
		
			
				[image: ]
			

		

	
		
			[image: ]

			Microestruturas ósseas e a fossilização em vertebrados pleistocênicos da Formação Rio Madeira, Sudoeste Amazônico, Brasil
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			RESUMO

			Microestruturas ósseas e suas relações com a fossilização foram estudadas em elementos esqueletais de indivíduos de Megatheriidae e Toxodontidae (megafauna pleistocênica de Araras, Rondônia), coletados nas décadas de 1970 a 1990, em depósitos fluviais da Formação Rio Madeira. A utilização de técnicas de microscopia (óptica convencional com luz polarizada e eletrônica de varredura) e determinação química (espectrometria de energia dispersiva) revelou o processo de fossilização com predominância de carbono atuando nos espécimes estudados. O processo foi constatado, pela primeira vez, em fósseis de vertebrados pleistocênicos provenientes de depósitos fluviais da Formação Rio Madeira, caracterizado pela presença da matriz amorfa negra em microestruturas ósseas, com atuação do processo de fossilização associada ao carbono, inicialmente em microestruturas de porções compactas ósseas e, em seguida, degradando porções esponjosas dos ossos. Esse processo gerou diferentes estágios de degradação microestrutural, sendo possível, em alguns casos, identificações histológicas detalhadas; em outros, de total degradação, ocorre somente a matriz amorfa negra disseminada. A matriz amorfa negra possui o carbono como constituinte químico predominante com teores de até 90,19%. Além disso, eventos diagenéticos geraram microfissuras na matriz amorfa negra dos canais de Havers e Volkmann (pós-fossilização), bem como nos ósteons (pós-soterramento) e radiais (post mortem).

			Palavras-chave: Vertebrados pleistocênicos; Fossilização; Microestrutura óssea; Formação Rio Madeira.

			ABSTRACT

			Bone microstructures and their relationships with the fossilization were studied in skeletal elements of Megatheriidae and Toxodontidae individuals (Pleistocene megafauna of Araras, Rondonia) collected from the 1970s to the 1990s in fluvial deposits from Rio Madeira Formation. The use of microscopy techniques (conventional optics with polarized light and scanning electron) and chemical determination (energy dispersive spectrometry) revealed the fossilization process with predominance of carbon acting in the studied specimens. It is the first record for Pleistocene vertebrates fossils from fluvial deposits of Rio Madeira Formation. This process is characterized by the presence of the black amorphous matrix in bone microstructures. Initially, the process of fossilization associated with carbon acts over microstructures of compact bone portions and, then, degrading the spongy bones. This performance generated different stages of microstructural degradation, being possible in some cases detailed histological identifications and, in others, of total degradation, the dissemination of only the black amorphous matrix. The black amorphous matrix has carbon as the predominant chemical constituent with contents up to 90.19%. In addition, diagenetic events generated microcracks in the black amorphous matrix of the Havers and Volkmann canals (post-fossilization), as well in osteons (post-burial) and radial vascular canals (postmortem).
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			INTRODUÇÃO

			Estudos envolvendo interações de microestruturas ósseas com fossilização vêm sendo realizados desde décadas em que os instrumentos tecnológicos disponíveis ainda eram escassos (Cook et al., 1962). A complexidade do processo de fossilização em função das variáveis envolvidas em situações distintas (Pfretzschner, 2004) não é diferente na região do Sudoeste Amazônico, que abriga uma variedade de vertebrados pleistocênicos (Costa, 2002), sendo ainda escassos os trabalhos relacionados aos seus aspectos microestruturais e diagenéticos. Localidades com fósseis do Pleistoceno Final são distribuídas na região da Amazônia, com maior concentração nos Estados do Acre e de Rondônia (Mörner et al., 2001).

			No Estado de Rondônia ocorre uma significativa diversidade de paleovertebrados pleistocênicos em depósitos fluviais da Formação Rio Madeira, principalmente na localidade de Araras (Cozzuol, 1999; Nascimento et al., 2003, 2005, 2010a, 2010b; Góis et al., 2004, 2012; Porto et al., 2004a, 2004b; Cozzuol et al., 2005, 2006, 2013; Holanda e Cozzuol, 2006; Fortier et al., 2007; Hsiou et al., 2007; Nascimento, 2008; Andrade et al., 2010; Holanda et al., 2011). Eles foram encontrados durante o auge da extração aurífera na região, nas décadas de 1970 a 1990. Esses fósseis, utilizados em análises microestruturais e químicas, podem fornecer dados sobre a paleobiologia do animal, como histologia, ontogenia, diagênese, composição química, paleoambiente ou até associações com outras localidades (Cuezva e Élez, 2000; Ray et al., 2009; Pfretzschner e Tütken, 2011; Rogoz et al., 2012).

			Desse modo, para o estudo das condições de fossilização de restos esqueletais de Megatheriidae e Toxodontidae da localidade de Araras, foram realizadas análises microscópicas e químicas. Buscou-se a compreensão de relações entre as microestruturas ósseas e as condições diagenéticas que atuaram nos sedimentos da Formação Rio Madeira, auxiliando nas interpretações de fatores que possibilitaram a preservação desses restos esqueletais.

			ÁREA DE ESTUDO

			A área de estudo está situada na localidade de Araras, distante 240 km de Porto Velho, e pertence ao município de Nova Mamoré, Rondônia. O acesso é possível por via terrestre, partindo-se da cidade de Porto Velho, percorrendo-se, sentido Acre, 200 km pela BR-364 e, em seguida, mais 40 km pela BR-425 até a área de estudo (Figura 1). Os depósitos fossilíferos da localidade de Araras estão atualmente submersos devido à desativação das atividades de escavação garimpeira (Figura 2). A área de estudo é dividida em dois sítios, situados nas coordenadas geográficas: 

			1.	10º3’14,4”S e 65º19’25,5” W (Nascimento, 2008);

			2.	10º03’01’’S e 65º19’31’’O (Holanda e Cozzuol, 2006; Góis et al., 2012). 
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			Os depósitos fossilíferos de ambiente fluvial pertencentes à Formação Rio Madeira inicialmente foram atribuídos ao Pleistoceno Final, com base em dados de C14 da matéria orgânica com idades entre 27.310 e 46.310 AP (Quadros et al., 2006; Rizzotto et al., 2006). Posteriormente, com a utilização de métodos conjugados de datação, envolvendo termoluminescência (TL) e luminescência opticamente estimulada (LOE), foi ampliado esse espectro para o Pleistoceno Médio, mostrando um intervalo de 9 mil a 130 mil anos AP (Da Rosa et al., 2012) (Figura 3).
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			A camada em que ocorrem restos de paleovertebrados é caracterizada por um conglomerado de base cascalhífera, conhecido localmente como “mucururu”, com camadas métricas de sedimentos conglomeráticos, arenosos, argilosos, siltico-argilosos, inconsolidados a semiconsolidados e ferruginizados, havendo mineralização de ouro aluvionar (Quadros et al., 2006). São descritos processos de ferruginização em sedimentos da Formação Rio Madeira, favorecendo a percolação e precipitação de significativas quantidades de ferro nesses depósitos (Quadros et al., 2006).

			A ocorrência dos vertebrados na Formação Rio Madeira pode ter sido resultante da mudança da vegetação, com a substituição da savana pela floresta tropical úmida, com base em dados palinológicos do Sudoeste Amazônico (Absy et al., 1991; Sifeddine et al., 1994; Van der Hammen e Absy, 1994; Meneses et al., 2012). Esses dados palinológicos mostram que a rápida mudança de ambiente teve uma contribuição significativa para a redução gradativa dos táxons, a qual, aliada a fatores como patógenos, pressão de caça humana ou combinação desses fatores, resultou na extinção da megafauna pleistocênica no Sudoeste Amazônico (Cartelle, 1999; Reumer, 2007).

			De acordo com Araújo-Júnior et al. (2012), os táxons do Pleistoceno Final registrados para a localidade de Araras são: Eremotherium laurillardi, Megalonychidae indet., Glyptodon clavipes, Sclerocalyptus, Holmesina, Toxodon aff. Todoxon platensis, Trigodonops lopesi, Toxodontinae indet., Notiomastodon platensis, Cervidae indet., Tayassuidae indet., Tapirus rondoniensis, Tapirus terrestris, Neochoerus aff. Neochoerus sulcidens, Trichechus, Phractocephalus, Inia, Chelidae cf. Geochelone. A localidade de Araras foi selecionada em função de sua representatividade fóssil e de estudos anteriores associados aos aspectos tafonômicos e taxonômicos de vertebrados pleistocênicos (Cozzuol e Silva, 1996; Cozzuol, 1999; Nascimento et al., 2003, 2005; Holanda et al., 2004; Porto et al., 2004a, 2004b; Cozzuol et al., 2005; Hsiou et al., 2007; Figueiredo e Nascimento, 2008; Nascimento, 2008; Nascimento et al., 2010a, 2010b; Santos et al., 2011; Araújo-Júnior et al., 2012; Cozzuol et al., 2013).

			ESTUDOS MICROSCÓPICOS E QUÍMICOS EM VERTEBRADOS PLEISTOCÊNICOS

			Na América do Sul, são escassos os trabalhos relacionados aos aspectos microscópicos e químicos em vertebrados do Pleistoceno, envolvendo a preservação microestrutural e a fossilização, como exemplo na Argentina (Tomassini et al., 2015) e na região Nordeste do Brasil (Santos et al., 2002; Alves et al., 2007; Ribeiro, 2010; Araújo-Júnior et al., 2013a, 2013b).

			Outros estudos envolvendo vertebrados pleistocênicos tratam de alterações microestruturais. Cook et al. (1962), que por meio da petrografia e micrografias de raios-X compararam microestruturas em ossos de diferentes idades, dentre esses, mamutes do Pleistoceno (M. primigenius) da camada permafrost do Alasca e o elefante asiático atual (E. indicus). O estudo revelou que, mesmo em diferentes idades e ambientes, ambos preservaram suas microestruturas ósseas. Garland (1987, 1989) correlaciona a aparência amorfa negra à matéria orgânica dos próprios ósteons; da mesma forma, Gupta et al. (2006) a relaciona aos componentes ósseos originais do organismo.

			Cook et al. (1962) relataram, ainda, a ocorrência de microfissuras radiais em ossos de M. columbi do Pleistoceno, estendendo-se em três direções dentro dos limites periféricos do sistema de Havers. Pfretzschner (2000), ao estudar lâminas delgadas de Equus sp. e Mammuthus sp., do Pleistoceno, relatou microfissuras radiais ao longo da secção transversal do osso. Rogoz et al. (2012) também descreveram microfissuras em ossos de M. primigenius em contexto arqueológico do Paleolítico Superior. Em ambos os casos, as microfissuras são atribuídas às alterações diagenéticas (Jans et al., 2002; Rogoz et al., 2012).

			MATERIAIS E MÉTODOS

			As amostras analisadas correspondem a cinco restos esqueletais de indivíduos do Pleistoceno de Araras, Rondônia, provenientes da coleção do Serviço Geológico do Brasil-CPRM, em Porto Velho. Os estudos sistemáticos basearam-se nos trabalhos de Roth (1898), Paula Couto (1979) e Cartelle (1992), além de comparações com outros espécimes da própria coleção.

			Para os estudos microscópicos, foram confeccionadas lâminas delgadas dos restos esqueletais, em cortes transversais e longitudinais. Foi utilizado o método da impregnação a vácuo, que é caracterizado pelo fechamento dos interstícios das amostras, aumentando a resistência dos materiais ao corte e à abrasão, evitando a perda da lâmina no acabamento final (Souza e Di Domenico, 2012). As lâminas delgadas foram analisadas com o auxílio da lupa binocular do Laboratório de Geociências, da Universidade Federal de Rondônia (UNIR), e do microscópio petrográfico Olympus BX51, do Serviço Geológico do Brasil (CPRM), com aumentos variando de 2 a 40x sob luz normal e polarizada. Para o detalhamento desses estudos microscópicos e das análises químicas, utilizou-se o Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) Fei Quanta 250 com Espectrômetro de Energia Dispersiva (EDS), do Laboratório de Técnicas Mineralógicas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em Manaus.

			Para a análise no MEV, as lâminas delgadas foram metalizadas com película de ouro de 100 Å de espessura e analisadas no modo de elétrons retroespalhados, fornecendo uma imagem mais detalhada quanto à heterogeneidade da composição química de cada amostra. As imagens foram geradas pelo software xT Microscope Control com voltagens de 15 a 25 kV, evitando a desintegração do carbono. Os aumentos variaram entre 100 a 3.000x. Os elementos químicos foram quantificados pelo software Edax Genesis e foi aplicada a correção ZAF para cada elemento, gerando mapas de distribuição obtidos de cada spot da amostra analisada.

			RESULTADOS E DISCUSSÕES

			Os estudos sistemáticos realizados nos restos esqueletais pleistocênicos da localidade de Araras, Formação Rio Madeira, revelam indivíduos de Megatheriidae e Toxodontidae, com as seguintes características: CPRM-42, centro de vértebra torácica de Megatheriidae de cor marrom, formato triangular e restos de corpo vertebral, sugerindo pertencer a um indivíduo juvenil; CPRM-13, fragmento da epífise proximal de tíbia esquerda de Megatheriidae de coloração marrom e bege, moderada abrasão, epífise não fusionada, sugerindo pertencer a um indivíduo juvenil; CPRM-7, epífise distal de fêmur esquerdo de Toxodontidae de coloração marrom, formato achatado, possui apenas um côndilo articular; CPRM-23, elemento ósseo atribuível a uma falange de coloração cinza escuro, com apenas a porção articular; CPRM-SN1, elemento ósseo indeterminado de coloração cinza escuro, com morfologia alterada (Figura 4).
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			As características morfológicas dos restos ósseos das amostras CPRM-13 e CPRM-42 estão de acordo com os critérios de Paula Couto (1979) e Cartelle (1992) para Megatheriidae. No caso de E. laurillardi, por exemplo, a vértebra torácica apresenta formato triangular (em vista cranial) e a tíbia possui a face caudal rugosa e transversalmente convexa, sendo que as faces proximais e distais são um tanto côncavas e robustas (Cartelle, 1992). Além disso, ocorrências anteriores de Megatheriidae para a localidade de Araras (Nascimento et al., 2003; Porto et al., 2004a, 2004b; Nascimento, 2008; Santos et al., 2011; Araújo-Júnior et al., 2012), aliadas às comparações com exemplares de vértebra e tíbia da própria coleção da CPRM, permitiram classificar os restos esqueletais CPRM-13 e CPRM-42 nessa família. Já a epífise distal do fêmur esquerdo (amostra CPRM-7) está em conformidade com as descrições de Roth (1898), sendo que o fêmur de Toxodontidae (em vista posterior) é estreito, achatado e com os côndilos distais (e proximais) arredondados, semelhante ao espécime CPRM-7. As ocorrências de toxodontídeos na localidade de Araras (Nascimento et al., 2003; Nascimento, 2008; Santos et al., 2011; Araújo-Júnior et al., 2012) e as comparações com restos esqueletais da coleção da própria CPRM permitem a classificação do espécime CPRM-7 na família Toxodontidae. Ressalta-se que o grau de fragmentação dos espécimes referidos impossibilita uma classificação taxonômica mais precisa.

			Esses estudos confirmam a ocorrência de Megatheriidae e de Toxodontidae em depósitos fluviais pleistocênicos do Rio Madeira, na localidade de Araras, citada em estudos anteriores (Santos et al., 2011; Araújo-Júnior et al., 2012). Os achados de Megatheriidae englobam indivíduos principalmente do Pleistoceno e Holoceno das Américas do Sul, Central e do Norte, com achados em quase todos os Estados do Brasil (Cartelle e De Iullis, 1995). Os Toxodontidae são notoungulados nativos da América do Sul, de grandes dimensões corpóreas. O registro de Toxodontidae abrange do Pleistoceno Médio ao Pleistoceno Tardio, com numerosas ocorrências na América do Sul (Bond et al., 1995; Miño-Boilini et al., 2006) e achados em muitos Estados brasileiros (Mendonça, 2007). A ocorrência de indivíduos de Megatheriidae e Toxodontidae sugere um ambiente de campos abertos e florestas, além de planícies com vegetação rasteira e muita água perene, respectivamente (MacFadden, 2005; Dantas et al., 2013).

			As observações microscópicas evidenciaram a ocorrência de degradação óssea constituída por uma matriz amorfa negra associada às trabéculas (CPRM-42) ou às microestruturas, como em canais de Havers e Volkmann (CPRM-13). As análises mostram o carbono como constituinte químico predominante da matriz amorfa negra, com teores de até 90,19% (Figuras 5 e 6, Tabela 1).
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			É provável que a origem da matriz amorfa negra nas porções escuras das microestruturas ósseas, refletidas na coloração escura dos elementos esqueletais, seja resultante dos próprios ósteons, já que foi observada a aparência amorfa negra em situações post mortem e pós-soterramento em ósteons de indivíduos pleistocênicos (Cook et al., 1962; Garland, 1987, 1989). Além disso, Schweitzer (2011) menciona a possibilidade de associação da matriz de coloração negra à presença de carbono da matéria óssea original.

			Nesse sentido, os resultados obtidos no EDS mostram percentuais de componentes químicos oriundos da matéria óssea original (Tabela 1), os quais podem ter se concentrado na própria matriz óssea e no Canal de Havers, após a morte dos indivíduos estudados. Nessa situação, os processos que levariam à degradação óssea foram desacelerados ou retidos (Schweitzer, 2011). Enriquecimentos de carbono podem estar associados à desidratação e ao empobrecimento de materiais voláteis do colágeno correlato ao ambiente redutor, além do aumento de temperatura, pressão e pH em função da carga dos sedimentos sobrejacentes aos restos esqueletais (Pardo, 1996). Além disso, nesse caso, o ambiente fluvial pode ter contribuído para a preservação de compostos de nitrogênio do osso original (Doberenz e Matter, 1965).
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			A degradação histológica óssea, no processo de fossilização, foi observada em diferentes estágios, variando de muito bem preservado, como no caso da tíbia de Megatheriidae (CPRM-13), a muito mal preservado, como a amostra CPRM-SN1 (Tabela 2). Quando a amostra está bem preservada, como a CPRM-13, é possível distinguir facilmente suas microestruturas ósseas e a ocorrência da matriz amorfa negra restrita nos canais de Havers e Volkmann, como o início da degradação óssea pelo processo de fossilização associado ao carbono. É possível identificar na amostra CPRM-13 o sistema ósseo secundário na porção compacta do osso, consistindo no arranjo lamelar das fibras colágenas, ósteons, canais vasculares de Havers e de Volkmman, lamelas circunferenciais, lacunas dos osteócitos e canalículos (Tabela 2A e Figura 7A).
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			Nas porções mais bem preservadas dos ósteons secundários da amostra CPRM-13, são identificados três tipos distintos de microfissuras Figura 7 e 8), representantes de descontinuidades ósseas relacionadas a processos diagenéticos complexos, como mencionados por Pfretzschner (2000) e Cook et al. (1962). Dessa forma, as microfissuras ósseas indicam situações de post mortem (disposição radial e sem o preenchimento da matriz amorfa negra) (Figura 6A e 7E); pós-soterramento (de maior espessura e cortando ósteons) (Figura 6B e 7F); e de pós-fossilização (cortando a matriz amorfa negra dos canais de Havers ou de Volkmann) (Figura 5A ,  5B,  6C e 7G). As microfissuras podem ter propiciado o avanço do processo de degradação do osso compacto com a ação das intempéries nas porções ósseas internas (Pfretzschner, 2000, 2004; Pfretzschner e Tütken, 2011).
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			No caso das microfissuras radiais, elas podem constituir caminhos adicionais que favorecem a mobilização de fluidos por difusão na zona do osso compacto, melhorando o intercâmbio de íons, além de sugerir um ambiente exposto a eventos de inundação (Pfretzschner, 2000, 2004; Pfretzschner e Tütken, 2011). Já as microfissuras pós-soterramento, causadas por estresses físicos ou provenientes da manipulação durante a escavação do resto esqueletal (Grupe e Dreses-Werringloer, 1993), resultam do colapso de trabéculas, dada a ausência de material de preenchimento das cavidades de porções da amostra. As microfissuras pós-fossilização, de arranjo multidirecional, resultam possivelmente da pressão externa das camadas de sedimento sobre o resto esqueletal (Pardo, 1996).

			Quando em estágio de elevada degradação óssea, as amostras apresentam apenas restos de trabéculas alterados, como no caso das amostras CPRM-42 e CPRM-23, representando as microestruturas ósseas ou, ainda, somente a matriz amorfa negra disseminada quando em total degradação (CPRM-SN1).

			CONCLUSÕES

			As análises microscópicas e químicas evidenciaram o processo de fossilização com o carbono predominante nos restos esqueletais dos vertebrados pleistocênicos da Formação Rio Madeira, localidade de Araras, Rondônia, Sudoeste Amazônico. A presença de indivíduos de Megatheriidae e Toxodontidae amplia o número de ocorrência desses táxons e sugere um paleoambiente durante o Pleistoceno Final da Formação Rio Madeira, constituído por campos abertos e florestas, além de planícies de inundação.

			Nesse processo de fossilização, o carbono atuou inicialmente em porções compactas ósseas, alterando suas microestruturas e, em seguida, degradou porções esponjosas dos ossos, resultando em uma aparência amorfa negra. Esse processo gerou diferentes estágios de degradação microestrutural, sendo possível, em alguns casos, identificações histológicas detalhadas (CPRM-13) e, em outros, de total degradação, ocorre somente a matriz amorfa negra disseminada (CPRM-SN1).

			As condições de eventos diagenéticos dos sedimentos da Formação Rio Madeira proporcionaram a geração de microfissuras ao longo da matriz óssea, importantes em processos de troca de fluidos e com provável contribuição para o aumento da degradação microestrutural óssea. São três tipos distintos que indicam situações de post mortem (radiais), pós-soterramento (cortando os ósteons) e pós-fossilização (cortando a matriz amorfa negra dos canais de Havers ou de Volkmann).

			A escassez na literatura sobre o processo de fossilização correlacionada ao carbono em vertebrados do Pleistoceno Final do Sudoeste Amazônico pode ser atribuída à carência de estudos que utilizam técnicas de microscopia (MEV e petrografia) e análise química (EDS). Como demonstrado neste estudo, essas técnicas contribuem significativamente para a detecção de tipos de fossilização, dentre esses, o processo aqui discutido, além de características microestruturais e diagenéticas.
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