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INTRODUCCION

La descripcion macroscopica de los fésiles ha sido la
base para estudiar detalles sobre las adaptaciones y
caracteristicas de las especies en el registro
geoldgico, tanto de plantas como de animales. Sin
embargo, nuevas técnicas aplicadas a la paleontologia
(tomografias computarizadas, modelos por
computadora, entre otros) estan dando luces acerca
del desarrollo ontogénico, evolucion y respuestas al
entorno en el que vivian los organismos del pasado.

El detalle microscépico de los tejidos es abordado
por la histologia, ciencia que se encarga de estudiar
la forma, organizacion y funcién de los distintos tipos
de tejidos organicos. Inicialmente ésta era vista como
una ciencia anticuada y de uso exclusivo en el campo
de la medicina, cirugia y morfologia funcional, con el
fin de entender unicamente la anatomia humana. En
el campo de la paleontologia, los primeros estudios
histolégicos se realizaron en 1861 sobre un hueso de
dinosaurio del dinosaurio Scelidosaurus del Jurasico
de Europa. En esta experiencia, Richard Owen,
experto en cirugia y anatomia comparada decidio
realizar una seccioén delgada de los huesos para
incorporarlo a su descripcién del espécimen (Owen,
1861).

La Paleohistologia es la rama de la paleontologia
encargada de estudiar la estructura microscépica de
los tejidos fésiles mediante técnicas que permiten una
descripcion detallada (Chinsamy, 1992). Adiferencia
de otras, es una técnica invasiva, la cual implica
seccionar el material fésil sin la posibilidad de
recuperar su condicion inicial. La mayoria de
publicaciones de paleohistologia se hicieron con
material aislado y fragmentario. Posteriormente a partir
de 1960 se infirieron importantes patrones en las
estrategias de crecimiento 6seo en tetrapodos gracias
a la paleohistologia, cuyos aportes se mantienen
vigentes hasta el dia de hoy (Padian & Lamm, 2013).

Actualmente la paleohistologia es usada para efectuar
diferentes tipos de inferencias paleobioldgicas tales
como: el estudio de tasas de crecimiento en los
vertebrados, adaptaciones acuaticas de los huesos
(ej. paquiostosis), desarrollo y efectos de patologias,
etc. En este articulo se presentan los primeros
resultados sobre la implementacién de protocolos
paleohistolégicos en el Instituto Geoldgico, Minero y
Metalurgico (INGEMMET) como parte del convenio de
colaboracién entre INGEMMET y el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utilizaron costillas fragmentarias y aisladas de
ballena y cocodrilo de la coleccion del Departamento
de Paleontologia de Vertebrados (DPV-MUSM). La
costilla de ballena (Piscobalaena sp.) procede de los
niveles marinos de la formacién Pisco (Sacaco,
Arequipa (Muizon & DeVries, 1985) y de edad Mioceno
tardio (Muizon & Bellon, 1986; Ehret et al. 2012), La
costilla de cocodrilo procede de la formacién Pebas,
cuyos sedimentos estan ubicados en la region de
Iquitos (Loreto) y fueron acumulados en ambientes
lacustres diséxicos, predominantes en el Mioceno
medio de la Amazonia occidental (Wesselingh et al.,
2006; Salas-Gismondi et al. 2016).

Métodos

Se generaron dos protocolos, ambos basandose en
los procedimientos para la obtencion de secciones
delgadas de fésiles descritas por Chinsamy (1992) y
por Padian & Lamm (2013). El procesamiento de las
muestras se realiz6 en el Laboratorio de
Petromineralogia y el Laboratorio de Preparacion de
Muestras de INGEMMET.
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Para el desarrollo de la técnica se utilizaron los
siguientes materiales:

1. Resinay endurecedor EpoKwick (Epoxy Resin &
Epoxy Hardener 20-8138-032).

2. Tacos dpe plastico para camara de vacio.

w

Cortadora con hoja de diamante recubierta de agua
(Struers-Discoplan-TS).

Plancha.
Camara de vacio (Struers-Citovac).

Pulidora Rotopol-35.

N o &

Disco magnético (MDPiano-Struers) de 120, 600
y 1000 um.

8. Pastade polvo abrasivo marca Advance (400, 600
y 1000 um)

9. Barrade Cristalbond 509 Clear.

10.Barra de cemento.

11. Laminas portaobjetos.

12.Microscopio de luz polarizada.

Métodos empleados en ambos protocolos

1. Corte con la hoja de diamante recubierta de agua.

2. Impregnacion de resina al vacio en taco de
plastico.
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3. Impregnacion de la cara del corte en resina.

4. Lapeado con discos magnéticos de 120, 600 y
1000 um (Desgastadora Rotopol-35).

5. Pegado de la muestra en lamina portaobjeto.
6. Desgaste con discos y pastas abrasivas.

7. Control de la muestra con el microscopio de luz
polarizada.

8. Obtencion de muestras histoldgicas.

Ambos protocolos presentaban diferencias dentro de
sus procedimientos, siendo el segundo mas
controlado que el primero (ver Tabla1).

RESULTADOS PRELIMINARES

Los detalles sobre ambos protocolos se muestran en
la Tabla2. Los resultados permitieron identificar
problemas y aciertos en cada protocolo,
particularmente para evitar pérdida de microestructura.
Asimismo, las secciones delgadas generadas
permitieron la observacion de microestructuras 6seas
de gran importancia y que indican aspectos del
desarrollo 6seo del organismo alo largo de su vida.

El hueso es un tejido conectivo que se compone
principalmente de una matriz extracelular mineralizada
formado por fibras de colageno y cristales de
hidroxiapatita (Padian & Lamm, 2013). Segun la
densidad o porosidad de la matriz extracelular,
encontramos dos tipos de tejido 6seo: esponjoso o

Tabla1
Diferencias en el procedimiento de ambos protocolos

Protocolo 1 Protocolo 2
Ausencia de encapsulamiento previo con resina Encapsulamiento o sellado total previo de la muestra con
Epokwick resina Epokwick

Corte con hoja de diamante recubierta con agua a
paso rapido.

Corte con hoja de diamante recubierta con agua a paso
lento.

Pegado con barra de cemento

Pegado con barra de Cristalbond 509 clear

Un sellado de la cara de la muestra con resina
Epokwick (lapeado)

Tres sellados en total de la cara de la muestra con resina
Epokwick (corte, lapeado, desgaste)

Control medio de la muestra durante el pulido.

Control alto de la muestra durante el pulido.

Tabla2
Evaluacion de los resultados de cada protocolo

Protocolo 1 (Duracion de un dia)

Protocolo 2 (Duracién de 4 dias)

Pérdida de la periferia y en algunos casos de la zona de
hueso esponjoso del material fosil.

Conservacion de material periférico (periostio) y de la zona de
hueso esponjoso.

Secciones delgadas

Secciones un poco mas gruesas

Mayor detalle en las pocas estructuras conservadas.

Menor detalle de las estructuras.
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trabecular, cuando la matriz presenta numerosas
cavidades, y compacto o cortical, cuando la matriz
es muy densa y sin cavidades (Megias et al., 2017),
en ellos encontramos células especializadas
vinculadas al crecimiento del hueso: los osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos.

En ambas costillas se logré reconocer las lagunas
osteocitarias (ver Fig.1A), lugar donde se encuentran
los osteocitos, células encargadas de incorporar nuevo
material 6seo al hueso dentro de las osteonas

- BN

f =:: T U ‘r'.r'.'
- =

Figura 2

(unidades fundamentales del hueso). Las osteonas
pueden ser primarias (OP) o secundarias (OS)
dependiendo de su origen, las OP se caracterizan
por no presentar limites bien definidos y por extenderse
a través de largos trayectos en direccioén longitudinal
(ver Fig.2C), ésta se encuentra en el hueso primario,
mientras que las OS se caracterizan por ser unidades
discretas, mucho mas cilindricas y lo mas importante,
presentar lineas de cemento resultado de la deposicién
de una capa provocada por los osteoclastos (células
encargadas de lareabsorcion 6sea) (ver Fig.2D)

Figura 1. Seccion delgada de costilla de
Piscobalena sp. A) Osteona secundaria
de costilla de Piscobalaena sp.
LO=laguna osteocitaria. B) Seccion
transversal de costilla de Piscobalaena
sp., zona proximal. C) Seccién
transversal de costilla de Piscobalaena
sp., zona terminal. HC=Hueso cortical;

HE=Hueso esponjoso.

Seccion delgada de costllla de cocodrilo (P-2005-4). A) Seccion transversal de costillade cocodrilo, zona proximal.

EFS=sistema fundamental externo. B) Fibras de Sharpey en costilla de cocodrilo. C) Presencia de osteonas primarias.
D) Presencia de osteonas secundarias. P=hueso primario;*=fibras de Sharpey; OP=o0steonas primarias; OS=osteonas

secundarias.
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Segun Waskow (2017), en general las costillas poseen
un récord de crecimiento mas completo en su zona
proximal (esto se da de manera inversa en huesos
largos donde la zona distal es la mas remodelada). Al
observar la seccion delgada de la parte proximal y
terminal de la costilla de Piscobalaena sp. se evidencia
mayor presencia de osteonas secundarias
(indicadoras de remodelacion) en la zona proximal que
en la distal/terminal, lo que es consistente con lo
propuesto por Waskow & Mateus (2017) (ver Fig.1By
Fig.1C).

Tanto el cocodrilo como la ballena, presentaban
sistema fundamental externo o EFS (Woodward et
al., 2011) yen su mayoria OS, lo que indica que ambos
organismos llegaron a su estadio adulto (ver Fig2A).
A diferencia de otras costillas de vertebrados, éstos
no presentaban marcas de crecimiento definidas.

Por otra parte, la costilla de cocodrilo presentaba las
denominadas fibras de Sharpey (ver Fig2B),
estructuras importantes para la reconstruccion de
esfuerzos biomecénicos en los organismos (Peterman
& Sander, 2013). Un mayor desarrollo de las mismas
coincide con areas que soportan mayores tensiones
(Cuezva & Elez, 2000), en este caso no presenta fibras
muy anchas, razon por la cual la costilla analizada
probablemente no estaba expuesta a esfuerzos
biomecanicos significativos.

CONCLUSIONES

* Las secciones delgadas originadas con ambos
protocolos mostraban microestructuras de
relevancia para el estudio de vertebrados.

* El protocolo 2 permiti6 mantener toda la seccion
delgada de los fésiles, aunque no el grosor
necesario para la observaciéon ideal de
microestructuras.

* Lasfibras de Sharpey encontradas en el cocodrilo
representan una evidencia de estrés en la costilla.

« La costilla de ballena presenta mayor
remodelacion 6sea en la zona proximal que en la
distal, como fue sugerido por Waskow & Mateus
(2017).
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