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ABSTRACT

The objective of this study was the chemical and morphological characterization of type I collagen fibers in a cortical bone
sample of the humerus bone of a mammal belonging to the extinct genus Toxodon, whose fossil was extracted from “Breal
de Orocual”, in Monagas state, Venezuela. The fossil bone samples measuring 1 cm long x 1 cm wide x 0.5 cm deep, were
cut in half with a silicon carbide disc and subsequently polished with sandpaper. A preliminary analysis by FT-IR spectroscopy
reveals the characteristic absorption bands corresponding to collagen protein. Morphological analysis was carried out by
scanning electron microscopy. At the microstructural level, osteons with corresponding Havers, duct, lamellae and lacunae
were observed, all of which are characteristic elements of the anatomical and structural unity of cortical bone. Collagen fibers
were also observed. The final verification of the presence of the fibers was carried out at a sub-micrometer scale using Atomic
Force Microscopy. The periodic spacing between bands, characteristic of this type of organic structures, was identified, thus
revealing their existence and state of preservation.

Keywords: fossil, fibers, collagen, morphology, micro-analysis.

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE FIBRAS DE COLAGENO TIPO | EN MUESTRAS FOSILES,
PROVENIENTES DEL BREAL DE OROCUAL, EDO. MONAGAS, VENEZUELA.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue caracterizar quimicamente y morfolégicamente la existencia de fibras de colageno tipo | en
hueso himero de un mamifero extinto del género Toxodon, cuyo fésil fue extraido del Breal de Orocual, en el estado Monagas,
Venezuela. Las muestras fosiles, de aproximadamente 1 cm de largo x 1 cm de ancho x 0,5 cm de profundidad, fueron cortadas
por la mitad con un disco de carburo de silicio y posteriormente desbastadas con lija. Un anlisis preliminar por espectroscopia
FT-IR revela las bandas caracteristicas de la proteina del coladgeno. El analisis morfoldgico se llevé a cabo por Microscopia
Electrénica de Barrido. A nivel microestructural, se observaron osteonas con sus canales de Havers, lamelas y lagunas, todos
ellos elementos caracteristicos de la unidad anatémica y estructural del hueso cortical. También se observaron fibras de
colageno. La verificacion final de la presencia de las fibras, se realizaron a escala submicrométrica mediante Microscopia de
Fuerza Atomica. Se identifico el espaciado periddico entre bandas, caracteristico en este tipo de estructuras organicas,
revelando asi la existencia y el estado de preservacion de las mismas.

Palabras claves: fosil, fibrillas, colageno, morfologia, microanalisis.
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INTRODUCCION

Estudios paleontolégicos han demostrado que fdsiles
extraidos de pozos de brea se encuentran en buen estado
de preservacién, debido al efecto protector de algunos
hidrocarburos del petréleo [1]. Esta capa protectora reduce
0 minimiza los procesos de diagénesis que normalmente
alteran tanto la fase organica (principalmente proteina de
coldgeno) como la inorganica (minerales de
hidroxiapatita) del tejido 6seo, cuando éstos han estado
expuestos al entorno [1, 2]. Venezuela posee dos grandes
yacimientos prehistéricos de megafauna, uno de ellos
ubicado en el Mene de Inciarte del estado Zulia y otro
ubicado en el Breal de Orocual del estado Monagas [3]. En
la década de los 60 del siglo XX fue posible obtener,
mediante microscopia electrénica de transmision,
imagenes de fibrillas de colageno tipo | conservadas en
este tipo de fosiles, provenientes de Rancho La Brea en
California, Estados Unidos [4], uno de los yacimientos de
megafauna usado como referencia para este tipo de fésiles
[3]. Dada su preservacion por efecto del petrdleo, el
colageno tipo | proveniente del tejido 6seo extraido de
pozos de brea es usado para determinar la edad de los
especimenes por datacion isotopica, para hacer estudios de
paleodieta y paleoecologia [5, 6]. En este contexto, como
parte de nuestro interés en el estudio paleontoldgico de
en esta

fosiles encontrados en estos ambientes,

contribucion se muestran los resultados de la
caracterizacién quimica y morfoldgica de las fibras de
colageno tipo | en muestras fosiles provenientes de

yacimientos de brea venezolanos.

MATERIALES Y METODOS
Muestras fosiles de aproximadamente 1 cm de alto, por 1
cm de ancho, por 1 cm de profundidad, fueron obtenidas
usando un dremel en una pieza de hueso himero
correspondiente a una especie de Toxodonte, colectada en
Edo.

Venezuela. Seguidamente, fueron analizadas mediante

el Breal de Orocual, Monagas,

Infrarrojo por Transformada de Fourier para detectar la
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presencia de los grupos funcionales Amida |1 y Amida Ill,
caracteristicos en la proteina de colageno tipo I. A
continuacioén, las superficies de las muestras a observar
fueron desbastadas usando un papel de lija de grano 1500
y fueron analizadas tanto morfolégicamente como por
semi-cuantitativo  usando

microanélisis  elemental

microscopia electronica de barrido con EDX acoplado.

Analisis por Infrarrojo:
Fueron identificadas las siguientes sefiales en las muestras

fosiles:

vs-v,PO> (470 cm?), v,PO> (564 cm?), v,PO> (603 cm-
1), v,.CO#(872, cm?),v,PO> (962 cm-1), v,PO> (1035
cm?), HPO,> (1093 cm?), C-N y N-H (1093 cm-1), v;COz
y CH, (1418 cm®), CH, (1498 cm?), N-H y C-N (1549 cm-
1), vC=0 y C-N (1632 cm?),»C=0 (1714 cm?), vsCH,
(2856 cm?), vsCH, (2870 cm™), vasCH, (2925 cm), vasCH;
(2954 cm?), O-Hy N-H (3435 cm).

Estas sefiales fueron detectadas en las muestras usando un
equipo FT-IR Perkin Elmer Spectrum 100, nimero de
scans igual a 8, disco de KBr, rango de 4000-450 cm™ y
con una relacion 200 mg de KBr: 0.8 mg muestra. Los
datos fueron analizados usando el software Spectragryph
1.2.16.1.

Analisis en la microestructura del tejido cortical:

El analisis morfoldgico fue llevado a cabo con un
microscopio electrénico de bajo vacio VEGA-TESCAN,
y el microandlisis elemental fue realizado con un
microscopio electrénico de emision de campo FEI-Inspect
50 con EDX acoplado.

Andlisis en la submicroestructura del tejido cortical:

Para confirmar la presencia de las fibrillas de colageno, las
muestras fueron parcialmente desmineralizadas usando
HCI diluido, siguiendo la metodologia usada por Pang y
colaboradores [8] con algunas modificaciones, y fue

caracterizada usando un microscopio de fuerza atdmica
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(AFM) Bruker, con la finalidad de determinar el espaciado
periddico entre bandas tipico de la proteina de colageno
tipo I en hueso cortical. Las imagenes obtenidas por AFM
fueron procesadas usando el software NanoScope
Analysis 1.5. siguiendo la metodologia usada por Su y

colaboradores [9] con modificaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de Infrarrojo:

El estudio de los grupos funcionales de las muestras fdsiles
mediante la técnica de FTIR permitié identificar 18 bandas
caracteristicas correspondientes a la fase orgéanica
(proteina de colageno tipo 1), a la fase inorganica, y a
ambas clasificaciones debido a que sus sefiales se
superponen (Fig. 1). Los resultados obtenidos fueron
similares a lo reportado en varios estudios en donde se
analiza material fosil y hueso cortical moderno usando

FTIR [7, 10-17].

Amida T
Amida Il

Fig. 1. Espectro infrarrojo correspondiente a una muestra
de hueso humero proveniente de una especie de
toxodonte.

La sefial en 470 cm™, ocurre por vibraciones del enlace del
grupo fosfato [10]. Las sefiales en 564 cm, 603 cm-t,
ocurren por vibraciones del enlace del grupo fosfato en
mayor proporcion y en menor proporcion por vibraciones
de enlace de las Amidas IV-VII [11, 12]. EI modo
vibracional del enlace a 872 cm es el de flexion del grupo
carbonato, caracteristico de la apatita B [11, 12]. 962 y
1035 cm-son las sefiales que produce el modo vibracional
por estiramiento simétrico y asimétrico del grupo fosfato,
en 1093 es

respectivamente [10, 12-14]. La sefial
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producida probablemente por el fosfato acido, un anién
frecuentemente sustituido en la red cristalina de la
hidroxiapatita [11]. Las vibraciones por estiramiento de
enlaces C-N en la Amida Il son mayoritariamente
responsables de generar una sefial en 1222 cm-, aunque
también las vibraciones por flexion del enlace N-H en
menor proporcion [7, 10-13, 15, 16]. En 1446 cm™ la sefial
se origina por vibracion de estiramiento asimétrico del
grupo carbonato en mayor proporcién (caracteristicas de
la apatita tipo A), y por vibracidn de flexion de enlaces en
el grupo metileno del colageno en menor proporcién [14].
En 1498 cm la sefial es producida por la vibracién de
flexion tipo tijereta en el enlace del grupo metileno de la
prolina, uno de los aminoécidos que conforman las
cadenas polipeptidicas del colageno tipo | [7, 13]. La sefial
en 1549 cm* se genera por vibraciones de flexién del
enlace N-H en mayor proporcién, y por vibracién del
estiramiento del enlace C-N en menor proporcién en la
Amida Il [7, 12, 15, 16]. La contribucién mayoritaria por
vibracion de estiramiento del enlace C=0 y una menor
contribucion por vibracion de estiramiento del enlace C-N
en la Amida I, genera la sefial 1632 cm+ [15, 16]. La
vibracion del grupo carbonilo de los residuos de
aminoacidos asparagina y/o glicina del colageno tipo I,
generan una sefial en 1714 cm*[12]. Las vibraciones por
estiramiento simétrico del grupo metileno del colageno,
produce una sefial en 2856 cm y por estiramiento
en 2925 [12].

vibraciones por estiramiento simétrico del grupo metilo

asimétrico produce una sefial Las
del colageno, produce una sefial en 2870 cm* y por
estiramiento asimétrico produce una sefial en 2954 cm+
[12]. No se observaron para las Amidas A y B sefiales
definidas. Es posible que estas sefiales estén superpuestas
con las vibraciones generadas por el grupo —OH presente
tanto en la hidroxiapatita como en el agua de coordinacion,
lo cual concuerda con lo obtenido por Monasterio-Guillot
y col. en muestras fosiles de mamuts analizadas por FT-IR
[17], por Nesseriy col. tanto en muestras de hueso cortical

de ciervo moderno como en muestras de hueso cortical
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arqueoldgico de época protobizantina [16] y por Palander
y col. en muestras de hueso mandibular humano moderno
[18].

Analisis en la microestructura del tejido cortical:
En las muestras evaluadas se observaron elementos
caracteristicos de la microestructura del tejido cortical,

como osteonas primarias, canales de Havers, lineas de

cemento y lagunas [19], como puede evidenciarse en la
Fig. 2.

SEM 00KV WD: 14.55 mm . ESCAN
View field: 192.6 ym  Det: BSE 50 pm 4
SEM MAG: 1.50 kx Date(m/d/y): 04/16/08 Ministerio Publico n

Fig. 3. Osteona primaria

SEM HV: 10.00 kV WD: 16.30 mm VEGAW\ TESCAN
View field: 15.70 mm  Det: BSE 2mm f
SEM MAG: 18 x Date(m/d/y): 04/16/08 Ministerio Publico n

Fig. 2.Muestra de hueso himero proveniente de una
especie de toxodonte, observada por microscopia
electronica de barrido.

En la Fig. 3 se puede apreciar una osteona primaria con

mas detalle, y su correspondiente canal de Havers. Pueden ; : e ~
kV WD: 14.55 mm VEGAW TESCAN

, View field: 194.5 pm Det:. BéE 50 um 7
observarse ademas lo que parecen ser algunas osteonas SEM MAG: 1.49kx  Date(m/d/y): 04/16/08 Ministerio Publico [l
secundarias en el interior de un posible canal de Volkmann Fig. 4. Osteonas secundarias

en la Fig. 4.

En la Fig. 5 pueden observarse fibras de colageno tipo |
con posibles terrones de material inorganico

(hidroxiapatita) alrededor de osteonas secundarias.
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SEM HV: 10.00 kV WD: 14.70 mm VEGAW TESCAN

-

View field: 112.1 pm  Det: BSE 20 pm

SEM MAG: 2.58 kx Date(m/d/y): 04/16/08 Ministerio Publicon

Fig. 5. Detalle de las fibras de colageno y el componente
mineral desprendido en forma de terrones.

Ademas, se detectaron en una de las muestras los
elementos principales mediante microanalisis por
microscopia electrénica de barrido (Fig. 6). En la Tabla 1
se enlistan los elementos encontrados con sus porcentajes
en 4tomos y en peso correspondientes.El oxigeno resulto

ser el elemento mayoritario. Este elemento esta presente

Acta Microscopia, Vol. 34, No 1, 2025, pp 35-43

en compuestos carbonados de la brea, en la hidroxiapatita
(fase mineral del hueso) y en menor proporcién en el
coladgeno (fase orgéanica del hueso), con lo cual es
esperable un alto porcentaje del mismo en las muestras.
Igualmente, los elementos calcio y fésforo, forman parte
de la fase mineral de hidroxiapatita en el tejido cortical, lo
cual explica su presencia en el material fosil. Notese la
presencia de elementos como el magnesio y el sodio, lo
cual puede ser un indicador de que probablemente se han
iniciado procesos diagenéticos como la recristalizacion
por intercambio i6nico de la matriz de hidroxiapatita, a
través de filtraciones de agua en las piezas fosiles [19].
Como elemento minoritario se encuentra el azufre, muy
probablemente debido a que se encuentra formando parte
de la brea. La presencia de azufre en crudos de petrdleo
varia segun el lugar de origen y se ha reportado entre 0,5%
y 7% [20]. Por otra parte, dos elementos directamente
relacionados con la presencia de colageno son el carbono
y el nitrégeno [21, 22]. Puede observarse en la Tabla 1 que
se encontraron porcentajes en peso de los elementos
carbono y colageno. Coltrain y colaboradores reportaron
resultados similares (mayor al 13% para el carbono y al
4,5% para el nitrégeno) en muestras fosiles extraidas de
pozos de brea, de Rancho La Brea, en California — Estados
Unidos [23].

207K

184k € K s

16.1K Ca Ka

9.2K]

78 a 104 n7 130

Fig. 6. Microanalisis semicuantitativo de una seccién de hueso himero proveniente de una especie de toxodonte, realizado
con el detector EDX.
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Tabla 1. Elementos encontrados mediante EDX

Elemento | Porcentaje en peso ' Porcentajeatomico

(%) (%)

C 34,87 45,77

N 6,46 7,27

@] 36,84 36,30

Na 2,84 1,95
Mg 1,55 1,00
6,73 3,42

S 0,74 0,36

Ca 9,96 3,92

Analisis en la submicroestructura del tejido cortical:

En la Fig. 7 puede observarse una fibrilla de colageno tipo
I, caracterizada por microscopia de fuerza atémica en
modo tapping. Se puede apreciar también en la imagen las
bandas periddicas caracteristicas de este tipo de proteinas.
Alrededor de
desmineralizacién parcial de la hidroxiapatita. En la Fig. 8

la fibrilla se observan zonas de la

se observa una imagen tridimensional con el detalle de las
bandas caracteristicas. En la imagen se pueden identificar
zonas mas claras y otras mas oscuras, que corresponden a

una mayor y menor altura, respectivamente.

ﬁs de désﬁmgfalﬁam‘n

Fig. 7. Imagen de una fibrilla de colageno tipo I,
proveniente de hueso hlimero de una especie de
toxodonte.
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En la Fig. 9 se puede observar con mas detalle en una

menor superficie las bandas caracteristicas de la proteina.

Fig. 8. Vista 3D de colageno prehistérico caracterizado
por microscopia de fuerza atdémica (modo tapping), en
una superficie de 800 nm x 800 nm.

Fig. 9. Vista 3D de colageno prehistérico caracterizado
por microscopia de fuerza atdbmica (modo tapping), en
una superficie de 700 nm x 700 nm.

A partir de la imagen de la Fig. 9 se realizaron mediciones
de secciones longitudinales (Fig. 10) para determinar la
distancia periddica entre las bandas del colageno tipo |
(Fig. 11), y mediciones de secciones transversales (Fig.

12) para determinar el diametro de las fibrillas (Fig. 13).
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48.3 nm

|
0.0 Height Sensor 718.6 nm

Fig. 10. Secciones longitudinales de coldgeno
prehistérico caracterizadas por microscopia de fuerza
atémica (modo tapping).
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Fig. 13. Medicion del diametro de tres fibrillas de

coléageno tipo I.

El espaciado periodico entre bandas resultd en promedio
67 nm aproximadamente (Tabla 2), concordando con lo
reportado por Su y col. para el espaciado caracteristico de
esta proteina [9].

El didmetro de las fibrillas resultd en promedio 86 nm
aproximadamente (Tabla 3), lo cual es consistente con lo
reportado por Khattignavong y col. para didmetros de

fibrillas en este tipo de proteina [24].

Tabla 2. Cuantificacion en nanémetros del espacio
periddico entre bandas, medidas en tres fibrillas de
colégeno tipo I, con base en las curvas de la Fig. 11.

Fig. 11. Medicidn de los espacios entre bandas
caracteristicos de la proteina de colageno tipo | realizadas
en tres fibrillas diferentes.

483 nm

718.6nm

0.0 Height Sensor

Fig. 12. Secciones transversales de coladgeno prehistérico
caracterizadas por microscopia de fuerza atbmica (modo

tapping).

Medicién Distancia periédica Angulo de
entre bandas medicién
1 (curva azul) 66 nm 19,9°
2 (curva roja) 66 nm 19,9°
3 (curva verde) 67 nm 20,2°

Tabla 3. Cuantificacion en nanémetros del didmetro de
tres fibrillas de colageno tipo | con base en las curvas de

la Fig. 13.
vedision | PREEEE | ediion
1 (curva azul) 82 nm 64,0°
2 (curvaroja) 88 nm 64,0°
3 (curva verde) 87 nm 64,0°

CONCLUSIONES

La combinacion de técnicas espectroscépicas con

diferentes tipos de Microscopias permitio la
caracterizacion inequivoca de la presencia de fibras

preservadas de colageno tipo | en las muestras del fosil
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pertenecientes a un mamifero extinto del género Toxodon,
cuyo fésil fue extraido del Breal de Orocual. Estos
abren ahondar en

resultados la posibilidad de

investigaciones  sobre  dataciéon, paleodietas vy
paleoecologia en fésiles de megafauna hallados en

territorio venezolano.
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