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RESUMEN El objetivo del presente trabajo es realizar una
revision de las aproximaciones analiticas aplicables al es-
tudio de la diagénesis 6sea -dentro del campo mas amplio
de la tafonomia- que se basan en el uso de la microscopia
electronica de barrido (MEB). Para ello, se presenta a) una
sintesis de los conocimientos actuales acerca de los procesos
diagenéticos que afectan a la integridad histologica de los
restos Oseos, tanto humanos como faunisticos, en depdsitos
sedimentarios terrestres; b) una exposicion abreviada de los
principios generales de la microscopia electronica, particu-
larmente de la MEB y ¢) un comparacion de las diferencias
-en cuanto a requerimientos, informacion obtenible y venta-

jas/desventajas asociadas- entre los analisis centrados en los
dos principales tipos de imagenes producidas por un MEB,
es decir, las de electrones retrodispersados y las de electro-
nes secundarios. Se concluye que, dada la disponibilidad re-
lativamente amplia de esta tecnologia, el factor critico para
una incorporacion mas activa del MEB en la investigacion
arqueologica y bioantropoldgica no es el acceso al equipa-
miento, sino la apropiada identificacion de los problemas
de investigacion a resolver, asi como la adecuada selec-
cion y ejecucion de las técnicas de observacion y analisis
a emplear. Rev Arg Antrop Biol 18(2), 2016. doi:10.17139/
raab.2016.0018.02.03
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ABSTRACT The aim of this paper is to review analytic ap-
proaches to bone diagenesis based on the use of scanning
electron microscopy (SEM). In order to do this, we present
a) a synthesis of current knowledge about diagenetic proc-
esses affecting the histological integrity of human and faunal
skeletal remains in terrestrial sedimentary deposits; b) a brief
description of the general principles of electron microscopy,
particularly of SEM, and c¢) a comparison of the main dif-
ferences -in terms of requirements, recoverable information,
and associated pros and cons- between analyses centered on

El término tafonomia fue propuesto inicial-
mente por el paleontélogo ruso Ivan A. Efremov
para definir tanto un campo de estudio como
un método, vinculado con la paleontologia y la
geologia y orientado a proveer conocimiento
acerca del paso de los restos organicos desde la
bidsfera a la litosfera (Efremov, 1940: 85). En
el campo de la arqueologia, el interés por la ta-
fonomia fue creciendo a partir de la década de
1970, en el contexto del estudio de los procesos
de formacion del registro y de la obtencion de
datos paleobiologicos, paleoclimatologicos y
paleoecologicos (Behrensmeyer y Hill, 1980;

the use of either of the two main kinds of images produced
by a SEM, i.e., backscattered electron images and secondary
electron images. It is concluded that, given the relatively wide
availability of this technology, the critical factor to a more ac-
tive involvement of SEM in archaeological and bioanthropo-
logical research is not the access to equipment, but the correct
identification of the research problems to be solved, as well as
the proper selection and implementation of the observational
and analytical techniques to be employed. Rev Arg Antrop
Biol 18(2), 2016. doi:10.17139/raab.2016.0018.02.03

Gifford, 1981; Nash y Petraglia, 1987), adop-
tandose primero como una herramienta esencial
en los trabajos zooarqueologicos (ver revisiones
en Lyman, 1994, 2010) y mas tarde, en los estu-
dios bioarqueologicos y forenses (v.g. Haglund
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y Sorg, 1997; White y Folkens, 2005; Duday,
2009; Ortiz Lépez, 2011; Pokines y Symes,
2013). En el contexto de los estudios tafonémi-
cos -entendidos €stos como constitutivos de un
campo orientado al conocimiento de la historia
pre y postdepositacional de la totalidad de los
componentes materiales del registro arqueolo-
gico (i.e. tafonomia irrestricta, en el sentido de
Borrero, 2011: 269)-, la diagénesis se refiere a
los procesos de alteracion o modificacion que
experimentan tales materiales con posterioridad
a su enterramiento (c¢f. Lyman, 1994: 417). En
el caso de los tejidos de los vertebrados, parti-
cularmente de los tejidos duros (i.e. huesos y
dientes), la diagénesis involucra un conjunto de
cambios fisicos y/o quimicos ocurridos a dife-
rentes profundidades (i.e. alteraciones super-
ficiales e internas) y niveles estructurales (i.e.
alteraciones macro-, micro- y ultraestructurales)
de los elementos afectados. Las modificaciones
diagenéticas incluyen, entre otras, la descompo-
sicion, erosion, cementacion, mineralizacion,
disolucion y deformacion de los tejidos, como
consecuencia de la interaccion entre factores
intrinsecos (e.g. tamaflo, porosidad, estructu-
ra quimica y molecular de huesos y dientes) y
extrinsecos (quimica y dindmica de los suelos,
accion de microorganismos y regimenes hidro-
logicos y de temperatura a los que estan some-
tidos los depositos sedimentarios) (Von Endt y
Ortner, 1984; Lyman, 1994; Tiitken vy
Vennemann, 2011; Hollund et al., 2014).

En el caso de los restos 6seos, tanto huma-
nos como faunisticos, el estudio de los efectos
diagenéticos incluye una variedad de parame-
tros tales como el grado de integridad histolo-
gica (Hedges et al., 1995), contenido de protei-
nas (Collins y Galley, 1999), relacion carbono/
nitrogeno (Ambrose, 1990), incremento de la
porosidad (Hedges et al., 1995), aumento de la
cristalinidad (Weiner y Bar-Yosef, 1990) y el in-
cremento de la cantidad de microfisuras (Jans et
al., 2002). La variacion en los valores de dichos
parametros, asi como el grado de correlacion
existente entre ellos, depende del grado de des-
composicion y alteracion de los componentes
orgénicos e inorganicos del hueso, que resultan
de procesos vinculados con la actividad de mi-
croorganismos, la composicion de los suelos y
los regimenes hidroldgicos imperantes en los
respectivos ambientes de depositacion (Hedges
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y Millard, 1995; Hedges et al., 1995; Nielsen-
Marsh y Hedges, 2000; Collins et al., 2002; Jans
et al., 2004; Smith et al., 2007; Turner-Walker,
2008). En el caso especifico de la integridad
histologica, la causa principal de alteracion es
la actividad de hongos y bacterias en ambien-
tes terrestres y de cianobacterias, ameboides
y algas en ambientes marinos (Marchiafava et
al., 1974; Hackett, 1981; Ascenzi y Silverstrini,
1984; Piepenbrink, 1986; Child, 1995; Jans et
al., 2004; Bell y Elkerton, 2008; Turner-Walker,
2008). Por este motivo, el grado de alteracion
histologica es el principal indicador de una de
las cuatro trayectorias diagenéticas identificadas
para los huesos humanos y faunisticos, a sa-
ber, la denominada “ataque microbiano” (sensu
Smith et al., 2007).

La evaluacion del grado de preservacion de
las estructuras histologicas en muestras dseas
de origen arqueoldgico se ha realizado, hasta
el presente, mediante una variedad de técni-
cas de observacion, que incluyen microscopia
optica (MO) (e.g. Stout, 1978; Hackett, 1981;
Hanson y Buikstra, 1987; Hedges et al., 1995;
Gutiérrez, 2001; Jans et al., 2002; Fernandez-
Jalvo et al., 2010; Hollund et al., 2012a), mi-
croscopia electronica de transmision (MET)
(e.g. Hackett, 1981; Ascenzi y Silverstrini,
1984; Pesquero et al., 2010) y microscopia elec-
tronica de barrido (MEB) (e.g. Hackett, 1981;
Bell 1990; Barrientos 1997; Jackes et al., 2001,
Turner-Walker y Syversen, 2002; Turner-Walker
y Jans, 2008; Fernandez-Jalvo et al., 2010; Pes-
quero et al., 2010; Pesquero y Fernandez-Jalvo,
2014). Debido a la multiplicacion de estudios
microscopicos orientados a la evaluacion del
grado de diagénesis Osea, particularmente me-
diante el uso de MEB, resulta necesario discutir
las ventajas y desventajas de las diferentes téc-
nicas existentes en relacion con una serie de va-
riables tales como tiempo, recursos, facilidades
disponibles y cantidad/calidad de la informa-
cion recuperada. En este contexto, el objetivo del
presente trabajo es realizar tal discusion, para lo
cual se presentara previamente: a) una sintesis de
los conocimientos actuales acerca de los procesos
diagenéticos que afectan a la integridad histologi-
ca de los restos 6seos en depdsitos sedimentarios
terrestres, asi como de las vias para caracterizar
tal integridad, b) una exposicion abreviada de los
principios generales de microscopia electronica,
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particularmente de MEB y c¢) un compendio de
las diferencias -en cuanto a requerimientos, ven-
tajas y desventajas asociadas- entre los analisis
centrados en las dos principales fuentes de infor-
macion producidas por MEB, i.e. las imagenes
de electrones retrodispersados y las imagenes de
electrones secundarios.

Diagénesis 6sea

La histologia normal del hueso y sus alte-
raciones (bioerosion)

El hueso es un tejido compuesto, con una
estructura jerarquica multiescalar (Rogel et al.,
2008; Turner-Walker, 2008; Weiner, 2010) (Fig.
1). Este tejido esta constituido por una fase mine-
ral, conformada por pequefios cristales de bioa-
patita (i.e. un fosfato de calcio cristalino analogo
a la hidroxiapatita), que se encuentra estrecha-
mente vinculada, en el nivel estructural mas pro-
fundo -i.e. en el nivel sub-nanoestructural (Rogel
et al., 2008)-, con una fase organica conformada
con una matriz de proteina, predominantemen-
te colageno de Tipo I (Turner-Walker, 2008;
Titken y Vennemann, 2011). Las moléculas en

forma de triple hélice de colageno, junto con los
cristales de bioapatita que se disponen entre las
mismas, se asocian entre si en forma paralela y
escalonada constituyendo, sucesivamente, fibri-
llas y fibras que componen el soporte estructu-
ral de los huesos (nivel nanoestructural; Rogel
et al., 2008). En el siguiente nivel (i.e. sub-mi-
croestructural; Rogel et al., 2008), las fibras se
disponen en capas cilindricas superpuestas deno-
minadas lamelas, en el centro de las cuales existe
un canal, denominado de Havers que, en el hue-
so vivo, da paso a pequefios vasos sanguineos y
fibras nerviosas. En la zona de unién de las lame-
las concéntricas se encuentran micro-cavidades
denominadas lagunas, cada una de ellas habitada
por una célula dsea u osteocito. Los osteocitos
emiten prolongaciones citoplasmaticas que atra-
viesan las lamelas a través de una red de micro-
canales llamados canaliculos, los cuales comuni-
can a las lagunas entre si y a éstas con el canal
de Havers. Un segundo tipo de canales, llamados
de Volkmann, corren perpendicularmente al eje
longitudinal del hueso, actuando como conecto-
res entre los canales de Havers contiguos (Ross
y Pawlina, 2007).

macroestructural

NIVELES microestructural
J E RARQU ICOS lamelas osteones
externas g7
sub-microestructural
lagunas
canal de - y
Havers B b g
FATTN canal de
nanoestructural g canalde  |jers
i Volkmann
lamelas
concéntricas
10-500 pm

{_fibra de
colageno

sub-nanoestructural

3-7um
moléculas

de colageno
(triple hélice) E
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Fig. 1. Diferentes niveles jerarquicos de la estructura 6sea (modificado a partir de Rogel et al., 2008).
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El conjunto conformado por las lamelas
concéntricas, las lagunas, los canaliculos y el
canal de Havers, recibe el nombre de ostedn o
sistema de Havers constituyendo, en el nivel mi-
croestructural, la unidad fundamental del hueso
(principalmente del hueso compacto o lamelar)
(Weiner, 2010). Entre los osteones contiguos
existen lamelas incompletas, denominadas in-
tersticiales, mientras que, rodeando al hueso
compacto tanto en su parte externa como inter-
na, existen lamelas llamadas circunferenciales
(Ross y Pawlina, 2007; Weiner, 2010).

Los procesos diagenéticos que afectan a las
fases mineral y organica de los huesos se ma-
nifiestan a distintos niveles estructurales, abar-
cando una amplia gama de agentes y condicio-
nes (Von Endt y Ortner, 1984; Lyman, 1994;
Hedges y Millard, 1995; Hedges et al., 1995;
Collis et al., 2002; Turner-Walker, 2008; Tiitken y
Vennemann, 2011). En el caso de la pérdida de la
integridad histoldgica -que se resuelve, principal-
mente, en el nivel microestructural-, el principal
factor causal es la actividad microbiana que, en
ambientes terrestres, incluye a hongos y bacterias
(Jans et al., 2004) (para un resumen del estado
actual del conocimiento acerca del ataque biolo-
gico a los huesos en ambientes marinos, ver Bell
y Elkerton, 2008). Por esta razén, el conjunto de
los cambios fisicos ocurridos a nivel histologico
en los huesos se encuadran dentro de los procesos
de bioerosion (Nielsen-Marsh y Hedges, 2000;
Jans, 2008; Turner-Walker y Jans, 2008; Turner-
Walker, 2012; Hollund et al., 2014). EI conoci-
miento de tales procesos es importante por cuan-
to se ha demostrado que la bioerosion: a) causa
la pérdida de colageno del hueso (Hedges 2002);
b) promueve la introduccién de ADN bacteriano
y/o fungico (Hollund et al., 2014); c) aumenta la
porosidad, lo que conduce a una descomposicion
acelerada del tejido y a una mayor contaminacion
(Gilbert et al., 2005) -principalmente por sustan-
cias tales como acidos humicos y compuestos de
hierro y cobre-, que pueden causar problemas
tanto para la extraccion del colageno como del
ADN (Breen y Murphy, 1995; Van Klinken y
Hedges, 1995; King et al., 2009; Alaeddini et al.,
2010). Por estos motivos, el analisis de la histo-
logia del hueso mediante el uso de diferentes téc-
nicas microscopicas resulta un medio adecuado
para conocer el estado de las muestras antes de la
realizacion de estudios especificos (e.g. isotopi-

4

cos, paleogenéticos) (Hollund et al., 2014) y para
inferir trayectorias diagenéticas (Hedges, 2002;
Smith et al., 2007; Turner-Walker y Jans, 2008;
Hollund et al., 2012b).

Causas de la alteracion histoldgica del hueso

Se ha comprobado que, en restos dseos hu-
manos arqueoldgicos procedentes de entierros
intencionales, predomina el ataque bacteria-
no sobre el fingico mientras que, en los restos
faunisticos, ocurre la situacion inversa (Jans et
al., 2004). La explicacion de esta observacion
reside en el diferente estado en el que ingresan
los huesos humanos y faunisticos a los deposi-
tos sedimentarios: mientras que los primeros lo
hacen habitualmente formando parte cadave-
res completos (i.e. entierros primarios), los se-
gundos -tipicamente- lo hacen desarticulados y
desprovistos de otros tejidos. En un cadaver, el
ataque a los huesos puede ocurrir a partir de bac-
terias endogenas como de bacterias presentes en
los suelos, sobre todo en depositos sedimentarios
utilizados recurrentemente como areas de entie-
rro. Tales suelos pueden albergar poblaciones la-
tentes de bacterias capaces de utilizar el colageno
6seo como substrato para su crecimiento (Jans
et al.,, 2004; Turner-Walker, 2008). La mayor
parte de los huesos de animales que ingresan a
los depositos como consecuencia de actividades
de consumo y descarte humano, no pueden ser
afectados por bacterias endogenas; sin embargo,
su relativamente buena preservacion inicial los
hace atractivos como fuentes de nutrientes para
los hongos presentes en el suelo (e.g. géneros
Mucor y Fusarium; Hackett, 1981), que requie-
ren condiciones apropiadas para su proliferacion
tales como presencia de oxigeno y cierto nivel de
humedad (~20%) (Jans et al., 2004).

A partir del ataque microbiano, la mayor
parte del colageno se pierde, incrementandose la
porosidad del hueso y decreciendo asi su resis-
tencia. En efecto, los microorganismos alteran
la integridad histologica del hueso a través de
la destruccion focal microscopica (DFM; sensu
Hacket, 1981), consistente en la construccion de
tuneles o galerias a través del tejido compacto
del hueso (Stout, 1978; Hackett, 1981; Hanson
y Buikstra, 1987; Garland, 1989; Bell, 1990;
Child, 1995; Hedges et al., 1995; Jans et al.,
2002, 2004; Turner-Walker y Jans, 2008). En
la mayoria de los casos, los poros naturales del
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hueso (e.g. canales de Havers) parecen ser las
vias preferenciales de ingreso de los microorga-
nismos invasores, particularmente de bacterias
(Jans et al., 2004). En un hueso largo, el daiio
microbiano se inicia tipicamente en las super-
ficies corticales externa e interna mas o menos
al mismo tiempo, extendiéndose luego hacia el
centro del tejido compacto (Hackett, 1981).

Las bacterias degradan el colageno a partir
de la produccion de enzimas colagenoliticas. Sin
embargo, como en el nivel sub-nanoestructural
las fibrillas de colageno estan intimamente aso-
ciadas con los cristales de bioapatita, la efectiva
actividad litica de las enzimas sobre la proteina
depende de la disolucion previa de la fase inorga-
nica del hueso, lo cual se logra mediante la accion
de acidos organicos extracelulares. Debido a ello,
tanto la solubilizacion y redepositacion del mine-
ral como el incremento de la porosidad del hue-
so, son los indicadores a nivel microestructural
de la accion microbiana y por lo tanto, los rasgos
principales a tener en cuenta en una evaluacion
histolégica del grado de diagénesis o bioerosion
osea (Turner-Walker y Syversen, 2002).

Evaluacion del grado de alteracion his-
toldgica

Como fuera mencionado, los criterios para
evaluar el grado de alteracion histoldgica de una
muestra mediante el uso de microscopia dptica
u electronica, se basan en la detecciéon de un
conjunto de cambios en la morfologia normal
del hueso, observables en los niveles micro y
sub-microestructural. En un estudio pionero,
Hackett (1981) describid cuatro tipos principa-
les de DFM: a) lineal longitudinal, b) florecida
(budded), c) lamelada (lamellate) y d) en tunel
centrifugo o Wedl. Se considera que los tres
primeros son producidos por bacterias mientras
que el ultimo so6lo por hongos (Hackett, 1981;
Jans et al., 2004), aunque se ha informado que
las cianobacterias son también capaces de origi-
nar tineles Wedl (Turner-Walker y Jans, 2008).
Hasta el presente sin embargo, se conoce poco
acerca de las especies involucradas en cada tipo
de bioerosion y de los procesos mediante los
cuales los microorganismos alteran los tejidos
oseos y dentales, resultando poco claro si las
distintas categorias de DFM representan o bien
la accion de diferentes especies o bien estadios
diferentes de un mismo proceso (Hollund et

al., 2014). En cualquier caso, las DFM estarian
consistentemente reflejando las condiciones que
afectaron a los huesos durante las etapas tem-
pranas de su historia tafonémica mas que a pro-
cesos a largo plazo ocurridos en sus respectivos
contextos de depositacion (Hedges, 2002; Smith
et al., 2007).

Para cualificar y cuantificar el grado de al-
teracion histologica de una muestra, Hedges
et al. (1995) propusieron un indice denomina-
do indice histologico (IH) o indice histologico
de Oxford (IHO), basado en una progresion de
indicadores morfologicos de dafio microestruc-
tural. Tal indice puede adoptar valores entre 5
(buena preservacion histologica, indistinguible
de un hueso moderno) a 0 (muy mala preser-

Fig. 2. Representacion ideal de los extremos del In-
dice Histologico (IH): (A) IH=5; B) IH=0. Notese la
pérdida de rasgos histologicos caracteristicos en (B)
(i.e. lamelas, lagunas, canaliculos; lineas de cemento),
debido a la apariencia espongiforme adquirida extensi-
vamente por el hueso; en la imagen, solo resultan reco-
nocibles los canales de Havers y de Volkmann.
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vacion histologica, ausencia de rasgos microes-
tructurales reconocibles) (Fig. 2). El IH no toma
en cuenta el o los tipos de destruccion focal
microscdpica presentes en una muestra, sino la
extension y las caracteristicas globales del dafio
observado. Desde su introduccion en la litera-
tura, ha sido aplicado en diversos estudios de
diagénesis dsea, tanto mediante observaciones
realizadas con microscopia dptica como electro-
nica (e.g. Gutiérrez, 2001; Jans et al., 2004; Shin
2011; Galligani, 2013; Morales et al., 2014).
Otros autores también han utilizado escalas
para caracterizar el grado de alteracion histo-
logica de muestras oseas. Por ejemplo, Prowse
et al. (2004) diferencian 4 estados del hueso en
relacion con la presencia/ausencia, extension
y tipo de alteracion: a) normal, sin evidencias
de alteracion de la estructura Osea, con osteo-
nes claramente visibles (equivalente al valor 5
del IH); b) focalizado, con focos de degradacion
(aproximadamente equivalente a los valores 4,
3, 2 y 1 del IH); ¢) amorfo, con degradacion
extendida, sin osteones visibles en el campo de
observacion (equivalente al valor 0 del IH); d)
mineralizado, con evidencias de recristalizacion
del tejido (sin equivalente en el IH).

En el estudio mas comprehensivo realizado
hasta el presente acerca de la correlacion entre
distintos parametros diagenéticos (n=10), Smith
et al. (2007) encontraron que el valor de R? mas
alto (-0.72) corresponde al par IH-porosidad
media (7.e. volumen de los poros comprendidos
en el rango >0.lmm <8.5mm de didmetro/vo-
lumen del hueso; Turner-Walker et al., 2002).
Asimismo, Prowse et al. (2004) sefialan el po-
der predictivo de la preservacion histologica
sobre el contenido de coldgeno de los huesos,
ya que las muestras identificadas como “norma-
les” tienden a tener mayor contenido de colage-
no que las categorizadas respectivamente como
“focalizadas”, “amorfas” y “mineralizadas” (ver
asimismo, Hedges et al., 1995; Nielsen-Marsh y
Hedges, 2000).

Conceptos generales de microscopia
electronica

Principios fisicos

El microscopio electronico, cuyo desarrollo
inicial se produjo en la década de 1940, funcio-
na mediante un principio similar al microscopio
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optico, sélo que utiliza un flujo de electrones
en lugar de un haz de luz (fotones) (Goodhew
et al., 2001). En el microscopio optico, tanto la
resolucion (i.e. separacion maxima entre los de-
talles que pueden distinguirse) como el nivel de
magnificacion del objeto (i.e. aumento), estan
limitados por la longitud de onda de la luz visi-
ble. Cualquier objeto mas pequeiio que la mitad
de la longitud de onda de la fuente de ilumina-
cion del microscopio, no puede ser observado.
Debido a que la longitud de onda minima de la
luz visible (extremo violeta del espectro) es de
~400nm, con un microscopio 6ptico no pueden
verse objetos de tamafio menor a aproximada-
mente 200nm (i.e. el tamafio de una bacteria
mediana/pequeia). En la practica, sin embar-
g0, el nivel de resolucion varia en funcion de la
calidad de la lente del microscopio, por lo que
rara vez se alcanza el limite de resolucion arri-
ba mencionado (Davidson y Abramowitz, 2002;
Mertz, 2009; Murphy y Davidson, 2013).

Con el microscopio electronico, en virtud
de que la longitud de onda de los electrones es
aproximadamente 100.000 veces menor que la
de la luz visible (0.0037nm), se puede alcanzar
una resolucion y un aumento varios 6rdenes de
magnitud mayores que con el microscopio opti-
co (Goodhew et al., 2001; Mehta, 2012). El haz
de electrones generado por una fuente (e.g. fi-
lamento de tungsteno, filamento de hexaboruro
de lantano, emisor de efecto de campo), se en-
foca por lentes electromagnéticas convergentes
e interactua -a nivel atdmico- con el objeto de
estudio (Goodhew et al., 2001; Mehta, 2012),
generando sefiales que son captadas por alguno
de los detectores del microscopio e interpreta-
das en términos de imagenes, sobre las cuales
pueden llevarse a cabo diversos estudios especi-
ficos (Egerton, 2005).

Tipos de microscopios electrénicos
Existen fundamentalmente dos tipos de
microscopios electronicos: el de transmision
(MET) y el de barrido (MEB) (Goodhew et al.,
2001; Egerton, 2005). El primero opera de modo
similar al microscopio dptico, ya que la manera
en que actiia un campo electromagnético sobre
un haz de electrones es analoga a la accion de
una lente de cristal sobre un haz de fotones. Uti-
liza, para formar la imagen, electrones transmi-
tidos, los cuales atraviesan la muestra, sufriendo
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una absorcion parcial por parte de la misma. Los
electrones que logran traspasarla, colisionan
contra una pantalla fluorescente y permiten for-
mar una imagen bidimensional (plana) del obje-
to observado. Para este tipo de microscopios, la
muestra debe ser pequefia y delgada (usualmen-
te con espesores entre 10nm y 1um) ya que de
otro modo, los electrones tendrian mayores po-
sibilidades de dispersarse dentro de la muestra,
asi como también de ser absorbidos en lugar de
ser transmitidos (Egerton, 2005).

Por el contrario, el MEB utiliza electrones
dispersados a partir de la superficie del objeto
observado. Las sefiales eléctricas emitidas se
convierten en una imagen, que puede observar-
se en una pantalla de TV o en un monitor de
computadora (Avalos, 2013). Aunque no tie-
ne la misma resolucion que el MET (el cual
alcanza hasta 0,5nm frente a 10nm que logra
el MEB; Egerton, 2005), las ventajas que pre-
senta el MEB son que las muestras pueden ser
voluminosas y que las imagenes obtenidas po-
seen informacion tridimensional. En cuanto
a la preparacién de las muestras, la misma es
relativamente mas sencilla, aunque deben rea-
lizarse ciertos procedimientos de adecuacion
tales como limpieza, deshidratacion, secado
y montaje. El objeto a observar debe ser, ade-
mas, conductor de corriente eléctrica, lo cual
solo se cumple en el caso de los metales. En
las muestras bioldgicas, por tanto, la superficie
debe cubrirse con una capa de oro, cromo o car-
bono evaporado (Egerton, 2005). En los MEB
convencionales, tanto la columna de electrones
como la camara portamuestras deben estar a un
vacio aproximado de 10-torr (alto vacio).

A partir del desarrollo de la microscopia
electronica de barrido ambiental (MEBA), a
fines de la década de 1980, es posible estudiar
muestras hasta con un 100% de humedad relati-
va y sin metalizar ya que, ademas de trabajar en
alto vacio (10 a 10"torr), la cdmara portamues-
tras de estos microscopios pueden funcionar
también en bajo vacio (10 a Itorr) y en modo
ambiental (1 a 20torr) (la columna de electrones
se mantiene siempre en alto vacio, entre otras
razones, para evitar la dispersion del haz de
electrones y para permitir una mayor duracion
de la fuente de emision) (Goodhew et al., 2001).
Por este motivo, se pueden observar muestras
sin necesidad de una preparacion previa com-

pleja, evitando o minimizando asi el riesgo de
generar modificaciones derivadas (i.e. artefactos
de la técnica) (Goémez Varga, 2004). Sin embar-
go, la calidad y la resoluciéon de la imagen en
bajo vacio y en modo ambiental es menor que en
el modo alto vacio ya que, bajo presion variable,
muchos de los electrones del haz que deberian
llegar a la muestra son desviados por las mo-
léculas del aire, lo que redunda en una menor
calidad de imagen a grandes aumentos.

Imégenes e informacion elemental ob-
tenibles con el uso de MEB

Tipicamente, los MEB poseen uno o mas
de los siguientes detectores de las sefales emi-
tidas por la interaccion del haz de electrones
con los atomos de la muestra: a) de electrones
retrodispersados (ERD), b) de electrones se-
cundarios (ES) y, c¢) de energia dispersiva de
rayos X (EDX) (Goodhew et al., 2001; Eger-
ton, 2005).

Los ERD se producen cuando electrones del
haz (i.e. electrones primarios) colisionan, fron-
talmente, con nucleos atomicos de la muestra,
siendo los primeros repelidos y expulsados hacia
el exterior del objeto observado, con una intensi-
dad (representada por el coeficiente de dispersion
1) que varia proporcionalmente en relacion con
el nimero atémico (Z) de la muestra. La detec-
cion de estos electrones permite obtener, princi-
palmente, imagenes que contienen informacion
acerca de la composicion superficial de la mues-
tra. En efecto, a partir de una superficie totalmen-
te lisa (i.e. pulida) pueden obtenerse imagenes
con diferentes tonos de grises en funcion de la
existencia, en la muestra, de fases con distinta
densidad y composicion quimica, es decir cons-
tituidas por distintos elementos, cada uno con su
correspondiente valor de Z. Las fases con mayor
Z promedio apareceran mas brillantes que las fa-
ses con un Z promedio menor. Debido a que los
detectores de ERD estan montados directamente
por encima de la muestra, la sefial recibida posee
escasa informacion topografica (Badia e Ibafiez,
1996; Goodhew et al., 2001; Egerton, 2005).

Los ES, a su vez, se originan cuando un elec-
tron del haz pasa muy cerca del nucleo de un
atomo de la muestra, proporcionando energia
suficiente para causar que uno o varios de los
electrones de los orbitales interiores del atomo
sean expulsados hacia el exterior de la muestra.

7
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Estos electrones son de muy baja energia (por
debajo de 5eV), por lo que deben encontrarse
muy cerca de la superficie para poder ser libe-
rados. Las imagenes generadas contienen infor-
macion sobre la topografia de la muestra, ya que
un cambio de inclinacion de la superficie de una
muestra con respecto al haz incidente -aun de
pocos grados- produce una variacion apreciable
en el nimero de ES. Si la superficie de la mues-
tra es rugosa cada zona de la misma producira
una cantidad de ES diferente, dependiendo de la
inclinacion de cada sector, en la imagen se apre-
ciaran zonas mas iluminadas (i.e. bordes agudos
o protuberancias, que producen una gran canti-
dad de ES) y otras mas oscuras o de sombra (i.e.
zonas deprimidas, que producen menor cantidad
de ES detectables). La asociacion de zonas ilu-
minadas y oscuras es lo que proporciona, en este
tipo de imagenes, una sensacion de relieve ade-
mas de una gran profundidad de foco. Por estos
motivos, los electrones secundarios son ideales
para la realizacion de estudios morfologicos, al-
canzando resoluciones del orden de 1nm en los
equipos mas modernos (Goodhew et al., 2001;
Egerton, 2005).

Finalmente, en el caso de la EDX, el detec-
tor consiste en un espectrometro que captura los
rayos X emitidos por la muestra, al interactuar
los electrones de las capas mas internas de sus
atomos con los electrones emitidos por la fuen-
te del microscopio. Esta técnica, denominada
espectroscopia de energia dispersiva de rayos
X (MEB-EEDX), permite obtener un inico es-
pectro, emitido por todos los elementos de la
muestra a la vez. Esto posibilita realizar analisis
cualitativos de los constituyentes mayoritarios
de las areas de interés (Imm). Sin embargo,
en muestras pulidas es posible realizar analisis
cuantitativos, comparando la intensidad de los
rayos X medida en la muestra con la intensidad
de los rayos X producidos por una muestra pa-
tron de composicion conocida (Goodhew et al.,
2001; Goldstein, 2003).

Estudios de diagénesis con el uso de
imagenes MEB

En esta seccion se describiran los principa-
les antecedentes, requerimientos técnicos, tipo
de informacion obtenible y ventajas/desventajas
asociadas con la utilizacion de dos de las prin-
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cipales tipos de imagenes producidas por MEB,
i.e. las de electrones retrodispersados y las de
electrones secundarios.

Imagenes de electrones retrodispersados
(MEB-ERD)

Antecedentes

Los primeros trabajos orientados a la eva-
luacion de cambios diagenéticos en restos 6seos
de origen arqueologico (huesos humanos) me-
diante este procedimiento datan de comienzos
de la década de 1990 y fueron llevados a cabo
por Bell (1990; Bell et al., 1996). Posteriormen-
te, la técnica fue utilizada por diferentes auto-
res sobre restos 6seos humanos (e.g. Jackes et
al., 2001; Turner-Walker y Syversen, 2002),
restos faunisticos (e.g. Turner Walker, 2012;
Fernandez-Jalvo et al., 2010; Pesquero et al.,
2010) y en estudios comparativos (e.g. Jans et
al., 2002; Turner-Walker y Jans, 2008; Pesquero
y Fernandez-Jalvo, 2014).

Requerimientos

Superficies pulidas, correspondientes a cor-
tes delgados o a secciones gruesas -transversas
o longitudinales- de los huesos. Para realizar
los cortes, las muestras deben ser previamente
tratadas mediante limpieza (e.g. ultrasonicacion
en agua o etanol), deshidratacion (aplicacion de
etanol, acetona o secado en horno) e inclusion
en vacio (con polimetilmetacrilato, silicona, re-
sina epoxy o acrilica, etc.). Con posterioridad al
corte, las muestras deben ser desgastadas hasta
un grosor arbitrario, pulidas con abrasivos de
distinto grano hasta obtener una superficie opti-
camente plana, montadas sobre un portaobjetos
y recubiertas, en el caso de observaciones reali-
zadas con alto vacio, con una capa conductiva
de oro, cromo o carbono evaporado (para una
exposicion detallada de los procedimientos, ver
Turner-Walker y Mays, 2008).

Informacidn recuperable

Los electrones retrodispersados son alta-
mente sensibles a la existencia de diferencias
sutiles en la densidad de la muestra, de modo
tal que las estructuras histologicas normales
del hueso tales como las lamelas, los canales
de Havers, las lineas de cemento o las lineas de
inversion pueden ser facilmente identificadas.
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En especimenes alterados diagenéticamente, las
imagenes generadas con el uso de MEB-ERD
permiten visualizar porosidades de distinto did-
metro, la morfologia de los tineles causados por
bacterias y hongos, la presencia de areas desmi-
neralizadas e hipermineralizadas, la existencia
y extension de microfisuras y la ocurrencia de
inclusiones (e.g. particulas de suelo, framboides
de pirita originados por bacterias reductoras de
sulfato, etc.) en el interior de canales de Havers,
poros y tineles (Bell, 1990; Turner-Walker y
Jans, 2008; Turner-Walker y Mays, 2008).

Ventajas/Desventajas

La principal ventaja de los estudios llevados
a cabo con MEB-ERD es la capacidad de la téc-
nica para obtener informacion detallada, tanto
cualitativa como cuantitativa, acerca del tipo y
extension de las modificaciones causadas por
microorganismos en el nivel microestructural.
En particular, resulta posible medir areas afec-
tadas por rasgos de bioerosion tales como poros
y zonas de desmineralizacion e hiperminerali-
zacion (e.g. Turner-Walker y Syversen, 2002).
Entre las desventajas se encuentra la necesidad
de someter a la muestra, en forma previa a la
observacion, a un pretratamiento costoso en tér-
minos de tiempo, recursos y acceso a facilida-
des especificas (ver discusion en Turner-Walker
y Mays, 2008).

Imagenes de electrones secundarios
(MEB-ES)

Antecedentes

La mencion de observaciones de muestras
6seas con MEB-ES orientadas a discutir pro-
cesos diagenéticos es mucho menos frecuente,
en la literatura, que de aquellas realizadas con
MEB-ERD. Con posterioridad al estudio pre-
cursor efectuado por Hackett (1981), otros auto-
res han utilizado esta técnica tanto sobre huesos
humanos (e.g. Grupe, 1995; Barrientos, 1997;
Hu et al., 2006; Arenas Alatorre et al., 2007;
Galligani, 2013) como faunisticos (Fernandez-
Jalvo et al., 2010; Morales et al., 2014; Pesquero
y Fernandez-Jalvo, 2014).

Requerimientos
Superficies preferentemente no pulidas (aun-
que pueden estarlo), correspondientes a seccio-

nes gruesas -de tamaiio variable- de los huesos.
Pueden observarse superficies de fracturas natu-
rales o inducidas mediante el uso de una sierra
o disco de corte. A diferencia de los estudios
realizados con MEB-ERD, los protocolos para
la obtencion y preparacion de las muestras para
analisis con MEB-ES no se encuentran adecua-
damente descriptos en la literatura. A partir de
nuestra experiencia, un procedimiento tipico
consistiria en la limpieza de las muestras me-
diante cepillado suave en seco y humedo con
alcoholes, ultrasonicacion con alcohol (e.g. éter
sulfarico), deshidratacion con alcohol etilico ab-
soluto o acetona (en ambos casos de 99,5%) y
metalizado con oro (so6lo para observaciones en
alto vacio). Para algunas muestras, algunos de
los pasos pueden eventualmente obviarse (e.g.
cepillado, ultrasonicacion), aunque no es reco-
mendable.

Informacidn recuperable

Los electrones secundarios permiten obte-
ner imagenes con informacion tridimensional
o topografica del material estudiado. En huesos
frescos o no alterados diagenéticamente, pueden
visualizarse los rasgos normales de la microes-
tructura Osea (e.g. lamelas, canales de Havers,
lagunas, canales de Volkmann). En huesos con
evidencias de bioerosion o diagénesis, pueden
observarse la distribucion y la extension de la
porosidad, resultando dificil distinguir con pre-
cision entre las distintas DFM descriptas por
Hackett (1981) (Fig. 3). Sin embargo, resul-
ta posible adjudicar a cada muestra -dentro de
ciertos limites- un valor del IH de Hedges et al.
(1995) (Galligani, 2013; Morales et al., 2014).

Ventajas/Desventajas

La principal ventaja reside en el bajo costo
de procesamiento de las muestras, resultando
una técnica particularmente util para la obten-
cion rapida y economica de informacion acerca
del estado general de conservacion del hueso.
Entre las principales desventajas se encuentran:
a) la escasa posibilidad de realizar estudios
cuantitativos acerca de la extension de las areas
afectadas por rasgos de bioerosion o diagénesis
y b) la actual falta de protocolos técnicos bien
descriptos, y de eficacia probada, para la pre-
paracion de las muestras en forma previa a la
observacion. Este es un aspecto en el cual nos

9
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Fig. 3. Ejemplos de imagenes de electrones secunda-
rios (MEB-ES) obtenidas a partir de huesos arqueo-
logicos (microscopio JEOL JSM T100, Servicio de
Microscopia Electronica de Barrido, FCNyM, UNLP).
En (A) (150X) se observa una buena preservacion his-
tologica, distinguiéndose claramente los canales de
Havers (con probables depositos internos de calcita),
las lamelas y las lagunas; las microfisuras radiales y a
lo largo de las lineas de cemento son, probablemente,
un artefacto de la técnica (deshidratacion y alto vacio).
En (B) (150X) se observa una muy mala preservacion
histoldgica (asimilable al valor 0 del IH); notese la dis-
tribucion de poros de diferente tamafio alrededor de los
canales de Havers y la pérdida generalizada de rasgos
microestructurales. Modificadas a partir de Barrientos
(1997).

encontramos trabajando en la actualidad.

A modo de resumen, puede decirse que las
diferentes técnicas de observacion disponibles
con el uso de MEB no son excluyentes sino
complementarias, presentando cada una de ellas
ventajas y desventajas que deben evaluarse en
funcion de los objetivos y la etapa de la investi-
gacion. En este sentido, los estudios basados en
el uso de imagenes de ES -en virtud de su bajo
costo en términos de tiempo y recursos necesa-
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rios- resultan particularmente apropiados para
la realizacion de una primera evaluacion de un
conjunto. A partir de tal evaluacion, pueden se-
leccionarse aquellas muestras que requieren un
estudio mas detallado, tanto a través de image-
nes de ERD como de espectros EDX.

Consideraciones finales

El estado de conservacion de la microestruc-
tura 6sea es un indicador 1til desde un punto de
vista tafondmico, por cuanto proporciona una
idea del impacto de los procesos de bioerosion
sobre los huesos (Jans et al., 2004; Jans, 2008;
Turner-Walker y Jans, 2008; Hollund et al.
2012b, 2014), asi como del grado de susceptibili-
dad de los mismos a la accion destructiva de otros
agentes operantes en los depdsitos sedimentarios,
tales como el agua (Hedges y Millard, 1995;
Hedges et al., 1995; Hedges, 2002). En este con-
texto, la observacion de la microestructura dsea
mediante el uso de MEB representa una herra-
mienta de suma importancia, ya que proporciona
-segun la técnica de observacion empleada- dis-
tinto tipo de informacion relevante no solo para
el modelado de la historia tafonomica de los
conjuntos oseos analizados, sino también para
la toma de decisiones, en forma complementaria
con otras lineas de evidencia, acerca de los anali-
sis que resulta viable efectuar sobre una muestra
(e.g. isotdpicos, moleculares, histomorfoldgicos,
etc.) (Hollund et al., 2014). En este sentido, la
técnica mds econdmica en tiempo y otros recur-
sos -i.e. la observacion de secciones gruesas me-
diante el uso de imagenes de electrones secunda-
rios- resulta particularmente util para el filtrado
inicial de muestras numerosas.

Consideramos que la incorporacién mas ac-
tiva del MEB en los estudios arqueologicos y
bioantropologicos en nuestro pais puede verse
favorecida por el creciente numero de centros
que disponen de esta tecnologia, asi como por
la variedad de equipos y prestaciones existen-
tes (en la actualidad, se cuenta con al menos 29
MEB en operacion distribuidos en diferentes
instituciones, segun datos del Sistema Nacional
de Microscopia del Ministerio de Ciencia y Tec-
nologia de la Nacion; http://sistemasnacionales.
mincyt.gob.ar/mapa/index.html). Por consi-
guiente, no es tanto el acceso al equipamiento y
su costo de uso -que es, dependiendo de la técni-
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ca, relativamente reducido- sino, como intenta-
mos mostrar en este trabajo, la apropiada identi-
ficacion de los problemas a resolver, asi como la
adecuada seleccion y ejecucion de las técnicas
de observacion y analisis a emplear, los aspectos
que contintian siendo criticos para el desarrollo
y expansion de los estudios de microscopia elec-
tronica dentro de nuestro campo disciplinar.
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