo realizado a los seis meses de la colecta, se tomd dos muestras a partir de los
fosiles colectados en el sitio descrito : Muestra A) (Objeto 0060) fragmentos (equiva-
lente a 1 cm3) de hueso esponjoso de la apdfisis espinosa de una vértebra dorsal
(Figura 3) , Muestra B) (Objeto 0004) Fragmentos (3cm x 1.5 cm x 1cm) de hueso
esponjoso de fémur con estructura canalicular presente de 2.5 milimetros de diame-
tro y 3 cm de largo (Figura 4), extraida de una region cercana a un foramen nutricio
del hueso.
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Figura2. Fragmento de fémur de perezoso gigante. Fotografia in situ previo a la etapa
de colecta, noroeste de Yoro, Departamento de Yoro, Honduras.

£y
A

Fuente: Elvin Hernandez, gira de campo 2017.

Figura 3. Colecta de fragmentos de hueso esponjoso de apofisis espinosa de
vértebra dorsal (Muestra A).

Fuente: Leonel Zuniga

Figurad4. Fragmentos de hueso esponjoso de fémur con estructura canicular presen-
te (Muestra B).

Fuente: Leonel Zuniga
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Para la desmineralizacion se tomé en cuenta la metodologia provista por Schweitzer
et al (2005). Los tejidos se desmineralizaron utilizando EDTA (0,5M, pH 8,0) durante
7 dias, cambiando el tampon diariamente. El ensayo preliminar un mes después de la
extraccion de los fosiles se realizd con cantidades diferentes de EDTA por muestra
(4ml y 6ml) para seleccionar el volumen mas favorable. El dltimo dia, después de
retirar el EDTA, el material restante de la muestra fue lavado con tampén de fosfato
(PBS, pH 6,8). Inmediatamente después de agregar el tampoén de fosfato se tomo
muestras de las diferentes fases visibles en el tubo de ensayo, y se observé al
microscopio optico.

En el ensayo realizado 6 meses después de la colecta, la muestra A se sumergio en
4 ml de EDTA durante siete dias, mientras que la muestra B se rocio6 superficialmente
con EDTA durante tres dias, y se sumergi6 en 10 ml de EDTA durante 4 dias adiciona-
les. El tampon retirado de la muestra A de los ultimos tres dias se acumul6 en un
recipiente adicional, mostrando material sedimentado. El Ultimo dia, después de
retirar el EDTA, el material restante de las muestras Ay B fue lavado con tampdn de
fosfato (PBS, pH 6,8). Inmediatamente después de agregar el tampén de fosfato se
tomd muestras de la fase intermedia del sedimento de la muestra Ay se observé al
microscopio Optico. También se tomd muestras del material sedimentado de los
recipientes con EDTA retirado de la muestra A’y acumulado los ultimos 3 dias, todos
los sedimentos se observaron al microscopio. Se utilizd un microscopio Olympus
CX31 en ampliacion de 40x con camara DP21, el software DP2-Twain para tomar las
fotomicrografias y se utilizé Software Axiovision para el procesamiento digital de las
mismas.

Una semana después de este procedimiento se inicio la fijacion del material sedimen-
tado de los recipientes con EDTA retirado de la muestra A, utilizando solucién de
formalina durante 6 horas, y se aplico una cadena de deshidratacion con etanol
durante 24 horas iniciando con una concentracion al 30% vy finalizando con una
concentracion al 95%, centrifugando antes de cada aplicacion. Se aplicé dos cambios
de Tert-butanol durante 18 horas. Al finalizar este proceso se inicié la etapa de dese-
cacion en frio y al vacio de una pequefia muestra adaptando la metodologia de Inoué
y Osatake (1988). Después de 1 hora de desecacion se aplicd un bafio de oro-paladio
a la muestra mediante un cobertor ionico. El preparado se observd en un microscopio
electrénico de barrido, Hitachi S-2700. La Muestra B se observo en fresco utilizando
un microscopio digital de superficie Dino-Lite y se utilizd el software Dino-capture
para la generacion de fotografias y video.
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RESULTADOS

El ensayo preliminar permitio valorar el efecto de la exposicién a cantidades diferen-
tes de EDTA. La muestra de 1cc de tejido 6seo esponjoso expuesta a 4ml de EDTA
en el ensayo preliminar mostrd una mejor recuperacion de estructuras celulares que
la muestra expuesta a 6 ml.

En el ensayo preliminar se observo estructuras similares a células caracteristicas de
la estructura del tejido dseo, como osteocitos (con filopodios y potencial preservacion
de contenido intracelular), asi como estructuras de apariencia vascular, estructuras
esféricas y semiesféricas y aparentes cimulos celulares. (Figura 5).

En el ensayo final se recuperaron nuevamente osteocitos y estructuras de apariencia
vascular a partir de la muestra A (Figura 6 y 7). En la observacién al microscopio
electrénico de barrido se identificé estructuras que son en efecto osteocitos con sus
filopodios (Figura 8), con dimensiones similares a las observadas al microscopio
oOptico. La desmineralizacion parcial de la muestra B permitié observar restos de
tejido blando de una aparente estructura vascular (vaso sanguineo) con derivacion a
otra de menor diametro (Figura 9).

Figura 5. La desmineralizacion de tejido dseo esponjoso (perezoso terrestre gigante,
ensayo preliminar) presenta estructuras de tejido blando: a) Osteocito de
perezoso gigante, b) Estructuras de forma vascular observado, ¢) Ciamulo de
estructuras esféricas y semiesféricas, d) Estructuras esféricas o semiesféricas
contraidas dentro de aparente estructura vascular, e) Estructura esférica, f)
Osteocito de perezoso gigante

7 20 Em:‘. Q 4 \
Fuente: Leonel Zuniga, Carlos Vides.
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Figura 6. La desmineralizacion de tejido dseo esponjoso (perezoso terrestre gigante,
ensayo final, Muestra A, evidencia estructura de apariencia vascular, con
estructuras globulares de color rojizo en su interior

Fuente: Leonel Zuniga, Carlos Vides.

Figura 7. La desmineralizacion de tejido 6seo esponjoso (perezoso terrestre gigante,
ensayo final, Muestra A, presenta estructuras de tejido blando a), b), c), y d)
Osteocitos con presenma de fi Iopodlos

Fuente: Leonel Zlniga, Carlos Vides.

Figura 8. La desmineralizacion de tejido dseo esponjoso (perezoso terrestre gigante,
ensayo final, Muestra A, presenta estructuras (a y b) que aparentan ser osteoci-
tos con filopodios.(Microscopio Electrénico de Barrido Hitachi S-2700, voltaje
de aceleracion 6 kV, muestras preparadas mediante desecacién en frio con
alcohol T-Butil, y recubiertas con aleacion de oro-paladio mediante un cobertor
i6nico)

000000 6.0kV x3.00K 1@0.0»m 000P00O 6.0kV x3.00K 10.0rm

Fuente: David Aguilar.
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Figura 9. La desmineralizacion parcial de fragmentos de hueso esponjoso (perezoso
terrestre gigante, ensayo final, Muestra B), presenta estructura de tejido
blando: a) Estructura canalicular de tejido blando continuo de 2.5mm de diame-
tro y 3 cm de largo, b) Derivacion de la estructura canalicular en angulo de 33.8
grados a un conducto de menor diametro

Fuente: Leonel Zuniga

DISCUSION

En las muestras observadas al microscopio tanto del ensayo preliminar como del
ensayo final se evidencian osteocitos que retienen filopodios asi como estructuras
vasculares conteniendo en su interior estructuras de forma globular y color rojo que
podrian representar glébulos rojos o restos de ellos. Estos resultados son consecuen-
tes con los datos descritos por Schweitzer et al (2007), en cuanto a la recuperacion
de osteocitos y vasos a partir de tejido dseo de fésiles de mamut (Mammuthus colum-
bi) y osteocitos a partir de tejido 6seo de fosiles de mastodonte (Mammut ameri-
canum). Cadena (2016) reporta también resultados similares al desmineralizar tejido
dseo de fosiles de pangolin extinto (Eomanis krebsi) recuperando osteocitos.

La observacion con un microscopio superficial y la manipulacion de la estructura de
forma canalicular con una pinza metalica estéril, permitio evidenciar la textura suave
y flexible del tejido, lo que aparenta ser restos de un vaso sanguineo y su bifurcacion
macroscopicamente visibles. El procedimiento de desmineralizacion parcial inicial
aplicado a la muestra B result6 efectivo para recuperar estructuras macroscopicas.
En cuanto a la presencia de restos de tejido vascular en fésiles, los resultados obteni-
dos, evidenciando estructuras macro y microscopicas asociadas (como posibles
eritrocitos); Schweitzer et al (2007) reporta resultados similares al recuperar restos
aparentes de vasos y células sanguineas de fésiles de dinosaurio (Tyrannosaurus
rex). Evidencias solidas de preservacion de glébulos rojos han sido documentadas al
menos en huesos humanos de 2000 afios de antigiiedad (Maat, 1993) y en restos
humanos momificados de 5000 afios de antigliedad (Janko, Stark, y Zink, 2012).
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Briggs (1991), propone que los tejidos blandos de un organismo solo pueden sobrevi-
vir cuando se inhibe la descomposicion y la mineralizacion es muy rapida. Para que
lo anterior ocurra, los cadaveres deben ser depositados rapidamente en un ambiente
sedimentario que promueva la mineralizacion diagenética rapida. Alisson, (1988),
describe la relacion entre la preservacion de tejidos blandos y una rapida mineraliza-
cion, (Figura 10).

Figura10. Las tasas relativas de descomposicion y mineralizacién determinan el grado en
que muchos de los tejidos blandos se conservan. Este diagrama conceptual
muestra la relacién entre la descomposicion y la mineralizacién en la preserva-
cion de varios elementos de una biota.

HAXIHI.M3
—

BHELLY FOSSILS

LIGNIFIED
CELLULOSE

DECAY

CELLULODSE

CHITIN
TISSUE ;
| MPRINTS
IMIMERALIZED
fuscie >

|EARLY LATE>

MINERALIZATION

Fuente: : Allison, 1988

Hare (1988), plantea que el grado de preservacion de un hueso en un ambiente natu-
ral después de la muerte del animal es una funcion del tiempo y del ambiente, y su
sobrevivencia en el ambiente depende también de la fortaleza mecanica y dureza del
hueso. En el caso de los fosiles, el estado de preservacién puede brindar informacion
del ambiente diagenético (Hare, 1988).

La recuperacion de restos de tejido blandos propios del hueso esponjoso de forma
confiable y reproducible a partir de fosiles, plantea preguntas sobre la potencial recu-
peracion de otros tejidos propios de los huesos de mamiferos, y la necesidad de
impulsar este tipo de investigaciones en fosiles colectados en Honduras y Centroa-
mérica.
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CONCLUSIONES

Porciones de tejidos blandos del tejido dseo esponjoso han sido preservados en
medio de las condiciones ambientales que indujeron la fosilizacion de los huesos. Se
identifican osteocitos conservados, asi como probables restos de vasos sanguineos,
que pueden representar una fuente potencial de informacion de datos celulares y
moleculares de estas especies.

Los resultados confirman que la metodologia aplicada en este y otros estudios para
desmineralizar huesos fosiles permite recuperar tejidos blandos que formaron parte
de la estructura original de estos elementos anatémicos. Estos resultados refuerzan
lo concluido por otros autores respecto a la necesidad de revisar los modelos de los
procesos de fosilizacion.

Al recuperar tejidos blandos de fésiles se abren nuevos campos de estudio, requirien-
do un perfeccionamiento de las técnicas de desmineralizacion, desarrollar nuevos
métodos de datacion mediante el estudio de estos restos celulares y las sustancias
absorbidas por ellos, y en general la elaboracion de perfiles de los fésiles que tomen
en cuenta los residuos de las moléculas de la composicién quimica original.
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