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RESUMO

Os vertebrados fosseis da Antartica sao raros e frequentemente fragmentados,
0 que dificulta a compreensdo da histéria evolutiva da biota do continente.
Analises osteohistologicas sédo essenciais para a identificagdo desses registros,
pois preservam informacdes sobre a historia de vida dos organismos. No
entanto, poucos estudos foram realizados com a osteohistologia de espécimes
antarticos. Este estudo teve como obijetivo identificar grupos de vertebrados
cretaceos na Sub-bacia James Ross, utilizando vinte e um fragmentos 6sseos
coletados durante a Operacdo Antartica XXXV em 2016, pelo projeto
PALEOANTAR. As analises histologicas mostraram uma predominancia de
répteis aquéticos, como também registros de animais terrestres e voadores.
Padrées OGsseos  osteoporéticos, paquiostéticos, osteocleréticos e
paquitososclerdticos foram associados a Plesiosauria e Mosasauria
indeterminados, refletindo adaptacbes ao nado. Fibras estruturais em
osteoderma permitiram identificar dinossauros da infraordem Ankylosauria,
enquanto um cortex fino com tecido fibrolamelar e canais vasculares
homogéneos confirmou o primeiro registro de pterossauros no Cretaceo da
Antértica. Esse estudo confirma que a microestrutura 0ssea € uma ferramenta
eficaz para identificar material fragmentado, contribuindo para o conhecimento

da evolucdo, diversidade e paleobiologia da fauna fossil na Peninsula Antartica.

Palavras-chave: Paleohistologia. Répteis. PALEOANTAR. Antértica. Cretaceo.



ABSTRACT

Fossil vertebrates from Antarctica are rare and often fragmented, posing a
challenge in undestanding the evolutionary history in that continente.
Osteohistological analyses are essential for the identification of these records,
as they preserve information about the life history of the organisms. However,
few studies have focused on the osteohistology of Antarctic specimens. This
study aimed to identify groups of Cretaceous vertebrates in the James Ross
Sub-basin, considering twenty-one bone fragment collected during Operation
Antarctic XXXV in 2016 as part of the PALEOANTAR project. Histological
analyses revealed a majority of aquatic reptiles, but also some records of
terrestrial and flying animals. Osteoporotic, pachyosteosclerotic, osteoclerotic,
and paquitosclerotic bone patterns were associated with indeterminate
Plesiosauria and Mosasauria, reflecting adaptations for swimming. Structural
fibers in osteoderm allowed the identification of dinosaurs from the infraorder
Ankylosauria, while a thin cortex composed of fibrolamellar tissue and
homogeneous vascular channels confirmed the first record of pterosaurs from
the Cretaceous of Antarctica. This study demonstrates that bone microstructure
is an effective tool for identifying fragmented material, thus contributing towards
the understanding of the evolutionary history, diversity, and paleobiology of the

fossil fauna in the Antarctic Peninsula.

Keywords: Paleohistology. Reptiles. PALEOANTAR. Cretaceous. Antarctica.
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1 INTRODUCAO

A preservacdo da vida ao longo das eras geoldgicas é evidenciada nos
fosseis, que registram a evolugdo dos organismos, dos continentes e das
condi¢cdes ambientais de diversas regides. A Antértica, atualmente conhecida
como um continente gelado, guarda registros valiosos de organismos
fossilizados que habitaram tanto a Peninsula Antartica quanto o continente,
desde a Era Paleozéica até a Cenozoica (OTERO et al., 2015). Durante o
periodo Cretaceo, esta regido fazia parte do continente de Gondwana Oriental,
gue incluia a atual Australia e Antartica, um resultado da fragmentacédo de
Gondwana. Nesse periodo, o clima era significativamente mais quente, com
temperaturas variando entre 4 e 8 °C (39 a 46 °F) durante o Maastrichtiano
(VAUGHAN et al.,, 2012; LADANT; DONNADIEU, 2016). Esse ambiente
propiciou o desenvolvimento de florestas polares, dominadas por coniferas,
cicadaceas e samambaias, que dependiam de um clima temperado e chuvas
abundantes (FRANCIS; POOLE, 2002).

As formagfes geoldgicas que contém fésseis e oferecem informacdes
sobre a Antartica incluem as Formacdes Santa Marta e Sobral, na llha
Seymour, além das Formacgdes Snow Hill Island, Lépez de Bertodano e Hidden
Lake, todas localizadas ao longo da Peninsula Antartica. As Formacdes
Eumeralla e Wonthaggi, na atual Australia, também sao cruciais para o
entendimento dessa época (PIRRIE et al., 1997; OTERO et al.,, 2015). Os
fésseis encontrados na Antartica representam uma diversidade de plantas,
invertebrados, vertebrados e microfésseis, com os depoésitos fossiliferos mais
significativos concentrados no oeste do continente (FARQUHARSON, 1982;
PIRRIE, 1994). Embora a sequéncia cretdcea nessa regido seja quase
completa (INESON et al., 1986), os vertebrados fosseis séo relativamente raros
e, frequentemente, apresentam aspecto fragmentado, dificultando a
compreensao da historia evolutiva da biota fossil (MARTIN; CRAME, 2006).
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A acdo das geleiras na atualidade € um agente transformador que afeta
as rochas e os fésseis, levando a fraturacdo, transporte e dispersao destes
organismos por toda a regido. Essa dinamica complica tanto a identificacéo dos
fésseis quanto o refinamento de sua procedéncia estratigrafica (MCGLONE;
BAIRD, 2006). O paleoambiente do Cretaceo antértico era caracterizado por
alta sazonalidade climética e niveis elevados de umidade, que favoreceram a
formacdo de florestas exuberantes e uma fauna diversificada (FRANCIS;
POOLE, 2002) (Fig. 1). Modelos climaticos indicam que as temperaturas de
verao seco variavam entre 15 e 23 °C, enquanto as temperaturas de inverno
umido poderiam nédo ultrapassar valores abaixo de zero (HAYES et al., 2006;
VALDES et al., 1996; ANDO et al., 2009). Esse resfriamento ocorreu apos um
pico de aquecimento no inicio do Cretdceo Superior, no Turoniano, com
temperaturas baixas predominantes durante o final do Cretdceo Superior
(WILSON et al., 2002; FRANCIS; POOLE, 2002; FRIEDRICH et al., 2012).

Figura 1. Representacéo artistica do paleoambiente da Antartica Ocidental durante o
Turoniano-Santoniano.
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Na regido que compreende o arquipélago de James Ross, na Peninsula
Antartica, a fauna era composta por dinossauros da Ordem Ornithischia como
Ankylosauria (OLIVERO et al., 1986, 1991; GASPARINI et al., 1987, 1996; DE
RICQLES et al., 2001; SALGADO; GASPARINI, 2004, 2006; CORIA et al.,
2011; ROZADILLA et al., 2016A), Hadrosaurus (CASE et al., 2000b; CASE et
al., 2007; CORIA et al., 2007, 2008; ROZADILLA et al., 2016b), da ordem
Saurischia como Titanosauria (CERDA et al., 2012; CORIA, 2013) e varios
dinossauros teropodes (MOLNAR et al., 1996; CASE et al., 2003) (Fig. 2).

Além dos dinossauros, répteis marinhos também fizeram parte dessa
fauna. Foram encontrados nos registros fosseis animais como Plesiosauria
(DEL VALLE et al, 1977; CHATTERJEE; SMALL, 1989), Mosasauria
(GASPARINI; DEL VALLE, 1981), Testudines (DE LA FUENTE et al., 2010),
Pterosauria (KELLNER et al., 2019), Aves (MYRCHA et al., 1990;
CHATTERJEE, 1989; OLSON, 1992; CLARKE et al., 2005), peixes Teleostei e
Chondrichthyes (GRANDE; CHATTERJEE, 1987; STAHL; CHATTERJEE,
1999; MARTIN; CRAME, 2006) (Fig. 2).

Figura 2. Diversidade de vertebrados distribuidos na estratigrafia do Cretaceo Superior da
Peninsula Antértica.
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1.1 Paleohistologia

Os vertebrados fdésseis da Antartica sdo abundantes e exibem uma
diversidade de fauna e flora, embora muitos dos fésseis apresentem caracteristicas
fragmentadas e desarticuladas. (DEL VALLE et al., 1977). A paleohistologia, que
consiste no estudo da microestrutura biomineralizada preservada nos 0SS0S
fossilizados, € uma técnica essencial para investigar esses registros (PADIAN;
LAMM, 2013). Essa abordagem é comumente empregada no estudo de tecidos
duros, como dentes, 0ssos e osteodermos, permitindo a identificagdo da composicao
microestrutural por meio de secdes delgadas (SAYAO, 2003). Os componentes
organicos do 0sso, que incluem células e vasos sanguineos, se decompdem apos a
morte do animal, enquanto a parte inorganica, quando fossilizada, preserva a forma
dos componentes decompostos (RAY; BOTHA; CHINSAMY, 2009).

Estudos paleohistolégicos com vertebrados fosseis constituem uma
importante ferramenta para esclarecer uma série de problemas relacionados a
biologia de animais extintos (SANDER, 2000; CHINSAMY-TURAN, 2005; PADIAN;
LAMM, 2013). Inferéncias podem ser realizadas comparando a microestrutura éssea
de fbésseis com a de animais vivos (CHINSAMY et al.,, 2014). A andlise
osteohistologica dos vertebrados fosseis relaciona a deposicdo do tecido e a
organizacdo das microestruturas a diversos aspectos, como ontogenia, filogenia,
biomecanica e ambiente (BENNETT, 1993; STEEL, 2008; ELEUTERIO et al., 2015).
Dessa forma, a analise da microestrutura 0ssea, entre outras perspectivas, pode
ajudar a relacionar fragmentos 0sseos com possiveis grupos ja estudados

histologicamente, através de similaridades no padrao microestrutural apresentado.

A prética da técnica paleohistologica tem limitado a quantidade de estudos
realizados com vertebrados fosseis, ja que envolve o seccionamento dos 0Ssos,
destruindo parcialmente os fragmentos para a confeccdo de laminas histologicas e
analise da microestrutura (CHINSAMY; RAATH, 1992; WILSON, 1994). No entanto,
em materiais fragmentados, o corte podera trazer informagdes que seriam

impossiveis de se alcancar sem a paleohistologia.
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1.1.2 Tecido 6sseo e niveis de organizacao

O o0sso é um tecido conjuntivo mineralizado, formado por uma porcéo
inorganica composta por microcristais de hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) (REID,
1997), associados a uma estrutura de fibras de coldgeno do tipo 1. Proteinas
colagenas como as cadeias alpha-1 e alpha-2 e proteinas néo-colagenas como
osteocalcina, osteopontina e osteoconectina, também estdo presentes na matriz
o0ssea (MAROTTI, 2000). Essa disposicdo com alto grau de dureza e resisténcia
abriga a porcao organica formada por células 6sseas, vasos sanguineos e linfaticos,
além de numerosos canais (CHINSAMY; DODSON, 1995).

O tecido Osseo apresenta uma complexidade biolégica com estruturas
anisotropicas que se comportam de diferentes formas em escalas variadas
(FRANCILLON-VIEILLOT et al.,1990). Para melhor compreensao e estudo, as
estruturas do tecido 6sseo podem ser organizadas em quatro niveis ou ordens (Fig.
3). Na primeira ordem, a visualizacdo anatdmica da morfologia 6ssea evidencia a
orientacdo vascular no 0sso compacto e trabecular no 0sso esponjoso. Na segunda
ordem, as caracteristicas histologicas requerem o uso da microscopia para mais
detalhes das estruturas. E possivel observar nimero e tamanho das trabéculas e
dos canais vasculares em cada tipo de 0sso. Na terceira ordem, a parte citologica
mostra detalhes das células e da matriz extracelular. O nivel molecular que traz
informacgBes sobre a organiza¢cdo quimica e biofisica dos componentes organicos e
mineral é exibida na quarta ordem (PETERSEN, 1930). Neste trabalho, seréo
exploradas a primeira, segunda e terceira ordem abrangendo as caracteristicas

macroanatdmicas, microestruturais e submicroestruturais.



Figura 3. Esquematizagdo dos niveis ou ordens de organizac¢éo do tecido 6sseo.
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1.1.3 Biologia e crescimento 6sseo
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O osso tem funcéo estrutural como suporte do corpo, protecdo dos 6rgaos e €

um local de ligacdo para tenddes e musculos. E formado por um tecido

vascularizado que requer niveis variaveis de oxigénio que dependem em grande

parte de sua taxa de crescimento. Os 0ssos crescem em duas direcdes: longitudinal

(em comprimento) e transversal (em diametro) (Fig. 4) (FRANCILLION-VIEILLOT et

al., 1990; DE RICQLES et al.,, 1991). O crescimento longitudinal ocorre por

ossificacdo endocondral que substitui a cartilagem por tecido 6ésseo (FRANCILLION-

VIEILLOT et al., 1990; CHINSAMY-TURAN, 2005; RAY et al., 2009). No crescimento

transversal, varias superficies como periosteo (camada externa) e endosteo

(camada interno) participam do processo. Neste caso, tecidos sdo retirados da

superficie oposta para o crescimento superficial do osso (RAY et al., 2009).
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Figura 4. llustracdo do crescimento de um 0sso longo em comprimento e didmetro. As linhas pretas
representam a estrutura 6ssea antes do crescimento, enquanto as linhas cinzas mostram sua forma
apos o crescimento. As setas indicam a direcao do crescimento.

Crescimento
longitudinal

<« |>

Crescimento
transversal

Fonte: Modificado de Ray et al. (2009).

A organizacao morfologica dos ossos pode ser dividida em tecido compacto
ou esponjoso (Fig. 5). Para diferenciar o grau de porosidade € necessario que o
volume mineral presente no 0sso seja maior que 50% para a area compacta ou
esponjosa (PADIAN; LAMM, 2013). Em ossos longos, a diafise, que se refere a
haste é formada por tecido compacto, enquanto as extremidades chamadas de
epifises apresentam tecido esponjoso. O 0sso compacto evidencia maior densidade
e melhor organizacdo da microestrutura. O arranjo microestrutural do tecido
esponjoso é formado por trabéculas que sdo anastomosadas em meio ao espaco de
cavidades medulares, formando espacos intertrabeculares (Fig. 5) (CHINSAMY-
TURAN, 2005).
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Figura 5. Tecido compacto (A) e tecido esponjoso (B) nos 0ssos do cranio de Triceratops. Escala: A —
1 mm; B- 100 um.

Os componentes celulares presentes no tecido désseo séo representados por
células osteogénicas, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. As células
osteogénicas ficam armazenadas na camada interna do 0sso, no endoésteo, e na
porcao externa chamada de periosteo (Fig. 6) (GARTNER; HIATT, 2008). Possuem
a funcdo de se diferenciar em osteoblastos que sdo células responsaveis pela
sintese da matriz 6ssea. Formadas por fibras de coldgeno do tipo I, pequenas
guantidades de colageno tipo V e de componente amorfo, contendo sulfato de
condroitina e &cido hialurénico (CORMACK, 1991).

Figura 6. Estrutura do osso trabecular e cortical, incluindo as células responsaveis pela remodelacdo
e crescimento 6sseo.
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A medida que a matriz 6ssea é depositada, ocorre o processo de
diferenciacdo celular, dando origem a células maduras chamadas ostedcitos.
Inimeros prolongamentos em forma de tuneis partem dos ostedcitos formando
canaliculos que se comunicam com outros adjacentes por meio de juncdes
comunicantes (Fig. 6). Os ostedcitos ficam localizadas em lacunas e possuem a
funcdo da troca de nutrientes e metabdlitos (GARTNER; HIATT, 2008; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). Em vertebrados fosseis, os ostedcitos ndo permanecem nas
lacunas, preservando apenas o espac¢o (PADIAN; LAMM, 2013).

Os osteoclastos sao responsaveis pela reabsorcédo 6ssea, sofrendo apoptose
apos o término da sua funcéo (Fig. 6). Ocupam depressdes rasas chamadas de
lacunas de Howship e sua atividade juntamente com 0s osteoblastos € responséavel
pela formacdo, manutencdo, remodelagéo e reparo dos ossos (GARTNER; HIATT,
2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Durante a osteogénese periosteal, pode
haver a formacéo de tecidos 6sseos primarios ou secundarios (RAY et al., 2009).
Para formacao dos ésteons primarios ocorre primeiramente a reabsorcao dos canais
primarios, seguida por deposicdo centripeta de osso lamelar concéntrico. Apos a
deposicdo subsequente de tecido lamelar nos Osteons, as linhas de cementacéo
circundam o depdésito lamelar concéntrico por remodelacdo O0ssea para dar origem
ao tecido secundario, no processo chamado de remodelacdo haversiana
(CHINSAMY-TURAN, 2005).

1.1.4 Tipos de Matriz 6ssea

A organizacao mineral e fibrosa € utilizada para classificar a matriz 6ssea com
base em critérios como composicdo, porosidade, modo de formacdo, estagio de
desenvolvimento. Cada padrdo traz importantes implicacbes funcionais e
fisiologicas, exibindo caracteristicas como taxas de deposicdo éssea, tipos e estagio
de desenvolvimento e crescimento (FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990). Neste

estudo também foram utilizados esses padrdes para classificar a matriz 6ssea dos
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espécimes selecionados: tecido entrelacado fibroso, paralelo-fibroso e lamelar (Fig.
7).
Figura 7. Padréo osteohistolégico em répteis fésseis. A — Tecido entrelagado fibroso (woven bone) no

prodépio de Plesiosauria; B — Tecido paralelo-fibroso no fémur de dinossauro Sauropoda; C — Tecido
lamelar no umero de Crocodylia. Escala: A — 0,5 mm; B — 0,1 mm.
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Fonte: Modificado de A — Ossa-Fuentes et al. (2017), B— Cerda et al. (2017), C— Woodward et al. (2014).

1.1.4.1 Osso entrelagado fibroso (“woven”)

Consiste no arranjo desorganizado das fibras colagenas grosseiras e porosas
gue estdo dispostas de forma aleatéria e apresentam diferentes tamanhos. Os
ostedcitos encontram-se distribuidos de forma aleatoria e arredondados, em forma
de estrela. O osso entrelacado fibroso é encontrado em animais muito imaturos com
elevada taxa de crescimento e vascularizacdo (FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990)

(Fig. 7).

1.1.4.2 Osso lamelar

Apresenta as fibras de coldgeno estreitamente compactadas e altamente
organizadas em lamelas. Possui lenta deposi¢gédo do tecido em um padrao “plywood”
(cores alternadas), onde as fibras de colageno se alternam de acordo com a direcéo
da deposicao para a camada concéntrica. Na microscopia, observa-se um padrao de
cores claras e escuras que permite a identificacdo do tecido. O osso lamelar pode
ser encontrado em animais de crescimento lento, formando trabéculas no tecido
esponjoso e preenchendo cavidades para formacdo dos Osteons primarios e
secundéarios (FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990) (Fig. 7).



26

1.1.4.3 Osso paralelo-fibroso (pseudolamelar)

O osso paralelo-fibroso também denominado como pseudolamelar é
caracterizado pela compactacédo das fibras de coldgeno organizadas paralelamente.
Pode ser considerado um tecido intermediario entre o entrelacado fibroso e o
lamelar. Sob microscopia com luz polarizada, o tecido aparece homogeneamente
escuro ou claro de acordo com a orientacdo das fibras (FRANCILLON-VIEILLOT et
al., 1990) (Fig. 7).

1.1.5 Vascularizacdo 0ssea

A nutricdo do tecido 0sseo ocorre por vasos sanguineos que se distribuem ao
longo do comprimento do 0sso, como os canais de Havers. Os canais haversianos
sédo interligados obliguamente ou perpendicularmente por canais de Volkman
(PADIAN; LAMN, 2013). Esse arranjo dos canais vasculares presente no tecido
primario assume orientacdes distintas que fornecem informac¢des sobre a velocidade
de crescimento do o0sso. A partir da orientacdo transversal, os padrbes vasculares
podem ter diferentes conformacgdes: longitudinal, laminar, plexiforme, reticular ou
radial (Lamm, 2013). (Fig. 8).

Figura 8. Representagcdo esquematica da orientacdo dos canais vasculares no cortex primario. A —
Longitudinal; B — Laminar; C — Plexiforme; D — Reticular; E — Radial.

Fonte: Modificado de Lamm (2013).
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Na vascularizacdo longitudinal, os canais ficam dispostos aleatoriamente, em
fileiras radiais ou circunferenciais no cortex (Fig. 8A). A orientacdo da vascularizagéo
laminar é circunferencial e em linhas circunferenciais (Fig. 8B). Quando h& a juncéo
dos canais laminares com a vasculariza¢do radial, o arranjo formado € caracterizado
por grande densidade de anastomoses, resultando no tipo plexiforme (Fig. 8C). No
padrdo de vascularizacéo reticular sdo encontrados canais obliquos ao longo da
secao (Fig. 8D). Por fim, pode ainda ser encontrado um padréo radial na secao
transversal denominada de vascularizacdo radial (Fig. 8E) (LAMM, 2013; PADIAN;
LAMM, 2013).

1.1.5.1 Tecido fibrolamelar

O osso fibrolamelar € caracterizado por apresentar a maior variacdo
histologica de tecido 6sseo. Esta presente em animais com alta taxa de crescimento
e propenso as pressdes das cargas mecanicas do meio. Para alcancar um esqueleto
suficientemente rigido ocorre a deposicéo de fibras altamente entrelagcadas entre si
associadas a vascularizacdo reticular, radial, plexiforme e/ou laminar. Por ser
extremamente poroso, o tecido é preenchido por osso lamelar denso que fortalece o
esqueleto. A disposicdo dessas lamelas dentro do tecido é responsavel pela
formacéao dos 6steons primarios (CURREY, 2003). Diferentes orientacdes vasculares
podem ser exibidas dentro do tecido fibrolamelar dificultando a distingdo dos canais
(FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990; PADIAN; LAMM, 2013).

1.1.6 Marcas de crescimento

Ao longo do desenvolvimento e crescimento do tecido 6sseo sdo formadas
marcas na matriz éssea, que indicam a maturidade esquelética. Essas podem
aparecer sob a forma de linhas de pausa de crescimento, annuli e deposicbes de
tecido lamelar na regido endosteal e periosteal (PEABODY 1961; DE RICQLES,
1969; KLEVEZAL, 1996; CHINSAMY, 1997). As marcas de crescimento sdo uma
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caracteristica comum na maioria dos o0ssos de vertebrados, e geralmente
representam uma diminuicdo na aposicdo Ossea (SAYAO, 2003; STEEL, 2008).
Embora sejam encontradas em muitos grupos de vertebrados como peixes e
mamiferos (DE RICQLES, 1980; KLEVEZAL, 1996; TURVEY et al., 2005; KOHLER
et al.,, 2012), sdo mais frequentemente observadas e estudadas em anfibios e
répteis (CASTANET; SMIRINA, 1990; SAYAO et al., 2016; ANDRADE et al., 2018;
CERDA et al., 2019).

As linhas de pausa de crescimento apresentam uma periodicidade anual ou
ciclica claramente definida, com cessacdo momentanea do crescimento. Os annulli
surgem apenas em periodos de crescimento lento (Fig. 9). As duas marcas podem
estar presentes em qualquer tipo de tecido, do osso avascular a altamente
vascularizado (FRANCILLON VIEILLOT et al., 1990; PADIAN; LAMM, 2013). Elas
podem se formar independentemente da taxa metabdlica e sao influenciadas por
estresse ambiental (CASTANET et al., 2004). A lamela endosteal € sempre
avascular, orientada de modo circunferencial contendo lacunas de ostedcitos. A
presenca de uma lamela endosteal, na maioria das vezes, é acompanhada pela
formacdo de lamelas externas, indicando que o crescimento do peridsteo também
cessou ou retardou a taxas insignificantes (PADIAN et al., 2001; STEEL, 2008;
ANDRADE et al., 2015; ELEUTERIO et al., 2015).

Figura 9. Representacdo esquematica da matriz dssea com indicagdo das microestruturas.
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Vérios estudos correlacionaram o numero de linhas de pausa de crescimento
preservadas com a idade dos individuos (DE BUFFRENIL; CASTANET, 2000;
SNOVER; HOHN, 2004; KLEIN et al., 2009; ANDRADE; SAYAO, 2014; ANDRADE
et al., 2018). De acordo com essa relagdo ontogenética, a idade pode ser inferida
assumindo a deposicéo anual das linhas de pausa de crescimento. A medida que ha
o envelhecimento dos individuos, a espessura entre as linhas diminui, indicando
uma desaceleracdo no crescimento anual até que o cértex mais externo apresente
anéis bem proximos em uma camada avascular e acelular. Essa condic¢ao indica que
0 crescimento assintotico do animal foi estabelecido com a deposicdo das lamelas

circunferenciais externas ou periosteais (Fig. 9).

1.2 Estudos paleohistolégicos em vertebrados antarticos

Os estudos paleohistolégicos de ossos de animais encontrados na Antartica
S840 escassos em comparacao com os realizados em outras regides. A maioria das
pesquisas € relativamente recente e abrange grupos como plesiossauros
(FOSTOWICZ-FRELIK; GAZDZICKI, 2001; TALEVI, 2010, 2015; OSSA-FUENTES
et al., 2017; O'GORMAN et al., 2017; GARAT, 2019), mosassauros (SALGADO et
al., 2007; TALEVI, 2010; TALEVI et al, 2011; TALEVI; BRENZINA, 2019),
dinossauros (DE RICQLES et al., 2001; CERDA et al., 2019), aves (CERDA et al.,
2015; GARCIA MARSA et al., 2019.; GARCIA MARSA et al., 2020) e pterossauros
(KELLNER et al., 2019). Esses estudos vao além da descrigcdo, desempenhando um
papel fundamental na identificacdo de material fragmentado e desarticulado

encontrado na Peninsula, ao relaciona-lo com a osteohistologia.
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1.2.1 Plesiossauros

Vértebras, propodiais e fragmentos de cintura e costelas bem preservados
(Fig. 10A) foram o objeto do estudo osteohistologico desenvolvido por Fostowicz-
Frelik e Gazdzicki (2001). O material estudado por refere-se a Plesiosauria da familia
Elasmosauridae proveniente da Formacdo Lopez de Bertodano na llha de Seymor,
na Antartica e nao foi identificado a nivel de género e espécie. A osteohistologia do
0sso propodial mostrou predominancia do tecido pseudolamelar composta por densa
remodelacdo haversiana com linhas de cementacdo bem demarcadas (Fig. 10B).
Este tecido estava associado com areas de crescimento intensivo e presenca de
linhas de pausa de crescimento, sugerindo ontogeneticamente um estagio
subadulto. O tecido 6sseo primério paralelo-fibroso foi sobreposto por Osteons
secundarios em algumas regides das vértebras e verificou-se também a presenca de
linhas de pausa de crescimento (Fig. 10C). Morfologicamente, os arcos neurais nao
estavam fusionados, confirmando a relacdo da microestrutura com a ontogenia para
0 grupo.
Figura 10. Esquema esquelético do elasmosaurideo e sua osteohistologia. A - Esquema do
esqueleto do elasmosaurideo; B - Microestrutura do cértex propodial, com ésteons secundarios e
tecido pseudolamelar (pl) com linhas de cementacgédo (c) em uma matriz de tecido paralelo-fibroso (w).

C - Microestrutura do centro vertebral, apresentando tecido ésseo primario com fibras paralelas,
sobreposto por 6steons secundarios e linhas de pausa de crescimento (L).

P « %40

Fonte: Modificado de Fostowicz-FreIik e Gazdzicki (2001).
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Os o0ssos da costela e cintura apresentaram uma especializacao
paquiostotica, que tornava o esqueleto mais pesado com funcéo de lastro, sugerindo
gue o animal habitava 4guas rasas. Inferéncias paleoambientais e paleobiolégicas

foram realizadas em conjunto com a andlise morfolégica.

Talevi (2011) realizou uma tese com varios cortes osteohistolégicos em
répteis aquaticos como Plesiosauria, Mosasauria, Ichthyosauria e Chelonia,
procedentes em sua maioria da Argentina, e apenas 2 fragmentos de Plesiosauria
da Antartica (Ilha Vega). Neste material foram realizadas varias se¢fes da gastralia,
costela e falange. Histologicamente, a costela (Fig. 11A) e gastralia (Fig. 11C) do
mesmo espécime apresentaram uma regido cortical compacta e espessa com
Osteons primarios e secundarios. Varias geracfes de Osteons secundarios
sobrepostas indicaram um processo de remodelacdo ativa na regido medular com
espacos de reabsorcdo Ossea. Na regido medular detectou-se a presenca de
trabéculas recobertas por tecido lamelar (Fig. 11B, 11D). Diferentemente da gastralia
e costela, a falange do mesmo exemplar apresentou uma microestrutura diferente
com tecido totalmente trabecular e baixa preservacdo do tecido cortical (Fig. 11E).
Espacos de remodelagcdo envoltos de tecido lamelar na regido cortical e tecido
esponjoso trabecular na regido medular foram observados (Fig. 11F) (TALEVI,
2010).
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Figura 11. Microestrutura dos ossos de Plesiosauria. Costela: A. Se¢do com 6steons primarios (OP)
e Osteons secundarios (OS) na regido cortical (RC); B. Regido medular (RM) com trabéculas (T).
Gastrdlia: C. Sec¢édo do tecido compacto na regido cortical (RC); D. Regidao medular com espagos de
remodelacédo (ER) e trabéculas (T). Falange: E. Secéo do tecido na regido cortical (RC); F. Regido
medular (RM) composta por trabéculas (T).

I'Zontg: Modificado de Talevi (2010).
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A microestrutura O0ssea das costelas de outro exemplar de Plesiosauria
também estudado por Talevi (2010) mostrou uma regido cortical formada por tecido
lamelar com linhas de pausa de crescimento e 6steons secundérios (Fig. 12G). Na
regido medular foram encontrados poucos espacos de reabsor¢cédo 0ssea e dsteons
secundarios. Tanto a regido cortical quanto a medular evidenciaram uma alta
compactacao (Fig. 12H).

Figura 12. Microestrutura da costela de Plesiosauria. G - Secdo revelando o tecido compacto da

regido cortical (RC) com o6steons secundarios (OS); H - Regido medular exibindo detalhes dos
Osteons secundarios (OS) e linhas de cementacao (2).

Fonte: Modificado de Talevi (2010).

A partir de seu estudo, Talevi (2010) concluiu que havia histovariabilidade
com diferencas na velocidade de crescimento e remodelacdo em diferentes
elementos do mesmo esqueleto. Encontrou também correlacdo entre o estagio

ontogenético e o grau de compactacdo dos 0Ssos.

Com intuito de observar mais indicios sobre a relacdo entre o grau de
compactacdo e a organizacao do tecido ésseo, mais um trabalho foi realizado por
Talevi (2015). Foram estudadas diferentes secbes transversais de um Unico
esqueleto pertencente a Plesiosauria da llha Vega. O objetivo foi avaliar a
histovariabilidade dentro do mesmo esqueleto encontrada por ele anteriormente e a
relacdo entre o grau de compactacao e ontogenia (Fig. 13). Um padréo tipicamente
denso paquiostiotico indicaria um estagio juvenil e um padrdo tecidual leve
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osteopordético indicaria um estagio adulto. Os resultados mostraram que na vértebra
caudal, o indice de compactacdo nao varia significativamente dentro do mesmo
esqueleto (TALEVI, 2015).

Histologicamente, o elemento caudal em adultos apresentou tecidos
compactos (Fig. 13A), mas também muitas regides com trabéculas e espacos de
erosdo (Fig. 13B-C). Talevi (2015) concluiu que os elementos vertebrais do
esqueleto ndo seriam bons indicativos para inferir dados ontogenéticos em

Plesiosauria.

Figura 13. Representacdo da compactacdo e microestrutura de vértebras caudais em Plesiosauria.
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Fonte: Modificado de Talevi (2015).
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Em contrapartida, Ossa-Fuentes et al. (2017) analisaram a compactacao de
varios 0ssos de um Plesiosauro elasmosaurideo juvenil da ilha Marambio. Utilizaram
o software Bone Profiler© para medir a compactacdo 6ssea em dois propodiais,
fragmentos de vértebra, escapula e o pubis (Fig. 14A). Os resultados apontaram
uma alta compactacdo com esqueleto osteoclerético. Apresentou um tecido
altamente vascularizado e entrelacado fibroso com canais vasculares radiais
anastomosados e presenca de cartilagem calcificada, sugerindo um individuo muito
juvenil (Fig. 14B-C). A compactacao do tecido para Ossa-Fuentes et al. (2017) tem
relacdo com o estagio ontogenético analisado na morfologia, diferentemente do que

foi encontrado por Talevi (2015).

Figura 14. Analise da compactacdo Ossea realizada com o software Bone Profile© em cortes
transversais, mostrando sua microestrutura. A - Propodiais, incluindo um fragmento de escapula e um
pedac¢o de pubis, com os valores de compacidade éssea (BC) apresentados na figura; B - Secao
histoldgica do propodial; C - Secao histologica do fragmento de escépula.
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Fonte: Modificado de Ossa-Fuentes et al. (2017).
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Com objetivo de analisar a relacdo entre a ontogenia e microestrutura,
O’Gorman et al. (2017) estudaram a morfologia e histologia de uma amostra de um
individuo perinatal Aristonectine (Plesiosauria; Elasmosauridae) da Illha Seymor (Fig.
15). Observaram uma ossificagdo endocondral incompleta com retencdo de um
nacleo cartilaginoso calcificado na medula denominada linha de Kastschenko (Fig.
15D). Essa linha ocorre quando o tecido cartilaginoso ainda nao foi totalmente
reabsorvido para deposicdo do tecido 6sseo. Houve também predominancia de
tecido d6sseo primario sem remodelacdo secundaria nem d&steons primarios ou
secundarios (Fig. 15C, 15E). O padrao osteohistolégico apontou que o individuo era
um neonato no momento da morte, reforcando a relacdo entre a ontogenia e

microestrutura com este estudo.

Figura 15. Fragmento 6sseo e microestrutura de Plesiosauria. A - Corte do Umero direito do réptil
marinho; B - Vista geral da se¢do delgada do osso primario (PB) e do tecido fibrolamelar (FB); C -
Regido medular apresentando abundante cartilagem calcificada (CC), com algumas cavidades de
eroséo e deposicdo de osso endosteal (EB); D - Separacé@o entre a regido medular e cortical pela
linha de Kastschenko (KL); E. Regi&o cortical exibindo o tecido fibrolamelar (FB) e canais vasculares

(VC).
A

2cm

Fonte: Modificado de O’'Gorman et al. (2017).



37

Garat (2019), realizou um trabalho para analisar a variacdo histologica dentro
de um mesmo esqueleto, utilizando diferentes secbes da coluna vertebral de
Plesiosauria (Elasmosauridae) da Ilha Vega. Observou o mesmo resultado que
Talevi (2015), ndo encontrando variagdo significativa ao longo de um mesmo
elemento do esqueleto. Todas as vértebras analisadas apresentaram alto grau de
remodelacdo e lamelas externas (Fig. 16), indicando que o crescimento assintotico
teria sido atingido. Dentre todas vértebras analisadas, a caudal foi a que melhor
conservou as linhas de crescimento, compativeis com a de idade adulta (Fig. 16D,
16D1, 16D2).

Figura 16. Elementos vertebrais de Plesiosauria e microestrutura. A, Al, A2. Cervical; B. B1, B2.
Peitoral; C, C1, C2. Dorsal; D, D1, D2. Caudal. Escala: 400 um.
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1.2.2 Mosassauros

Salgado et al. (2007) analisaram ossos das vértebras de um mosassauro
adulto da llha Seymour. Na histologia da primeira vértebra, o tecido compacto
compde a parte interna (Fig. 17A), enquanto na regido de processos transversos ha
maior propor¢cao de tecido poroso (Fig. 17B). No segundo fragmento de vértebra,
onde o corte foi feito aproximadamente no meio do corpo vertebral, o tecido
compacto ocupa a parte externa (Fig. 17C), enquanto a parte interna é porosa (Fig.
17D). Este trabalho concluiu que ambos os tipos de o0sso, osteoporoético e
osteoesclerético, podem estar distribuidos de maneira desigual no esqueleto,
dependendo dos processos de remodelacdo interna e da dindmica de crescimento
desses animais.

Figura 17. Microestrutura das vértebras de Mosasauria. A - Tecido compacto na parte interna da
primeira vértebra; B - Regido dos processos transversos com maior proporcéo de tecido poroso; C -

Tecido compacto na parte externa do segundo fragmento de vértebra; D - Parte interna do segundo
fragmento com tecido poroso.

Fonte: Modificado de Salgado et al. (2007).
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Vértebras de mosassauros da Ilha Seymour (Formacdo Lopez de Bertodano)
foram estudadas posteriormente por Talevi et al. (2011) (Fig. 18). Encontraram
tecido osteoporotico e compacto nas vértebras. O mais compacto se encontra
constituido por fibras que se organizam formando empacotamentos anisotropicos
(Fig. 18A, 18A1, 18A2). Na vértebra mais porosa, o tecido lamelar é mais evidente
com a presenca de trabéculas distribuidas de maneira uniforme em toda a secéo
(Fig. 18B, 18B1, 18B2).

Figura 18. Microanatomia e histologia de vértebras de mosassauros da llha Seymour (Formacao
Lépez de Bertodano). A - Tecido compacto, constituido por fibras organizadas em empacotamentos
anisotrépicos (18A, 18A1, 18A2). B - Tecido lamelar mais evidente na vértebra porosa, com
trabéculas distribuidas uniformemente em toda a secéo (18B, 18B1, 18B2).

Wod @GS

Fonte: Modificado de Talevi et al. (2011).

A diferenca no grau de compactacao apontou a existéncia de dois individuos
com habitos de vida diferentes preservados na mesma Formacdo. Um seria mais
costeiro com menor velocidade de natagcéo e tecido mais compacto e 0 outro mais
pelagico com maior porosidade 6ssea. Foi concluido ainda, neste estudo, que a
ontogenia em mosassauros nao seria o principal fator determinante do padrao
histolégico, sendo mais influenciada pelo habito de vida (TALEVI et al., 2011).
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1.2.3 Dinossauros

O primeiro dinossauro Ankylosauria, Antarctopelta oliveroi, descoberto na
Antartica na Formacédo Santa Marta, Ilha James Ross (ver GASPARINI et al., 1987),
teve seus osteodermos seccionados e analisados por De Ricgles et al. (2001). A
osteohistologia bastante caracteristica dos grupos dos Ankylosauria apresentava
fibras de Sharpey nas duas superficies dos osteodermos e nas aberturas de canais
vasculares na superficie basal, demonstrando que a armadura foi totalmente
incorporada na derme. A organizagdo do tecido em pacotes de fibras paralelas
densamente compactadas com espacos celulares e vascularizagdo escassa, tem
relacdo mais com tecido conjuntivo denso do que com o tecido 6sseo. Concluiram
no estudo que os osteodermos em Ankylosauria seriam uma constru¢do dérmica
formada por neoplasia (Fig. 19).

Figura 19. Cortes verticais da superficie externa de trés osteodermos com sistema de fibras de
Sharpey atravessando os canais vasculares ao longo de toda secéo.
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Com o objetivo de aumentar o conhecimento histolégico sobre o grupo
Ankylosauria, Cerda et al. (2019), recentemente analisaram Antarctopelta oliveroi
(SALGADO; GASPARINI, 2006). Incluiu diversas amostras como osteodermos,
0ssos apendiculares, costelas e tendbes ossificados. Foram elencados diversos
aspectos dessa espécie baseados na osteohistologia, tais como implicacdes
paleobiolégicas, ontogenia, variacdo dentro do mesmo esqueleto, afinidade
flogenética, influéncia de um ecossistema de alta latitude, além de comparar o
padrdo histologico com outros dinossauros anquilossauros. Encontraram ampla
remodelacdo haversiana com mineralizacdo das fibras estruturais que sao

exclusivas do grupo (Fig. 20).

Figura 20. Microestrutura de Antarctopelta oliveroi. A e B - Detalhes dos feixes de fibras estruturais
nos osteodermos. C - Feixes de fibras em tenddes ossificados. D e E - Intensa remodelacéo
haversiana em metapodiais e fragmento plano néo identificado.

Fonte: Modifcado de Cerda et al. (2019).
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1.2.4 Aves

1.2.4.1 Spheniciformes

Cerda et al. (2014) estudaram a osteohistologia de oito tarsometatarsos adultos
pertencentes a oito espécies fésseis do pinguim do Eoceno da Antartica, coletados
na Formacdo La Meseta (Fig. 22). As secdes finas revelaram uma variacado
microanatdmica distinta entre os taxons (Fig. 22). O osso cortical em todas as
amostras consiste de tecido fibrolamelar primario e bem vascularizado com
guantidades variaveis de osso secundario (Fig. 22A-D). As cavidades medulares sédo
revestidas por uma espessa camada de tecido 0sseo lamelar e 0SSO esponjoso
compacto. Alguns demonstraram 0ss0s osteoscleréticos enquanto outros cavidades
medulares bem desenvolvidas (Fig. 22E-H). Isso possivelmente refletia em
diferentes habitos de vida no ambiente aquético, os tdxons com 0sSs0s mais
massivos estiveram adaptados a mergulhos mais profundos e prolongados (CERDA
et al. 2014).

Figura 21. Visao geral da microanatomia dos tarsometatarsos em aves.

Fonte: Modificado de Cerda et al. (2014).
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Figura 22. Histologia dssea de alguns Spheniciformes. A, B, C, D - Microestrutura cortical composta
por tecido primario fibrolamelar, bem vascularizado, com quantidades variaveis de osso secundario
em todas as amostras. Microestrutura das regiées medulares: E, F- Camada espessa de tecido 6sseo
lamelar e esponjoso compactado; G, H - Cavidades medulares bem desenvolvidas.
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Fonte: Modificado de Cerda et al. (2014).
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Garcia Marsa et al. (2020) estudaram a microanatomia de Delphinornis
arctowskii (Aves, Sphenisciformes), um género extinto de pinguins do Eoceno da
Antértica. Eles identificaram uma regido cortical fina, além de uma cavidade medular
gue estava total ou parcialmente revestida por uma espessa camada de tecido
osseo lamelar (Fig. 23A). Na analise da microestrutura 6ssea da regido cortical, foi
identificado um tecido 6sseo primario fibrolamelar com alta vascularizacdo (Fig.
23B). Os canais vasculares sdo organizados como Osteons primarios, que sao
principalmente orientados longitudinalmente e radialmente. Foram observadas
Globuli ossei, estruturas descritas pela primeira vez em Aves (Fig. 23C). Embora
seja dificil inferir o significado da presenca dessas estruturas, parecem nao estar
relacionados as adaptacdes a vida aquatica nem dependem do pequeno tamanho
ou estagio ontogenético do espécime. A origem patoldgica dessas estruturas carece
de evidéncias que sustentem essa hip6tese (GARCIA MARSA et al, 2020).

Figura 23. Microanatomia do tarsometatarso de Delphinornis arctowskii; A - Visao da histologia 6ssea
do cortex com a presenca do tecido fibrolamelar e demarcacéo dos Globuli ossei; B e C - Ampliacao
dos Globuli ossei.

P

Fonte: Modificado de GarEia Marsa et 'al, (2020).
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1.2.4.2 Anseriformes

Garcia Marsa et al. (2019) analisaram a microestrutura éssea do fémur (Fig.
24A) e umero (Fig. 24B) de Vegauvis iaai (Aves, Anseriformes) a fim de inferir sobre a
paleoecologia dos primeiros passaros neornitideos. O material é proveniente do
Cretaceo Superior da llha Vega, Formacdo LoOpez de Bertodano (Peninsula
Antértica). Verificou-se nas amostras uma alta vascularizacdo com a presenca do
tecido fibrolamelar e auséncia de linhas de pausa de crescimento. O padrdo dos
canais vasculares mostrou uma vascularizagcdo semireticular na regido perimedular,
tornando-se longitudinais em direcdo ao subperiosteo (Fig. 24A1, 24B1). A
porosidade era mais evidente no fémur (Fig. 24A, 24A1) quando comparado ao
uamero (Fig. 24B, 24B1). Apresentou ainda, osteosclerose nos membros, com
aumento na compactacao interna do osso e inibicdo da remodelacdo secundaria,
sem efeito nas dimensdes externas do osso. Com base nos aspectos
osteohistologicos, foi inferido que a ave era uma mergulhadora com alto
metabolismo para sobreviver em altas atitudes e que teria uma propulsao a pé para
alcar seu voo (GARCIA MARSA et al., 2019).

Figura 24. Microanatomia e microestrutura dos 0ssos de Vegavis iaai (Aves, Anseriformes). A, Al -
Fémur; B, B1 - Umero. Predominio de tecido dsseo fibrolamelar em Al e B1.
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Fonte: Modificado de Garcia Marsa et al. (2019)
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1.2.5 Pterosauria

No estudo de Kellner et al. (2019), sdo examinadas descobertas de fésseis de
pterossauros na Antartica, focando em dois 0ssos do grupo Pterodactyloidea, que
constituem os primeiros répteis voadores totalmente descritos nesse continente. O
primeiro espécime, encontrado na llha James Ross, foi identificado como a
articulacao distal de uma falange do dedo da asa, representando um animal com
uma envergadura estimada entre 3 e 4 metros. A andlise das caracteristicas

microestruturais foi realizada exclusivamente neste primeiro exemplar (Fig. 25).

Figura 25. FOssil de um pterossauro da Antartica e sua osteohistologia. Por¢éo anterior do fossil (a) e
(b), e posterior em (c), se¢éo osteohistoldgica em (d). O cortex é basicamente composto por 0steons
priméarios (marcados por setas), com 0s canais vasculares menores em amarelo e 0s mais
desenvolvidos em vermelho. Escala: (a)-(c) = 50 mm, (d) = 100 um.

k
B

Fonte: Retirado de Kellner, et al. 2019.
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Na andlise osteohistologica, constatou-se a auséncia de LAGs e EFS, o que
sugere a necessidade de investigacoes complementares. O cortex €
predominantemente formado por 6steons primarios, sendo mais fino e apresentando
uma cavidade medular livre. Apesar da falta de outras -caracteristicas
microestruturais identificaveis, acredita-se que o espécime representava um adulto

prestes a concluir seu crescimento assintotico (Fig. 25).

O osso fibrolamelar analisado ndo apresentou um cortex remodelado (Fig.
25d), em contraste marcante com outros espécimes do mesmo depdsito, como
dinossauros ornithdpodes e plesiossauros. Os ornithGpodes possuem um cortex
robusto, com fibras paralelas no osso primario, um coOrtex externo lamelar e um
cortex interno remodelado por Osteons secundérios, além de mdultiplas LAGs. Em
contrapartida, o osso fibrolamelar do pterossauro ndo demonstra essa remodelagéao

cortical e ndo apresenta crescimento ciclico (Fig. 25d).

Ao analisar a osteohistologia dos plesiossauros, observa-se uma matriz éssea
gue quase preenche completamente a regido medular, resultando em um esqueleto
denso. Isso contrasta com o espécime estudado por Kellner et al. (2019), que possui

um cértex mais fino e uma cavidade medular livre (Fig. 25d).
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2 GEOLOGIA REGIONAL

A deposicao cretacea-paledégena da Antartica Ocidental ocorreu com a
ativagdo e soerguimento de um arco magmaéatico formado durante a subduccédo da
crosta pacifica sob a crosta antartica. Este arco deu origem a Peninsula Antartica,
em um processo que compde a fragmentacdo do Gondwana e a formacédo do Mar
de Weddel (ELLIOT, 1988). Foram formadas pequenas bacias de ante-arco, intra-
arco e retro-arco, servindo como depocentros de sedimentos (POOLE; CANTRILL,
2005). A leste da Peninsula Antartica formaram-se bacias retro-arco, preenchidas
por depdsitos marinhos, destacando-se as Bacias Larsen e Ladany (HATHWAY,
2000).

A Bacia Larsen contém uma das mais espessas e completas sequéncias
sedimentares depositadas entre o Cretdceo e o Paledégeno do Hemisfério Sul
(CRAME et al., 1996; FRANCIS et al.,, 2006). A Bacia Larsen, a principal bacia
sedimentar a oeste da Peninsula Antartica (MACDONALD et al., 1988; HATHWAY,
2000), é subdividida nas Sub-bacias Larsen e James Ross. A Sub-bacia James
Ross compreende mais de 6 km de estratos marinhos clasticos e foi formada por
uma megassucessao vulcano-sedimentar, constituindo uma das mais significativas
bacias sedimentares de alta latitude da regido sul, com extensos afloramentos livres
de gelo. Uma caracteristica importante da Sub-bacia é a abundancia e diversidade
de fésseis vertebrados, invertebrados e plantas (CRAME et al., 1996). Foi dividida
formalmente em trés unidades litoestratigraficas: a Formagdo Nordenskjold, o Grupo
Gustav e o Grupo Marambio (HATHWAY, 2000; CRAME, 2002).

O Grupo Marambio contém mais de 3 km de estratos que consistem
basicamente de sedimentos siliciclasticos, principalmente arenitos, siltitos e arenitos
intercalados com niveis de coquinas depositados sob condi¢cdes de tempestade na
plataforma interna e externa (CRAME et al.,2004). S&o reconhecidas quatro
formacbes para o Grupo Marambio: Santa Marta, Ilha Snow Hill, Lopez de Bertodano
e Sobral (Fig. 26).
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Figura 26. Localizacdo da area de coleta dos fésseis pelo projeto PALEOANTAR, na Operacdo
Antartica XXXV. A - Peninsula Antartica; B - Detalhe da llha James Ross; C - Estratigrafia da area de

estudo.
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Fonte: Modificado de Kellner et al. (2019).

A Formacéo Santa Marta foi depositada entre o Santoniano e o Campaniano

(OLIVERO et al., 1986, MARENSSI et al., 2001), constituindo a unidade mais basal
do grupo. A litologia que compde a formacdo € constituida por arenitos, siltitos,

lamitos, tufos vulcanicos e coquinas raras, consideradas depésitos vulcanoclasticos

formados em um sistema deltaico (OLIVERO, 2012). Acredita-se que o ambiente

deposicional da Formacdo Santa Marta era constituido por um sistema de leques

abissais, irradiados do delta de um grande rio. O rapido assoreamento dos

sedimentos do delta produziram um ingreme declive deltaico (OLIVERO et al.,

2004). Um alto grau de atividade na regido tectonica nesse momento, pode explicar

as camadas de tufos intermitentes ao longo da formacao (PIRRIE et al., 1997). Na

porcdo noroeste da Ilha James Ross, a Formacdo Santa Marta é dividida entre os
membros Lachman Crags e Herbert Sound (CRAME et al., 1991).
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A sequéncia estratigrafia da Sub-bacia James Ross € baseada,
principalmente, na correlacdo bioestratigrafica de palinomorfos, amonitas,
nanoplanctons e dados de is6topos raros em associagdo com 0s principios
estratigraficos de sequéncia (Fig. 27) (OLIVERO, 1986; CRAME et al., 1999).

Figura 27. Estratigrafia da Sub-bacia James Ross mostrando o local de origem das amostras
(estrela).
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Fonte: Modificado de Olivero et al. (1986) e Marenssi et al. (2001).

O Membro Lachman Crags é o mais antigo e composto por rochas
siliciclasticas com conglomerados raros, possuindo cerca de 850 metros de
espessura (CRAME et al., 1991). A parte inferior desse membro consiste de pelitos,
enquanto a secdo superior é composta por turbiditos, formados por avalanches
submarinas. Bioturbagdes séo evidentes em todo membro devido ao rompimento de
sedimentos pela vida bentdnica durante o periodo de deposi¢cdo (OLIVERO et al.,
2004). E revestido pelo Herbert Sound Member (Campaniano-Maastrichtiano), que
consiste em uma secao de 250 m composta por arenitos finos com estratificacao

cruzada e coquinas (CRAME et al., 1991; OLIVERO et al., 1992).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar taxonomicamente os fragmentos de vertebrados cretaceos
encontrados na Baia de Santa Marta, llha James Ross (Peninsula Antéartica), por

meio de analise osteohistologica.

3.2 Objetivos especificos

¢ Descrever a histologia dos ossos de vertebrados fésseis procedentes de

depdsitos do Cretaceo Superior da llha James Ross;

L4 Tecer inferéncias paleobiolégicas dos répteis fosseis com base na

microestrutura 0ssea;

L4 Relacionar os aspectos paleoecoldgicos com o padrdo microestrutural e

microanatdémico observado;

L4 Comparar a microestrutura dos fragmentos antarticos com a de outras faunas
ja estudadas, a fim de estabelecer alguma identificacdo taxonémica dos fragmentos

coletados na Baia Santa Marta.
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4 MATERIAIS E METODOS

O material fossil utilizado neste trabalho foi coletado durante os anos de 2015
e 2016 pela equipe do Projeto PALEOANTAR, na Operacdo Antartica XXXV. Nesta
ocasido foram retirados 1ton de fosseis e rochas da Baia de Santa Marta, localizada
na ilha James Ross (Peninsula Antértica), provenientes da Sub-Bacia James Ross.
Das amostras coletadas, foram selecionados vinte e um fragmentos 6ésseos de
vertebrados (Fig. 28), cuja identificagdo pela morfologia externa era inviavel. Esses
fragmentos foram utilizados na confeccdo de laminas osteohistolégicas para a
analise da microanatomia e microestrutura, com o objetivo de possibilitar sua
identificacdo. Todos o0s exemplares sdo provenientes do Grupo Marambio,
Formacdo Santa Marta, Membro Lachman Crags, Ilha James Ross, na Peninsula
Antartica. Para atender o objetivo principal deste estudo, na identificacdo dos grupos
de tetrdpodes cretaceos preservados na Sub-bacia James Ross (Peninsula
Antéartica), a microestrutura 6ssea foi comparada com as de outras biotas

gondwanicas e de outros continentes.
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Figura 28. Fragmentos utilizados para a confec¢do das laminas histoldgicas. Escala: 2 cm.

Fonte: A autora (2021).
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4.1 Confeccéo de Laminas Osteohistologicas

As laminas osteohistolégicas foram preparadas no Laboratério de
Paleobiologia e Microestruturas localizado no Centro Académico de Vitoria da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A metodologia utilizada seguiu a
proposta de Lamm (2013). Antes de realizar o corte, todos os exemplares foram
descritos, medidos e fotografados. Em seguida foram realizados cortes de
espessura entre 0,5 mm e 1 cm com o auxilio de uma microretifica (Dremel 4000
com cabo extensor 225), acoplado a uma lamina diamantada. Posteriormente, as
amostras foram incluidas em resina epoxi cristal (Resapol T-208), catalisada com
Butanox M50 a uma concentracdo de 5%. ApOs a secagem da resina, o bloco
formado foi desbastado em politriz metalografica acoplada com lixas de
granulometrias decrescentes (120/P120, 320/P400, 1200/P2500). Para promover a
evaporacao da agua penetrada nos blocos de resina durante o processo, foi utilizada
uma estufa a 100 °C por 2 horas. A superficie polida foi entdo colada com adesivo
epoxi (de nome comercial Araldite com secagem em 10 minutos) em lamina de vidro
e novamente submetida ao polimento até atingir a espessura de 35 um (CHINSAMY;
RAATH, 1992; LAMM, 2013; ANDRADE; SAYAO, 2014).

As laminas histologicas foram observadas, descritas e fotografadas com
utilizacdo de microscopio de luz transmitida (Zeiss Inc. Barcelona, Espanha)
acoplado a uma camera AxioCam, com software de obtencdo de imagens Axio
Imager.M2. Para andlise sob nicOis cruzados foi utilizado um microscopio
petrografico (Opton, Hexasystems, Brasil), utilizando-se uma camera acoplada (Fig.
29).
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Figura 29. Preparacdo de laminas osteohistologicas. A - Corte do exemplar para andlise; B - Incluséo
das amostras em resina epoxi; C - Blocos de resina colados a lamina de vidro; D - Desbaste e
polimento dos blocos de resina utilizando politriz metalografico; E - Analise da microestrutura no
microscépio Optico; F - Imagem da microestrutura observada com microscopio petrografico sob luz
polarizada. Escala F: 0,25 mm.
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Fonte: A autora (2021).
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4.2 DistribuicBdo das caracteristicas microanatdmicas e
microestruturais

Foram estabelecidas cinco categorias para classificar as caracteristicas
microanatdmicas e microestruturais. A analise incluiu a presenca ou auséncia de
cavidade medular aberta, o tipo de tecido 6sseo (compacto e/ou poroso) e a
presenca de fibras estruturais. Os exemplares foram agrupados de acordo com suas

semelhancas e diferencas histolégicas nas seguintes categorias:

e Grupo 1: Alto grau de porosidade 6ssea e cavidade medular ausente ((Fig.
30, Fig. 31);

e Grupo 2: Elevado grau de compactacédo Ossea e cavidade medular ausente
(Fig. 32, Fig. 33);

e Grupo 3: Cavidade medular parcialmente preenchida ou aberta (Fig. 34);
e Grupo 4: Presenca de fibras estruturais (Fig. 35);

e Grupo 5: Exemplar ndo categorizado em grupo comum. (Fig. 35).
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Figura 30. Grupo 1: Alto grau de porosidade éssea e cavidade medular ausente. A. CAV-A03; B.
CAV-12V; C. AK-37C. A linha vermelha indica o local da sec¢éo. Escala: 0sso — 2 mm; microanatomia
— 0,5 mm.

Fonte: A autora (2021).
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Figura 31. Grupo 1: Alto grau de porosidade 6ssea e cavidade medular ausente. A. CAV-5V; B. CAV-
5V.2; C. CAV-2V; D. CAV-3V. A linha vermelha indica o local da sec¢do. Escala: 0sso — 2 mm;
microanatomia — 0,5 mm.

CAV-5V.2

Fonte: A autora (2021).
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Figura 32. Grupo 2: Elevado grau de compactacédo 0ssea e cavidade medular ausente. A. CAV-4V;
B. CAV-A2; C. CAV-Al11l; D. AK-317. A linha vermelha indica o local da sec¢éo. Escala: 0sso — 2 mm;
microanatomia — 0,5 mm.

CAV-A11

Fonte: A autora (2021).
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Figura 33. Grupo 2: Elevado grau de compactagdo 6ssea e cavidade medular ausente. A. AK-316-2;
B. CAV-1V; C. AK-316-4. A linha vermelha indica o local da sec¢do. Escala: osso — 2 mm;
microanatomia — 0,5 mm.

AK-316-2

AK-316-4

Fonte: A autora (2021).



61

Figura 34. Grupo 3: Cavidade medular parcialmente preenchida ou aberta. A. AK-316-1; B. AK-316-3;
C. CAV-Al; D. AK-316-0. A linha vermelha indica o local da sec¢do. Escala: 0sso — 2 mm;
microanatomia — 0,5 mm.

AK-316-1

AK-316-0

Fonte: A autora (2021).
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Figura 35. Grupo 4: Presenca de fibras estruturais: A. CAV-A5; B. CAV-A12; C. CAV-11V. A linha
vermelha indica o local da secc¢do. Grupo 5: Exemplar ndo categorizado em grupo comum: MN 7800-
V. Escala: 0sso — 2 mm; microanatomia — 0,5 mm.

MN 7800-V

Fonte: A autora (2021).
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5 RESULTADOS

5.1 Grupo 1 - Alto grau de porosidade Ossea e cavidade medular

ausente.

5.1.1 CAV-A3

O exemplar foi completamente preenchido por tecido esponjoso fibroso,
apresentando numerosas trabéculas que se ramificam por toda a sua extensao (Fig.
36A-D). Em algumas regides, observou-se a formacédo de lamelas, caracterizando o
tecido fibrolamelar (Fig. 36B-D). As trabéculas sdo finas e variam em tamanho,
alternando entre espacos intertrabeculares grandes e pequenos, indicando uma
deposicao ciclica associada a aceleracdo e desaceleracdo do crescimento (Fig. 36B-
D). As trabéculas dispostas em orientacdo longitudinal (Fig. 36D) demonstraram
menor atividade de crescimento 6sseo em comparacdo com aquelas dispostas
radialmente (Fig. 36B). As lacunas dos ostedcitos estavam distribuidas de forma
aleatoria, especialmente nas trabéculas longitudinais (Fig. 36D). Fibras de Sharpey
foram evidenciadas, acompanhando a orientagcdo das trabéculas (Fig. 36B). N&o
foram observadas linhas de pausa de crescimento (LAGs), annuli ou lamelas
externas (EFS). Espacos de reabsorcao foram visiveis ao longo de toda a estrutura
Ossea (Fig. 36D). O padrao 6sseo € semelhante ao osteopordtico encontrado em
plesiossauros basais, que estavam adaptados a um nado pelagico bem

desenvolvido.
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Figura 36. Secdo transversal de CAV-A3 e sua microestrutura. A — Microanatomia. B, C, D —
Trabéculas finas em diferentes orientacdes. B — Trabéculas com fibras de Sharpey e lacunas de
ostedcitos. C — Trabéculas dispostas em diagonal com tecido fibroso. D — Espacgos de erosdo nas
trabéculas longitudinais. Setas azuis indicam tecido lamelar; ER — espacos de erosdo; FB — tecido
fibroso; FS — fibras de Sharpey; LO — lacunas de ostedcitos; T — trabéculas. A, B, C, D - luz
transmitida. Escala: A—5 mm; B, C, D — 0,5 mm.

&L 5 >y b,

Fonte: A autora (2021).
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5.1.2 CAV-12V

Este espécime revelou uma clara distin¢cdo entre sua pequena por¢ao cortical,
mais compacta, e a regiao interna esponjosa mais abrangente (Fig. 37A). A regiao
cortical, caracterizada pela remodelagdo haversiana, formou um tecido haversiano
bem definido (Fig. 37B). As linhas de cementacdo dos dsteons secundarios, bem
demarcadas, apresentam pelo menos trés geracdes distintas (Fig. 37B). A regiao
esponjosa, composta por tecido lamelar, exibiu trabéculas de tamanhos variados
gue aumentam a medida que se afastam da cortical compacta (Fig. 37A, Fig. 37C).
Foi observada uma abundancia de Osteons secundarios nas trabéculas do tecido
esponjoso, enquanto os Osteons primarios estavam presentes em menor escala,
indicando um processo de remodelacdo éssea (Fig. 37C). O tecido lamelar e o
tecido haversiano, visiveis em cores contrastantes na microscopia de luz polarizada,
evidenciaram as linhas de cementacdo e os 6steons secundarios (Fig. 37D). O
padrdo de osteoporose observado € frequentemente associado a animais com
habitos aquaticos pelagicos, caracteristico da ordem Plesiosauria. Além disso,
outras caracteristicas sugerem que este espécime apresentava uma idade
ontogenética adulta tardia. A alta taxa de remodelacdo 0ssea dificultou o registro de
marcas de crescimento, como linhas de pausa (LAGs), annuli e lamelas externas
(EFS).
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Figura 37. Secéo transversal de CAV-12V e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Tecido
cortical compacto com tecido haversiano e linhas de cementacdo claramente definidas e multiplos
Osteons secundarios. C — Tecido lamelar esponjoso nas trabéculas ésseas, areas de eroséo e
Osteons primarios e secundarios. D — Tecido haversiano sob luz polarizada com linhas de
cementagdo e a configuragdo dos ésteons secundarios. ER — espaco de reabsor¢éo; LC — linha de
cementacdo; LO — lacuna de ostedcito; OP — dsteon primério; OS — Gsteon secundario; SH — tecido
haversiano; TC - tecido compacto; TE — tecido esponjoso; TL — tecido lamelar. A, B, C — luz
transmitida; D — luz polarizada. Escala: A -5 mm; B, C — 0,25 mm; D — 0,5 mm.

Fonte: A autora (2021)
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5.1.3 AK-37C

A histologia 6ssea revelou um cortex muito fino e compacto, com uma regiao
interna esponjosa representando maior parte do osso (Fig. 38A). A parte interna
composta por tecido esponjoso com trabéculas e Osteons secundarios se
ramificando a partir do cortex (Fig. 38D-E). O tecido lamelar e os espacos de erosao
foram predominantes nessa area esponjosa, indicando uma extensa remodelacao
secundaria (Fig. 38B). O coOrtex com intensa remodelacdo haversiana, resultou em
um tecido haversiano denso e compacto com numerosos 0steons secundarios ao
longo da secédo (Fig. 38C). As lacunas de ostedcitos estavam presentes em menor
guantidade, predominantemente com formato arredondado (Fig. 38C). A linha de
cementacdo bem definida em toda a extensdo do 0sso, exibiu mais de duas
geracOes sobrepostas, 0 que sugere uma significativa remodelacdo no periodo
imediatamente anterior a morte do animal (Fig. 38C, Fig. 38E). Nao foram
identificadas linhas de pausa de crescimento (LAGs), annulli ou lamelas externas
(EFS). O tecido osteoporoético observado é tipico de animais aquaticos peléagicos. As
caracteristicas osteohistoldégicas, como alta porosidade Ossea e intensa
remodelagdo haversiana com vérias geracdes, indicam que o fragmento 0sseo
apresentava tracos de um réptil da ordem Plesiosauria, em um estagio ontogenético

adulto tardio.

Figura 38. Secdo transversal de AK-37C e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Area interna
do osso com tecido lamelar e espacos de reabsor¢ao. C — Cértex compacto com tecido haversiano, e
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diversos osteons secundarios com a linha de cementacdo bem definida. D — Trabécula no tecido
esponjoso interno. E — Detalhe do 6steon secundério e das linhas de cementacdo. TL — Tecido
lamelar; ER — Espaco de reabsorcdo; TC — Tecido compacto; SH — Tecido haversiano; OS — Osteons
secundarios; LC — Linha de cementacéo; T — Trabécula; TE — Tecido esponjoso. A, B, C, D, E — Luz
transmitida. Escala: A—5 mm; B, D - 0,5 mm; C, E — 0,25 mm.

Fonte: A autora (2021).
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5.1.4 CAV-5V

Duas laminas foram preparadas a partir deste exemplar, ambas apresentando
uma composi¢cdo microanatomica semelhante (Fig. 39, Fig. 40). O corte transversal
revelou duas regides distintas, determinadas pela disposi¢cdo das fibras (Fig. 39A).
Observou-se uma area mais esponjosa em contraste com a regido adjacente, que
era mais compacta (Fig. 39A). Na area esponjosa, foram identificados poucos
Osteons primarios e muitos espacos de reabsor¢cao (Fig. 39B-C). As trabéculas, que
formam os espacos de reabsorcdo, apresentavam um formato alongado, variando
em tamanho conforme a orientacdo das fibras (Fig. 39B-C). Além disso, houve a
formacao de tecido lamelar com ésteons primarios (Fig. 39B). O tecido 6sseo nas
trabéculas exibiu um padrdo que combina tecido paralelo-fibroso (Fig. 39C) com
tecido fibrolamelar (Fig. 39B). As lacunas de ostedcitos, abundantes ao longo da
amostra, estavam associadas ao tecido paralelo-fibroso e seguiam a orientacao das
fibras (Fig. 39C). A segunda area da amostra, mais compacta, apresentava uma
disposicéo das fibras mais evidente, com predominancia do tecido paralelo-fibroso
(Fig. 39D). Essa regidao, composta por tecido fibroso, possuia lacunas de ostedcitos
dispostas de forma desorganizada e também apresentava alguns espacos de
reabsorcao (Fig. 39D-E).

Entre essas duas éareas, foi observada uma interrupcdo diagonal no meio da
amostra, possivelmente relacionada a necrose avascular. Devido a substituicdo
dessa area por sedimento, ndo foi possivel avaliar o tecido que anteriormente
ocupava a regidao (Fig. 39E). Marcas de crescimento, como linhas de pausa de
crescimento (LAGs), annulli e lamelas externas (EFS), ndo foram identificadas. O
alto nivel de desorganizacdo do tecido caracterizou a descricdo histolégica deste
exemplar. Sua microestrutura foi associada aos répteis da ordem Squamata,
incluindo animais extintos do grupo Mosasauria, frequentemente encontrados entre

os vertebrados fésseis da Baia de Santa Marta.
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Figura 39. Secéo transversal de CAV-5V e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Area de tecido
esponjos com trabéculas, Osteons primarios e secundarios, além de numerosas lacunas de
ostedcitos. C — Detalhe das trabéculas sob luz polarizada, com tecido paralelo-fibroso e lamelar em
algumas regides. D — Organizacao das fibras que compdem o tecido paralelo-fibroso, com areas de
erosdo sob luz polarizada. E — Detalhe do tecido fibroso (woven) e da regido preenchida por
sedimento. Setas amarelas indicam o tecido lamelar; setas brancas, o tecido paralelo-fibroso; T —
Trabécula; ER — Espaco de reabsorcéo; FB — Tecido fibroso (woven); FBL — Fibrolamelar; FBP —
Tecido de fibras paralelas; FR — Fibras; LO — Lacunas de ostedcitos; OP — Osteon primario; OS —
Osteon secundario; TL — Tecido lamelar. A, B, E — Luz transmitida; C, D — Luz polarizada. Escala: A —
5mm; B, C,D-0,5mm; E - 0,25 mm.
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5.1.5 CAV-5V.2

Proveniente do mesmo fragmento 6sseo que CAV-5V, este exemplar revelou
uma regido compacta composta por tecido fibroso e fibrolamelar, com a presenca de
Osteons primarios (Fig. 40B-C). As lacunas de ostedcitos, abundantes, apresentaram
orientacdes variadas (Fig. 40B). Foi também observada uma interrupcdo na secéo,
indicando necrose avascular (Fig. 40C). A regiao trabecular era formada por tecido
paralelo-fibroso. Marcas de crescimento, como linhas de pausa de crescimento
(LAGSs), annulli e lamelas externas (EFS), ndo foram identificadas. O alto nivel de
desorganizacdo do tecido caracterizou a descricdo histologica deste exemplar. A
microestrutura identificada foi associada a répteis da ordem Squamata, incluindo

animais extintos do grupo Mosasauria, similar ao que foi observado em CAV-5V.

Figura 40. Secéo transversal de CAV-5V-2 e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Area do
tecido compacto, destacando a presen¢a abundante de tecido fibroso e a restricdo do tecido
fibrolamelar. C — Detalhe do tecido fibroso e da regido coberta por sedimento. CV — Canal vascular;
FB — Tecido fibroso (woven); FBL — Tecido fibrolamelar; LO — Lacunas de ostedcitos; OP — Osteon
primario; TC — Tecido compacto. A, B, C — luz transmitida. Escala: A -5 mm; B, C — 0,25 mm.

g R

Fonte: A autora (2021).
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5.1.6 CAV-2V

O espécime exibiu um cortex delgado e uma regido medular altamente
esponjosa que dominou a amostra (Fig. 41A). O cértex compacto foi composto por
tecido fibrolamelar, contendo ésteons primarios e secundarios, além de lacunas de
osteécitos em abundéancia (Fig. 41B). A regido medular esponjosa esteve
inteiramente preenchida por trabéculas, que aumentaram de tamanho a medida que
se afastavam do cértex (Fig. 41A-E). O tecido lamelar cobriu parte das trabéculas,
mesclando-se com o tecido paralelo-fibroso e fibroso presente na amostra (Fig. 41C-
E). Em certas areas, observou-se ainda a presenca de tecido paralelo-fibroso com
fibras incomuns (Fig. 41E). Nao foram identificadas linhas de pausa de crescimento
(LAGs), annulli ou lamelas externas (EFS). Essa amostra pode ser interpretada
como um exemplar especializado para a vida aquatica. A analise osteohistolégica
apontou a semelhanca com animais aquaticos osteoporoéticos do Cretaceo Superior

antartico, sugerindo uma relagéo com os répteis do grupo Mosasauria.
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Figura 41. Secdo transversal de CAV-2V e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Area do
cértex compacto com tecido fibrolamelar, ésteons primarios e secundarios. C — Detalhe do tecido
esponjoso com camada lamelar nas trabéculas. D — Visdo das trabéculas de menor diametro com
espacos de erosdo. E — Sob luz polarizada, detalhe do tecido de fibra paralela e do tecido de fibra
paralela incomum. TC — Tecido compacto; FB — Tecido fibroso; FBL — Tecido fibrolamelar; OP —
Osteon primario; OS — Osteon secundario; T — Trabécula; TL — Tecido lamelar; TE — Tecido
esponjoso; ER — Espaco de reabsorcdo; FBP — Tecido de fibra paralela; FBPI — Tecido de fibra
paralela incomum. A, B, C, D — Luz transmitida; E — Luz polarizada. Escala: A — 5 mm; B, C — 0,25
mm; D, E - 0,5 mm.
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5.1.7 CAV-3V

O espécime apresentou uma regiao cortical espessa e compacta e uma area
interna esponjosa (Fig. 42A). O cortex foi composto por uma borda de 0sso primario
classificada como tecido fibroso primario, que se misturou com o tecido paralelo-
fiboroso em algumas partes (Fig. 42B-C). As lacunas de ostedcitos eram abundantes
e orientadas de diferentes maneiras (Fig. 42B), enquanto espacos de erosao
estavam presentes no tecido compacto (Fig. 42C). A cavidade medular foi
totalmente ocupada por tecido lamelar, formado por finas trabéculas de formato
longitudinal similar (Fig. 42D-E), com a presenca difusa de tecido fibrolamelar entre
as lamelas (Fig. 42D). Nao foram identificados 6steons primarios ou secundarios,
nem marcas de crescimento, linhas de pausa de crescimento (LAGs), annulli ou
lamelas externas (EFS) em nenhuma das regides. A adaptacdo aquética
osteopordtica foi evidente em toda a amostra, e a caracterizacao osteohistolégica foi

semelhante a observada para o grupo Mosasauria.
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Figura 42. Secéo transversal de CAV-3V e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Area do tecido
compacto, destacando o tecido fibroso desorganizado com diversas lacunas e areas de tecido
paralelo-fibroso. C — Detalhe da area de erosdo e do tecido observado sob luz polarizada. D —
Trabéculas redondas e uniformes. E — Trabéculas sob luz polarizada, evidenciando o tecido lamelar.
T — Trabécula; ER — espago de reabsorcao; FB — tecido fibroso (woven); FBP — tecido paralelo-
fibroso; LO — lacunas de ostedcitos; TE — tecido esponjoso; TL — tecido lamelar. A, B, D — luz
transmitida; C, E — luz polarizada. Escala: A—5 mm; B, C - 0,25 mm; D, E — 0,5 mm.
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5.2 Grupo 2 — Elevado grau de compactacdo O0ssea e cavidade

medular ausente.

5.2.1 CAV-4V

O espécime foi constituido por tecido cortical compacto, com cavidade
medular preenchida (Fig. 43A). A area cortical, bastante espessa, apresentou sinais
de alto desgaste diagenético, o que permitiu obter poucas informacfes sobre o
cortex mais externo (Fig. 43A). Essa area foi separada da regido interna por uma
delimitacdo de coloracao mais escura do tecido (Fig. 43B). Tanto o cértex quanto a
area interna foram formados por tecido haversiano, com muitos 6steons secundarios
(Fig. 43B-D). Os oOsteons secundarios exibiram linhas de cementacdo bem
demarcadas, com mais de duas geracoes, e ao longo da area interna, foi possivel
identificar espacos de reabsorcdo Ossea (Fig. 43B-C). Poucos Osteons primarios
foram visualizados em toda a amostra (Fig. 43C-D). Nao foram identificadas linhas
de pausa de crescimento (LAGs), annulli ou lamelas externas (EFS). Apesar da
compactacdo em toda a histologia 6ssea, o exemplar mostrou semelhangcas com
répteis aquaticos especializados em paquiostose. A microestrutura observada foi

analoga a da ordem Plesiosauria em estagio ontogenético adulto.
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Figura 43. Secédo transversal de CAV-4V e sua microestrutura. A — Microanatomia. B, C, D —
Trabéculas com diferentes orientagbes. B — Trabéculas com fibras de Sharpey e lacunas de
ostedcitos. C — Direcdo do tecido paralelo-fibroso. D — Espagos de reabsorcdo nas trabéculas
longitudinais. ER — espaco de reabsorcéo; LC — linha de cementacdo; OP — 4steon primério; OS —
Osteon secundario; RC — regido cortical; RM — regido medular; SH — tecido haversiano; TC — tecido
compacto. A, B, C, D — luz transmitida. Escala: A, B, C -5 mm; D — 0,25 mm.
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5.2.2 CAV-A2

O exemplar apresentou uma cavidade medular preenchida, sem uma divisao
clara entre o cértex e a medula (Fig. 44A). Sua estrutura interna foi densa e
compacta, caracterizada pela sobreposicdo de oOsteons secundérios. O tecido
encontrado foi composto por tecido lamelar e, em algumas areas, por tecido
paralelo-fibroso (pseudolamelar) (Fig. 44B). As lacunas dos ostedécitos foram raras
ou até inexistentes em algumas regibes devido a intensa remodelacdo, mas
tornaram-se mais abundantes em outras (Fig. 44C). Os 6steons podem ser primarios
e secundarios, resultantes da substituicdo haversiana ao longo do osso (Fig. 44C)

apresentaram formatos arredondados, ovalados ou achatados (Fig. 44C-D).

Foram observados muitos espacos de reabsor¢cao 0ssea, especialmente nas
regibes centrais (Fig. 44A-B), e as linhas de cementacdo foram bem visiveis em
alguns Osteons secundarios com poucas geracbes (Fig. 44C). Nao foram
identificadas linhas de pausa de crescimento (LAGs), annulli ou lamelas externas
(EFS) ao longo do osso. A intensa compactacdo da regido interna sugeriu uma
adaptacao aquética do tipo osteoclerética, com uma histologia 6ssea semelhante a

encontrada em exemplares de ontogenia subadulta da ordem Plesiosauria.



79

Figura 44. Secéo transversal de CAV-A2 e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Tecido
compacto evidenciando o haversiano com tecido lamelar e em algumas areas pseudolamelar e areas
de erosdo. C — Detalhe das linhas de cementacdo dos ésteons secundarios e das lacunas de
ostedcitos escassas. A, B, C, D - luz transmitida. ER — espaco de reabsorcdo; LC — linha de
cementacgdo; LO — lacunas de ostedcitos; OP — dsteon primério; OS — dsteon secundario; SH — tecido
haversiano; TC — tecido compacto; TPL — tecido pseudolamelar. Escala: A — 5 mm; B — 0,5 mm; C —
0,25 mm.
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5.2.3 CAV-All

A amostra apresentou uma regido medular bem demarcada, separada da
regido cortical por uma alteragdo na organizacdo dos canais (Fig. 45A). O cortex era
espesso e composto por tecido primario do tipo entrelacado fibroso, com alta
vascularizacao plexiforme orientada radialmente (Fig. 45B, 45D). A area medular
compacta foi composta por tecido entrelagado fibroso, mas com canais organizados
de forma reticular (Fig. 45B, 45C, 45E). As lacunas dos ostedcitos foram abundantes
em ambas as regides, apresentando diferentes orientagcbes que caracterizaram 0
tecido fibroso altamente desorganizado (Fig. 45D-E). Aléem disso, o tecido observado
possuia elevada vascularizacdo e, em algumas areas, houve espacos de erosdo e
cartilagem calcificada, indicando que o tecido 6sseo nao foi totalmente depositado
(Fig. 45E). Nao foram identificados Osteons secundarios, a linha de Kastschenko,
nem marcas de crescimento, como linhas de pausa de crescimento (LAGs), lamelas
externas (EFS) e annulli. A presenca do cortex e da medula hiperplasicos conferiu a
amostra a especializacdo para nadadores lentos, tipicos da paquiosteoclerose,
caracteristica de répteis da ordem Plesiosauria em um estagio ontogenético juvenil

inicial.
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Figura 45. Secéo transversal de CAV-All e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Regido do
cOrtex e medula separados pela distribuicdo dos canais e tecido. B — Regido medular com tecido
entrelacado fibroso. C — Regido cortical com tecido entrelagcado fibroso e canais vasculares
plexiformes. D — Regido medular com canais vasculares reticulares e vestigio de cartilagem
calcificada. CC — cartilagem calcificada; CVP — canal vascular plexiforme; CVR — canal vascular
reticular; ER — espaco de reabsorcao; FB — tecido fibroso; RM — regido medular; RC — regiéo cortical.
A, B, C, D - luz transmitida. Escala: A—5 mm; B - 0,5 mm; C, D — 0,25 mm.
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5.2.4 AK31l7

A secéo histolégica do espécime AK317 mostrou-se bastante semelhante a
de CAV-All, com a regido medular ocupando quase toda &rea da secédo e deixando
apenas um cortex fino na periferia, proximo a superficie subperiosteal (Fig. 46A).
Foram observados canais vasculares radiais e obliquos no cortex, organizados em
um arranjo plexiforme (Fig. 46B, 46C, 46E). Tanto o cértex quanto a medula eram
compostos por tecido do tipo entrelacado fibroso, com lacunas dos ostedécitos
apresentando varias orientagfes (Fig. 46B-C). Na regido medular, houve a presenca
de cartilagens calcificadas (Fig. 46B-C) e espacos de reabsor¢cdo com lacunas de
Howship, evidenciando a atividade condroclastica no tecido no momento da morte
do animal (Fig. 46D, 46F, 46G). A alta vascularizacdo foi uma caracteristica
marcante do tecido encontrado em AK317. N&o foram identificados &steons
secundarios, a linha de Katschenko, nem marcas de crescimento, como linhas de

pausa de crescimento (LAGS), lamelas externas (EFS) e annulli.

A compactacdo da area medular e o cortex delgado conferiram ao espécime
caracteristicas de um animal aquéatico com um padrdo adaptativo paquiostotico.
Essa microestrutura 6ssea mostrou-se compativel com a observada em répteis da
ordem Plesiosauria em um estdgio ontogenético juvenil inicial, refletindo adaptactes

especificas que favoreceram a vida em ambientes aquaticos.

Figura 46. Secéao transversal de AK317 e sua microestrutura. A — Microanatomia. B, C — Regido do
cortex e medula separados pela distribuicdo dos canais e disposi¢céo do tecido entrelagado fibroso. B,
C — Setas indicam as carliagens calcificadas na medula. Regido cortical com tecido entrelacado
fibroso e canais vasculares plexiformes. D — Regido medular com espacos de reabsorcéo e setas
indicando as lacunas de Howship. E — Regido cortical com a disposicdo do tecido fibroso. F, G —
Detalhe da regido medular com o espaco de reabsorcéo e as lacunas de Howship. CC — cartilagem
calcificada; CVP — canal vascular plexiforme; CVR — canal vascular reticular; ER — espaco de
reabsorcédo; FB — tecido fibroso; RM — regido medular; RC — regido cortical. A, B, D, F - luz
transmitida. C, E, G — luz polarizada. Escala: A—5 mm; B, C-0,5mm; D - 0,25 mm; E, F, G- 0,1
mm.
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5.25 AK-316-2

O espécime apresentou uma cavidade medular preenchida, sem uma
distincdo clara em relacdo a regido cortical (Fig. 47A). O cértex, bastante
remodelado, mostrou intensa atividade haversiana, sendo composto por tecido
secundario denso formado por ésteons secundarios (Fig. 47B-D). Esses Osteons
tinham uma orientacéo lamelar e longitudinal, organizados em fileiras circulares e
separados por linhas de pausa de crescimento (LAG) e annulli bem espacados (Fig.
47B, 47C, 47G). A medida que se aproximava da regido periosteal, as linhas de
pausa de crescimento tornaram-se menos espacadas (Fig. 47E-F). Essa
organizacdo ciclica de deposicdo 6ssea ndo resultou na formacdo de lamelas
externas (EFS), indicando que o0 0sso ndo atingiu seu crescimento assintotico.
Osteons primarios foram observados apds as marcas de crescimento mais estreitas
(Fig. 47F), e a vascularizagdo mostrou-se reticular (Fig. 47B, 47D), com canais de

Volkman cortando o 0sso entre as linhas de pausa de crescimento (Fig. 46B).

As caracteristicas histologicas deste espécime foram compativeis com répteis
mais basais da ordem Plesiosauria, apresentando uma adaptacao osteoclerdtica.
Essa adaptacao sugeriu um padrédo de desenvolvimento especifico que favoreceu a
vida aquética, refletindo as condi¢bes ecoldgicas e morfoldgicas em que esses

organismos se desenvolveram.

Figura 47. Secéo transversal de AK-316-2 e sua microestrutura. A — Microanatomia. B, C, D —
Trabéculas com diferentes orientagdes. B, C, G — Organizacdo dos 0steons em lamelas em meio as
marcas de crescimento (setas). D — Detalhe do tecido haversiano e dsteons secundarios (setas). E —
Linhas de marcas de crescimento estreitadas (setas). F — Osteons secundarios (setas azuis)
préximos as marcas de crescimento estreitadas (setas brancas). ER — espaco de reabsor¢édo; OP —
Osteon primario; SH — tecido haversiano; TL — tecido lamelar A, B, D, F, G - luz transmitida; C, E — luz
polarizada. Escala: A—5 mm; B, C, E - 0,5 mm; F — 0,25 mm; D, G — 0,1mm.
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Fonte: A autora (2021).
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5.2.6 CAV-1V

A regido cortical do espécime ndo estava completamente preservada, mas
ainda assim algumas informacdes osteohistologicas puderam ser extraidas (Fig.
48A). A cavidade medular estava totalmente preenchida, sem diferenciacdo entre as
regibes do cortex e medula (Fig. 48A). O padrdo 6sseo bastante compacto exibiu
uma abundancia de 6steons secundarios, formando um tecido haversiano denso ao
longo de toda a amostra (Fig. 48B-C). A medida que se afastava da regi&o central
em direcao a periferia, a densidade dos Osteons secundarios aumentava, enquanto
a vascularizacdo diminuia (Fig. 48A-C). Os canais vasculares observados
apresentavam um arranjo reticular e anastomosado (Fig. 48B-C), e as lacunas dos
ostedcitos eram arredondadas e abundantes em algumas areas (Fig. 48B-D). A
histologia 0ssea evidenciou um padréo similar ao exemplar AK-316-2, exceto pela

auséncia das marcas de crescimento.

A adaptacdo aquética desse réptil se revelou pela osteoclerose, observada na
compactacdo da regido medular. As caracteristicas histologicas do espécime foram
compativeis com répteis da ordem Plesiosauria em estagio adulto, sugerindo que
sua morfologia refletia adaptacdes especificas para a vida aquatica e um estilo de

vida ativo nesse ambiente.
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Figura 48. Secéo transversal de CAV-1V e sua microestrutura. A — Microanatomia. B, C — Area mais
externa do osso com tecido haversiano e canais vasculares reticulares. D — Detalhe dos 6steons
secundarios e das areas abundantes em lacunas de ostedcitos. CVR — canal vascular reticular; LO —
lacuna de ostedcito; OS — 6steon secundario; SH — tecido haversiano. A, B, D - luz transmitida. C —
luz polarizada. Escala: A—5 mm; B, C - 0,5 mm, D — 0,1 mm.

Fonte: A autora (2021).
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5.2.7 AK-316-4

Possui um cOrtex espesso em comparagdo aos outros exemplares deste
estudo (Fig. 49A-E). A cavidade medular est4 preenchida e separada do cortex por
uma linha de pausa no crescimento (Fig. 49A). Tanto na regido medular quanto na
cortical, observa-se um acumulo de 6steons secundarios com diferentes orientacdes
e intensa remodelacdo haversiana (Fig. 49B-C). Na parte interna, a vascularizacao
organiza-se de maneira reticular (Fig. 49B-E), diminuindo a medida que se aproxima
da periferia do osso. Apesar da presenca da linha de pausa de crescimento (LAG),

nao foram observadas as lamelas externas (EFS).

Esse padréo de vascularizacédo € semelhante ao encontrado nos exemplares
AK-316-2 e CAV-1V, que também compartiiham um padréo osteohistolégico muito
proximo. A adaptacdo aquatica deste réptil se caracteriza pela paquiosteoclerose,
evidenciada pela compactacdo da regido medular e pelo cOrtex mais espesso e
também compactado. As caracteristicas histologicas deste exemplar sé&o
compativeis com reépteis da ordem Plesiosauria em estagio adulto, refletindo
adaptacdes especificas para a vida aquatica e um modo de vida ativo neste

ambiente.
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Figura 49. Secao transversal de AK-316-4 e sua microestrutura. A — Microanatomia. B, C — Tecido
haversiano do cortex e da medula separados por uma linha de pausa de crescimento e canais
vasculares reticulares nas duas regides. D — Detalhe da regido medular com muitos Osteons
secundéarios e canais reticulares. E — Detalhe da regido cortical com os Gsteons secundarios
orientados radialmente. CVR — canal vascular reticular; RC — regido cortical; RM — regido medular; SH
— tecido haversiano. A, B, D, E - luz transmitida; C — luz polarizada. Escala: A—5mm; B, C,D-0,5
mm; E - 0,1 mm.




90

5.3 Grupo 3 - Cavidade medular parcialmente preenchida ou aberta.

5.3.1 AK-316-1

A cavidade medular de AK-316-1 apresentou-se muito reduzida e livre (Fig.
50A). O cértex denso foi formado por abundantes 6steons secundarios e apresentou
uma linha de pausa de crescimento (LAG) com auséncia de lamelas externas (EFS)
(Fig. 50B-C). Circundando a cavidade medular, encontrou-se tecido paralelo-fibroso
(Fig. 50D). A remodelacao haversiana foi intensa, e a vascularizacao apresentou um
arranjo reticular dos canais, com lacunas de osteécitos abundantes (Fig. 50E).
Linhas de cementacgéo foram visiveis nos 6steons secundarios.

A andlise da osteohistologia permitiu caracterizar o0 espécime como
pertencente a animais aquaticos com esqueleto pesado, evidenciando uma
adaptacdo paquiostética. A microestrutura deste espécime revelou semelhancas
com a do AK-316-3, indicando que, histologicamente, pertenceu a ordem

Plesiosauria em um estagio ontogenético adulto.
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Figura 50. Segéo transversal de AK-316-1 e sua microanatomia. A — Microanatomia. B, C — Tecido
haversiano com muitos stens secundarios, canais vasculares reticulares, linhas de cementacéo e a
LAG. D — Cavidade medular aberta com tecido paralelo-fibroso ao redor. E — Detalhe dos Gsteons
secundarios e das lacunas de ostedcitos. CM — cavidade medular; CVR — canal vascular reticular; LC
— linha de cementacéo; LO — lacuna de ostedcito; OS — Osteon secundario; PFB — tecido paralelo-
fibroso; SH — tecido haversiano. A, B, C, D - luz transmitida. Escala: A —5 mm; B, C - 0,5 mm; D —
0,25 mm; E - 0,1 mm.
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53.2 AK-316-3

A amostra evidenciou uma cavidade medular aberta e muito reduzida (Fig.
51A). Ao redor dessa cavidade, o tecido paralelo-fibroso apresentou intensa
remodelagédo haversiana (Fig. 51B). O tecido lamelar, também presente, mesclou-se
ao tecido paralelo-fibroso (Fig. 51C). A vascularizacao foi intensa, com um arranjo
reticular, enquanto as lacunas de ostedcitos foram abundantes em algumas areas e
ausentes em outras (Fig. 51C). Cavidades de reabsorcdo foram observadas nas
regides mais centrais (Fig. 51A, C), e nao foram identificadas linhas de pausa de
crescimento (LAGs), annulli, lamelas externas (EFS) ou linhas de cementacéo.

Essa especializacdo caracterizou animais aquaticos com esqueleto pesado,
refletindo uma adaptacdo paquiostotica. A microestrutura deste exemplar foi
semelhante aquela encontrada na ordem Plesiosauria em estagio ontogenético

subadulto.

Figura 51. Secéo transversal de AK-316-3 e sua microestrutura. A — Vista geral da lamina. B —
Pequena cavidade medular aberta com tecido paralelo-fibroso circundando. C — Dire¢do do tecido
paralelo-fiboroso e tecido lamelar com alguns ésteons primarios e secundarios. CM — cavidade
medular; ER — espaco de reabsorcao; LO — lacunas de ostedcitos; OP — ésteons primarios; OS —
Osteons secundarios; PFB — tecido paralelo-fibroso; TL — tecido lamelar. A, B, C, D - luz transmitida.
Escala: A—5 mm; B, C - 0,25 mm.
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5.3.3 CAV-Al

O espécime apresentou um cortex espesso e resquicios de tecido désseo
medular (Fig. 52A-B). A regido cortical evidenciou ésteons primérios e secundarios,
além de tecido fibrolamelar (Fig. 52C), fibras de Sharpey e remodelacdo haversiana
em menor grau (Fig. 52C). A vascularizacdo foi abundante e reticular (Fig. 52D), e
nao houve linhas de pausa de crescimento (LAGs), annulli ou lamelas externas
(EFS), assim como a auséncia de linhas de cementacdo ao longo do tecido. A
adaptacdo secundaria a agua observada foi a paquiostose (Fig. 52B), e as
caracteristicas microestruturais foram semelhantes a microestrutura de Plesiosauria

em estagio ontogenético subadulto recente.

Figura 52. Secao transversal de CAV-Al e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Resquicio de
tecido medular. C — Tecido fibrolamelar, evidenciando alguns ésteons e fibras de Sharpey, D —Canais
vasculares reticulares. luz transmitida. CVR — canal vascular reticular; FBL — tecido fibrolamelar; FS:
fibras de Sharpey; OP — Osteon primario; OS — 6steon secundario; RTM — resquicio de tecido 6sseo
medular. Escala: A—5 mm; B—-0,5mm; C, D - 0,25 mm.

Fonte: A autora (2021).
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534 AK-316-0

O espécime apresentou uma cavidade medular com resquicios de tecido
0sseo (Fig. 53A-C) e um cértex compacto e espesso (Fig. 53A). A remodelacéo
haversiana ocorreu com baixa intensidade, acompanhada de vascularizagao
reticular (Fig. 53A). As lacunas de ostedcitos e a deposicado de trés linhas de pausa
de crescimento (LAGs) justapostas foram claramente visiveis na remodelacéo
haversiana (Fig. 53B-C). Observou-se a auséncia de linhas de cementagdo e de
lamelas externas (EFS).

A especializacdo adotada para o nado foi a paquiosteoclerose, evidenciando
a compactacao interna ocorrida no momento da morte. As caracteristicas do tecido

foram semelhantes a microestrutura de Plesiosauria em estégio juvenil.

Figura 53. Secéo transversal de AK-316-0 e sua microestrutura. A — Microanatomia. B — Visualiza¢&o
dos dGsteons do tecido, com RTM e setas indicando as linhas de pausa de crescimento. C — Mesma
imagem de B sob luz polarizada. OP — ésteon primario; OS — 0steon secundario; RTM — resquicio de
tecido 6sseo medular. Escala: A —5 mm; B, C — 0,25 mm.
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5.4 Grupo 4 - Presenca de fibras estruturais.

541 CAV-A5

O osteodermo apresentou forma arredondada e triangular, com uma quilha
longitudinal na superficie. O ndcleo foi preenchido por um osso compacto intersticial
com espacos de reabsor¢do. A transicao entre o 0sso cortical e o nlcleo ocorreu de
forma gradual, marcada pela diminuicdo dos espacos de reabsor¢cdo no coértex. O
ndcleo compacto exibiu poucos espacos de reabsorcdo. As fibras estruturais
estavam mais dispersas no nucleo (Fig. 54B) e mais organizadas nas superficies
externa/basal e marginal do cortex (Fig. 54C-G). A luz de polarizacdo cruzada
revelou que as fibras, tanto no nucleo quanto no cértex, estavam dispostas de forma
ortogonal altamente organizada (Fig. 54B-F), e 0s canais vasculares apresentaram
um arranjo predominantemente reticular (Fig. 54B-G). Nao foram identificadas
marcas de crescimento, como linhas de pausa de crescimento (LAGs), lamelas

externas (EFS) e annulli

O material antartico evidenciou um padrao microestrutural caracterizado pela
auséncia ou baixo desenvolvimento do cértex basal osteodérmico e por conjuntos
altamente ordenados de fibras estruturais ortogonais no cortex superficial. Essa
microestrutura histoldégica foi compativel com um estadgio ontogenético inicial,
indicando uma relacdo evolutiva com nodossaurideos de derivacdo tardia

pertencente ao grupo Ankylosauria.

Figura 54. Secao transversal de CAV-A5 e sua microestrutura. A — Microanatomia mostrando um
osteodermo quilhado. B — Fibras estruturais mais desorganizadas na regido central. C e E — Arranjo
ortogonal das fibras estruturais na regido basal, rica em canais vasculares plexiformes, sob luz normal
transmitida e polarizada cruzada em D, F e G — Detalhe da superficial cortical, com fibras estruturais
mais perpendiculares a superficie externa. H — Espacos de reabsor¢cdo no nicleo do osteodermo,
com detalhe em suas margens internas irregulares e proximo a uma microfissura (seta). SF — fibras
estruturais.
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Fonte: A autora (2021).
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5.4.2 CAV-A10

O espécime analisado revelou um nudcleo preenchido por osso compacto
intersticial, que abrigou espacos de reabsorcdo (Fig. 55A). A transicdo do 0ssoO
cortical para o nucleo foi gradual, evidenciada pela diminuicdo das cavidades de
reabsor¢cdo no cortex. Esse ndcleo mostrou-se rico em 0sso compacto, contendo
poucas cavidades de reabsorcao e muitas fibras estruturais (Fig. 55). Além disso,
apresentou espacos de reabsor¢cdo amplos, e a luz de polarizagéo cruzada indicou
gue as fibras no ndcleo e no cortex estavam altamente organizadas de forma
ortogonal (Fig. 55D-F). A matriz éssea caracterizou-se por lacunas de ostedcitos
achatados, alinhadas com as dire¢des principais das fibras estruturais (Fig. 55C-F),
embora as lacunas ndo tivessem canaliculos preservados. Os canais vasculares do

nucleo foram predominantemente longitudinais (Fig. 55E-F).

O material antartico exibiu um padrdo microestrutural caracterizado por
auséncia ou baixo desenvolvimento de seu cértex basal osteodérmico e conjuntos
altamente ordenados de fibras estruturais ortogonais no cortex superficial. Essa
microestrutura histoldégica foi compativel com um estdgio ontogenético inicial,
indicando uma relacdo evolutiva com nodossaurideos de derivacdo tardia,

pertencente ao grupo Ankylosauria.
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Figura 55. Sec¢éo transversal de CAV-A10 e sua microestrutura. A — Microanatomia mostrando um
osteodermo. B — Cértex externo rico em canais vasculares fibras estruturais. C — Detalhe do arranjo
ortogonal das fibras estruturais no contato entre o nicleo e o cortex externo sob luz normal
transmitida e polarizada cruzada (D). E e F — Regido central rica em canais vasculares longitudinais
com arranjo ortogonal das fibras estruturais sob luz polarizagéo cruzada. SF — fibras estruturais.

Acértex superficial superficial B
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5.4.3 CAV-A4

O espécime exibiu uma superficie desgastada que expbs parcialmente a
regido central. O ndcleo, preenchido por osso compacto intersticial, evidenciou
espacos de reabsorcdo com superficies irregulares, indicando um processo de
reabsorcdo ativo no nucleo do osteodermo (Fig. 56H). A transicdo entre 0 0SSO
cortical e o nucleo ocorreu de forma gradual, refletida na diminuicdo dos espacos de
reabsor¢cdo no cortex. Esse nucleo, rico em 0sso compacto, apresentou poucas
cavidades de reabsorcdo e uma abundancia de fibras estruturais. O arranjo das
fibras no nacleo foi mais disperso (Fig. 56B-D), enquanto estavam mais organizadas
proximas as superficies externa/basal e marginal do cortex (Fig. 56E-G). A luz de
polarizacdo cruzada indicou que as fibras, tanto no nucleo quanto no cortex, foram
altamente organizadas de forma ortogonal (Fig. 56C-F), e os canais vasculares
mostraram um padrdo predominantemente reticular (Fig. 56G). As lacunas dos
ostedcitos e da matriz 6ssea foram organizadas em feixes com fibras estruturais,

formando conjuntos difusos de fibras estruturais entrelagadas (SF) (Fig. 56B-G).

O material antartico apresentou um padrdo microestrutural caracterizado por
auséncia ou baixo desenvolvimento do cortex basal osteodérmico e conjuntos
altamente ordenados de fibras estruturais ortogonais no cortex superficial. Essa
microestrutura histoldégica foi compativel com um estdgio ontogenético inicial,
indicando uma relacdo evolutiva com nodossaurideos de derivacdo tardia,

pertencente ao grupo Ankylosauria.

Figura 56. Secéo transversal de CAV-A4 e sua microestrutura. A — Microanatomia mostrando um
osteodermo quilhado. B — Detalhe do alinhamento das lacunas dos osteécitos e da matriz 6ssea
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organizada em feixes com fibras estruturais. C — Fibras estruturais assumindo um arranjo ortogonal
no nucleo sob luz normal transmitida e luz polarizada cruzada (D). E — Detalhe das fibras estruturais
na regido central proxima ao cortex basal. F — Arranjo ortogonal das fibras estruturais no nucleo,
préximo a margem do osteodermo, sob luz de polarizacdo cruzada. Cértex superficial em detalhe,
com fibras estruturais mais perpendiculares a superficie externa (G). H — Espa¢os de erosdo com
superficies irregulares. SF — fibras estruturais.
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5.5 Grupo 5: Exemplar n&o categorizado em grupo comum.

5.5.1 MN 7800-V

O espécime apresentou uma espessura cortical fina, composta por tecido
fibrolamelar. A vascularizagdo foi formada por canais longitudinais de diametros
semelhantes, sem sinais de anastomoses, consistindo apenas em osteons primarios
com tecido fibrolamelar, e a cavidade endosteal ndo apresentou lamelas internas.
Uma camada de resina (paraléide) foi aplicada sob o fragmento 6sseo ainda em
campo, dificultando a visualizagdo dessa parte do osso. Além disso, uma fina
camada de lamelas periosteais avasculares cobriu a superficie. N&o foram
observadas marcas de crescimento, como annulli ou linhas de pausa de
crescimento, e a auséncia de espacos de reabsorcdo ou Osteons secundarios
indicou que nenhuma remodelacéo estava ativa nesse individuo no momento de sua
morte (Fig. 57).

Figura 57. Secdo osteohistoldgica mostrando o cortex formado basicamente por osteons primarios
marcados pelas setas, em amarelo os canais vasculares menores e em vermelho os canais
vasculares mais desenvolvidos. Escala: 100 um.

Fonte: A autora (2020).



102

5.6 Resumo da analise osteohistoldgica dos espécimes

As tabelas a seguir sintetizam as caracteristicas dos espécimes analisados
por grupo, abrangendo a microestrutura, o tecido predominante, a macroestrutura e
0 estagio de vida dos vinte e um exemplares analisados por meio da osteohistologia
(Tab. 1), (Tab. 2), (Tab. 3), (Tab. 4).



Tabela 1. Comparacdo dos resultados dos espécimes pertencentes ao grupo 1.

GRUPO 1

ESPECIME

CARACTERISTICA MICROESTRUTURAL

TECIDO

MACROESTRUTURAL

IDENTHFICACAO!
ESTAGIO

CAV-A3

Tecido dsseo esponjoso;

Indmeras trabéculas finas;

Espacos intertrabeculares com tamanhos variados;
Presenca de fibras de Sharpey;

Lacunas de ostedcitos distribuidas aleatoriamente;
Auséncia de LAGs, anwlli e EFS.

Fibrolamelar

Osteoporose

Plesiossauros
basais

CAV1A2Y

Tecido 6sseo esponjoso;

Remodelacédo haversiana intensa;

Presenca de dsteons secundarios;

Trabéculas de tamanhes variados;

Linhas de cementacio demarcadas com até trés geracdes;
Auséncia de LAGs, anwlli e EFS.

Haversiano
Lamelar.

Osteoporose

Plesiosauria
adulto tardio

CAV-37C

Remodelacéo haversiana intensa;

Varias geractes de linhas de cementacédo sobrepostas;
Poucas lacunas de ostedcitos com formato arredondado;
Presenca de tecido lamelar e espacos de erosio;
Auséncia de LAGs, anwlli e EFS.

Haversiano
Lamelar

Osteoporose

Mosasauria
adulto tardio

CAV-5V

Lacunas de ostedcitos dispostas de forma desorganizada;
Mecrose avascular;

Presenca de espacos de reabsorcao;

Auséncia de LAGs, anulli e EFS.

Fibrolamelar
Paralelo-fibroso

Osteoporose

Mosasauria

CAV-5V.2

Lacunas de ostebcitos dispostas de forma desorganizada;
MNecrose avascular;

Presenca de espacos de reabsorcao;

Auséncia de LAGs, anulli @ EFS.

Fibrolamelar
Paralelo-fibroso

Osteoporose

Mosasauria

CAV-2V

Pequena regido cortical com dsteons primarios e secundarios;
Grande espaco medular com numerosas trabéculas de tamanhos
variados 4 medida que se afastam do cortex;

Auséncia de LAGs, anulli e EFS.

Fibrolamelar

Osteoporose

Mosasauria

CAV-3V

Regido cortical mais espessa de osso primario;

Inimeras lacunas de ostedcitos;

Cavidade medular preenchida por tecido lamelar com formato
longitudinal similar;

Auséncia de dsteons primdrios e secunddrios;

Auséncia de LAGs, anulli e EFS.

Fibroso
Paralelo-fibroso

Osteoporose

Mosasauria

Fonte: A autora (2021).
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GRUPO 2

ESPECIME

CARACTERISTICA MICROESTRUTURAL

TECIDO

CARACTERISTICA
MACROESTRUTURAL

IDENTIFICACAO/
ESTAGIO

CAV-4V

Compactacéo em toda a histologia dssea;

Osteons primaries e secundarios em toda amostra;

Linhas de cementacdo demarcadas com mais de duas
geracies;

Auséncia de LAGs, anulli, EF3 e espagos de reabsorgao;
Cavidade medular preenchida.

Harvesiano

Paquiostose

Plesiosauria
adulto

CAV-A2

Tecide dense e compacto sem diviséo entre cortex e medula;
Areas com intensas lacunas de ostedcitos e oufras quase
inesxistentes;

Linhas de cementagiio com poucas geracbes visiveis em
alguns osteons secundarios;

Alta remodelacio dssea;

Auséncia de LAGs, anulli e EFS.

Lamelar
Paralelo-fibroso

Osteoclerose

Plesiosauria
subadulto

CAV-A11

Regido medular bem demarcada separada da cortical;
Vascularizagao alta e plexiforme com canais obliquos e radiais;
Lacunas de osteocitos abundantes com diferentes orientacdes
desorganizadas;

Espaces de erosdo e cartilagem calcificada em algumas areas;
Tecido denso com cortex e medula hiperplasicos;

Auséncia de osteons secundarios, LAGs, anulli e EFS.

Entrelagado fibroso

Paquiosteoclerose

Plesiosauria
juvenil incial

AK31T

Regido medular ocupa quase toda area, com um cortex fino;
Vascularizagdo alta e plexiforme com orientacio radial e
obliqua;

Lacunas de osteocitos abundantes com diferentes orientactes
desorganizadas;

Espaces de erosfio com lacunas de Howship e cartilagem
calcificada na area medular;

Auséncia de dsteons secundarios, LAGs, anulli e EFS.

Entrelacado fibroso

Paquiostose

Plesiosauria
juvenil incial

Fonte: A autora (2021).
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GRUPO 2
: ; CARACTERISTICA IDENTIFICACAQ/!
ESPECIME CARACTERISTICA MICROESTRUTURAL TECIDO MACROE STRUTURAL ESTAGIO
» Padrio tecidual compacto e denso;
» Cavidade medular preenchida sem distingdo do cortex; Plesi ,
AK-316-2 » Alta remodelacio e presenca de dsteons secundarios Haversiano Osteoclerose E?:;’;u”a
» Presenca de LAGs e anulli espacados e auséncia de EFS;
« Vascularizagio reficular.
» Padrio tecidual compacto com varios osteons secundarios;
» Cavidade medular preenchida sem distingdo do cortex; Plesi ,
CAVAV » Canais vasculares reticulares e anastomosados; Haversiano Osteoclerose Eg:ﬁfou”a
» Lacunas de ostedcitos em algumas areas;
« Auséncia de LAGs, anulli e EFS.
» Padrio tecidual denso e compacto;
o Cortex espesso separada da medula por uma LAG;
AK316.4 . Gslatennsﬂse-_:undérins em todas as regides com diferentes Haversiano Paquiosteoclerose Plesiozauria
orientacdes; adulto
« Auséncia de EF5;
« Canais vasculares reticulares.

Fonte: A autora (2021).
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GRUPO 3
ESPECIME CARACTERISTICA MICROESTRUTURAL TECIDO CARACTERISTICA | 'PER{TIEALAY
o Cavidade medular livre e reduzida;
e Corex denso formado por varios osteons secundarios com
presenca de uma LAG;
» Intensa vascularizacdo apresentando arranjo reticular dos Haversiano X Plesiosauria
AK-316-1 canais; ’ g : Paralelo-fibroso Paquiostose adulto
# Linhas de cementacio marcando alguns dsteons;
» Abundantes lacunas de ostedcitos;
* Auséncia de EF 3.
» Cavidade medular aberta e reduzida;
# Alta vascularizacio com arranjo reficular dos canais; Haversiano _ Plesiosauria
AK-316-3 . Gav[danlies de. reabsorcao 0ss ea nas areas centrais; Paralelo-fibroso Paquiostose subadulto
» Auséncia de linhas de cementacio;
# Auséncia de LAGs, anuwlli e EFS.
» Cortex espesso com resquicio de tecido medular,
» Osteons primarios e secunddrios;
CAV-A1 » Baixa rer.nodflag,ﬁu haversiana; . . . Fibrolamelar Paquiostose Plesiosauria
» Vascularizacdo abundante com arranje reticular; subadulto recente
» Auséncia de Linhas de cementacao, LAGs, anulli e EF5;
# Presenca de fibras de Sharpey
» Cavidade medular com resquicio de tecido dsseo;
» Cortex compacio e espesso;
AK316.0 » Remodelacdo haversiana baixa com vascularizacio Haversiano Paquiosteoclerose Plesiosauria

reticular;
Trés LAGs justapostas, com auséncia de EF5;
Lacunas de ostedcitos na remodelacdo haversiana.

juvenil

Fonte: A autora (2021).
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GRUPO 4
ESPECIME CARACTERISTICA MICROESTRUTURAL FORMA DO IDENTIFICAGCAOQ/
OSTECDERMO
CAV-AS
« Arranjo altamente ordenado das fibras no cortex superficial;
» Canais vasculares reticulares; Formato do osteodermo Ankylosauria
CAV-A10 » Fibras estruturais ortogonais no cortex superficial; arrepondado e triangular nodossaurideos de
» Espacos de reabsorcéo; com quilha lengitudinal derivacio tardia
« Auséncia de LAGs, anulli e EFS.
CAV-A4
Grupo 5§
ESPECIME CARACTERISTICA MICROESTRUTURAL IDENTIFICACAO/
i ESTAGIO
Osteons primarios;
Auséncia de dsteons secundarios;
MN 7800V Auséncia de lamelas internas; Pterosauria

Presenca de uma fina camada periostais avasculares;
Auséncia de LAGs, anulli e EF3);
Auséncia de zonas de reabsorcdo dssea.

adulto

Fonte: A autora (2021).
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6 DISCUSSAO

A microestrutura 6ssea € uma ferramenta que pode ser utilizada na
identificacdo de organismos, principalmente extintos, considerada indicativa de
estagio ontogenético, adaptacfes biomecénicas e fisiologicas (ENLOW 1969; DE
BUFFRENIL; MAZIN 1990; CHINSAMY 1990; WIFFEN et al., 1995;
CRUICKSHANINS et al. 1996; CRUICKSHANK et al. 1996; CURRY, 1999; HORNER
et al., 1999; ELEUTERIO et al., 2015). A histologia 6ssea dos répteis aquaticos
identificada foi discutida com relacdo as taxas de crescimento, ontogenia,
adaptacdes biomecanicas e a presenca da remodelacdo haversiana. Além disso, foi
discutida a microestrutura diagnoéstica dos osteodermos do dinossauro Ankylosauria

e 0 grupo Pterosauria.

6.1 Taxas de crescimento

Existem diferentes formas para entender o padrdo de crescimento dos
organismos e 0s mecanismos envolvidos na remodelacdo Ossea completa no
estagio adulto. No caso de formas extintas, padrbes de crescimento podem ser
inferidos da microestrutura éssea por esqueletocronologia (SNOVER et al., 2007) e
grau de remodelacdo 6ssea (FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990). A quantificacédo
de linhas de crescimento (LAGs, annulli) no cortex, ja foi utilizada para estimar a
idade em diferentes répteis aquaticos (CASTANET; SMIRINA, 1990; PELLEGRINI,
2007; SNOVER, 2002; SNOVER et al., 2007) Em crocodilos (ANDRADE, 2014;
ANDRADE; SAYAO, 2018), tartarugas (RODHIN, 1985; SNOVER; HOHN, 2004;
GOSHE et al., 2010) e ictiossauros como o Mixosaurus (KOLB et al., 2011), a
esqueletocronologia é adotada para estimar a maturidade do esqueleto. Neste
estudo, o espécime AK-316-2, um plesiossauro basal, apresentou a maior
quantidade de linhas de pausa de crescimento em um tecido com intensa

remodelacdo haversiana. Esse espécime foi seguido por AK-316-0, um juvenil, e



109

pelos adultos AK-316-1 e AK-316-4. Dessa forma, diferentes estagios ontogenéticos
puderam ser identificados, mesmo na presenca de linhas de pausa de crescimento
(LAGS). Isso indica que as linhas de crescimento nem sempre sao indicativas do
estagio ontogenético, sendo essencial analisar todas as microestruturais, como o
tipo de tecido, organizacdo dos canais vasculares, o tipo de canais e a presenca de
EFS (HORNER et al., 2009; WERNING, 2012).

A remodelacéo 6ssea pode afetar tecidos primarios e secundarios, compactos
e esponjosos (FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990). Envolve um processo duplo de
reabsorcdo e redeposicdo 0Ossea, estando relacionado a presenca de linhas de
cementacdo de reabsorcdo (TALEVI, 2010). Ossos altamente vascularizados e
remodelados apagam as marcas de crescimento com a reabsor¢cao e deposicao
0ssea, mas as lamelas externas sofrem menos remodelacao no cértex mais externo,
sendo mais facilmente identificadas (CASTANET et al., 1993). O grau de
remodelacdo Ossea tem sido utilizado para inferir a maturidade do osso em
Plesiosauria (WIFFEN et al., 1995; FOSTOWICZ-FRELIK; GAZDZICKI, 2001),
enguanto na maioria dos Ichthyosauria e Mosasauria, as variagdes na microestrutura
sofrem influéncia da biomecanica, fisiologia e estilo de vida (HOUSSAYE et a., 2013,
HOUSSAYE et al., 2014). As linhas de cementacdo bem demarcadas evidentes em
CAV-12V, AK-37C, CAV-4V, CAV-A2 e AK-316-1 corroboram para taxas mais lentas
de crescimento devido a alta remodelacdo desses plesiossauros.

A taxa de crescimento do tecido 0sseo aumenta com a densidade da
vascularizacdo e diminui com a organizacao das fibras colagenas (AMPRINO, 1947
DE MARGERIE et al., 2002). Histologicamente, Mosasauria apresentava geralmente
baixa organizacdo do tecido 6sseo com média a alta vascularizacdo (SHELDON,
1997; SALGADO et al., 2007; HOUSSAYE, 2008; TALEVI, 2010; HOUSSAYE et al.,
2013; HEINGARD, 2014). Esse padrdo desorganizado do tecido também foi
identificado em Ichthyosauria do Jurassico (ROTHSCHILD et al., 2012) e em
Chelonioidea atuais e extintas (ROTHSCHILD et al., 2012). Houssaye e Bardet
(2012) consideraram as taxas de Mosasauria mais altas do que os Squamatas
existentes. Os atuais representantes dos Squamatas apresentam canais simples
com orientacdo radial apenas em taxons de grande porte (DE BUFFRENIL et al.,
2008). Os exemplares CAV-2V, CAV-3V, CAV-5V e CAV-5V.2 apresentam alta
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vascularizacdo e tecido com abundantes fibras altamente desorganizadas, sugerindo
altas taxas de crescimento 6sseo (AMPRINO, 1947; DE MARGERIE et al., 2002).

O osso paralelo-fibroso é um tecido intermediério entre o fibroso e o lamelar
(FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990). O tecido paralelo-fibroso foi encontrado nas
vértebras (HOUSSAYE; TAFFOREAU, 2012; HOUSSAYE; BARDET, 2012) e 0ss0s
longos (HOUSSAYE et al., 2013) de mosassauros hidropélvicos. Heingard (2014)
verificou a existéncia tanto de tecido paralelo-fiboroso quanto de fibrolamelar em
0ss0s longos e vértebras de mosassauros hidropélvicos e associou 0 mosassauro
derivado Platecarpus' ptychodon, ao crescimento encontrado em Ichthyosauria e
Plesiosauria. O tecido do tipo entrelacado fibroso e fibrolamelar sugerem deposicéo
Ossea rapida em espécies com alto metabolismo e altas taxas de crescimento (DE
BUFFRENIL; MAZIN, 1990; CHINSAMY, 1997; HUTTENLOCKER et al., 2013) tendo
sido observado em varios grupos marinhos extintos como Ichthyosauria
(HOUSSAYE et al., 2014), como também na tartaruga-de-couro Dermochelys,
(HOUSSAYE, 2013). Nesse trabalho, CAV-5V, CAV-5V.2, CAV-3 e CAV-2
apresentaram predominancia do tecido paralelo-fibroso, mas associados aos tecidos
fibrolamelar e fibroso. No entanto, CAV-2V ainda apresentou o tecido paralelo-
fibroso de fibra incomum que possui um crescimento intermediario entre o tecido
fibrolamelar e o fiboroso (HOUSSAYE; BARDET, 2012). Isso sugere que as altas
taxas de crescimento eram semelhantes as da tartaruga-de-couro Dermochelys e
CAV-2V poderia ainda ter o crescimento superior, intermediario entre Plesiosauria e
Ichthyosauria (BERNARD et al., 2010).

Krahl et al. (2013) analisaram a histologia 6ssea de Nothosauria, Pistosauria e
Plesiosauria a fim de comparar e avaliar 0 metabolismo e o crescimento 6sseo ao
longo da linhagem filogenética dos Sauropterygia. No grupo mais basal,
Nothosauria, 0 cértex era espesso e a cavidade medular expandida, diferentemente
de Pistosauria. Com a evolucado, a cavidade medular também foi sendo reduzida
para melhor adaptacdo a vida na agua (HOUSSAYE, 2009; 2013). Em Plesiosaurus
dolichodeirus, do Jurassico, o tecido fibrolamelar apresentou uma reducédo ainda
maior da cavidade medular em um adulto com crescimento finalizado (KRAHL et al.,

2013). Esses dados sugerem um aumento das taxas metabdlicas desde grupos mais
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basais que foram evoluindo e tornando-se maiores ao longo da linhagem

filogenética.

Fostowicz-Frelik e Gazdzicki (2001) encontraram nas veértebras centrais, em
0ssos da cintura (pélvica e escapular) e costela uma total compactacdo 6ssea em
plesiossauros subadultos. Neste estudo, AK-316-2, CAV-1V, AK-316-4
apresentaram todo o cértex e medula compactados com muitos canais vasculares
reticulares, indicando uma alta taxa de crescimento. CAV-A1l e AK-317 reportaram
0 mesmo padrdo compactado com um rapido crescimento e presenca do tecido
entrelacado fibroso. O tipo do tecido plexiforme/radial com orientacdo reticular dos
canais vasculares € conhecido por apresentar as maiores taxas de crescimento
0sseo, diferentemente dos canais longitudinais que teriam a menor taxa de
crescimento (FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990). Esse padrdao de tecido e
orientacdo dos canais foram observados em varios estudos de Plesiosauria (OSSA-
FUENTES et al., 2017; WIFFEN et al., 1995; LIEBE e HURUM, 2012).

6.2 Ontogenia

A microestrutura O0ssea é uma ferramenta que pode ser utilizada na
identificacdo ontogenética de organismos, principalmente extintos (ENLOW 1969;
DE BUFFRENIL; MAZIN 1990; CHINSAMY, 1990; WIFFEN et al., 1995;
CRUICKSHANINS et al. 1996; CURRY, 1999; HORNER et al., 1999; ELEUTERIO et
al., 2015). O osso histologicamente vai se modificando ao longo da vida do animal e
deixa marcas que podem ser interpretadas ap6s a sua morte. O grau de
remodelamento estabelecido com a deposicdo e reabsorcdo Ossea, esta
principalmente relacionado a maturidade esquelética em tetrapodes, como
mamiferos terrestres e dinossauros (KLEIN; SANDER, 2008; MITCHELL et al.,
2017). Em individuos adultos é de se esperar uma remodelacdo 6ssea maior quando
comparado ao estagio juvenil (FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990; CHINSAMY-
TURAN, 2005).
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Em Plesiosauria, a microestrutura 0ssea varia ao longo da ontogenia, com
juvenis apresentando um tecido denso compactado (WIFFEN et. al., 1995; ARAUJO
et. al., 2015; OSSA-FUENTES et. al., 2017; O'GORMAN et. al., 2016), enquanto na
fase adulta desenvolvem um tecido esponjoso ou trabecular (WIFFEN et. al., 1995;
TALEVI; FERNANDEZ, 2014; TALEVI, 2015; SATO et al.,, 2018; GARAT, 2019).
Com base na microestrutura, o grau de remodelamento 0sseo associado com a
compactacdo do tecido tem sido melhor indicativo para estimar o estagio
ontogenético em Plesiosauria (TALEVI, 2015). Aqui, o0 menor grau de remodelacao e
compactacdo foram encontrados em CAV-11V e AK-317 permitindo a sua
associacao a Plesiosauria juvenis. Exemplares com maior alto grau de remodelacéo
e linhas de pausa de crescimento foram associados aos individuos mais maduros,
embora nenhum tenha depositado as lamelas externas (EFS). Em mosasauroides
hidropélvicos, a microestrutura dos ossos € semelhante entre jovens e adultos
durante toda a ontogenia (HOUSSAYE; TAFFOREAU 2012), o que dificulta sua
identificacdo ontogenética baseada apenas nesse critério.

O crescimento do animal depende da efetiva acdo dos condroclastos atuando
na reabsor¢cdo da cartilagem para a deposicdo do tecido 6sseo (FRANCILLON-
VIEILLOT et al., 1990). A presenca de cartilagem calcificada em um plesiossauro
Elasmosaurus neonatal ja foi reportada por Ossa-Fuentes et al. (2017), também em
0sso propodial e escapula por O'Gorman et al. (2017) em Aristonectes. Ambos
apresentavam lacunas de Howship e a linha de Kastschenko (FRANCILLON-
VIEILLOT et al.,, 1990) que separa o tecido medular do cortical. Durante o
crescimento do o0sso longo na producdo da cavidade medular, a cartilagem
embrionéria persiste e ndo é destruida pela acdo dos condroclastos formando a fina
linha de Kastschenko (FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990). A presenca desta linha
indicaria que a idade ontogenética da amostra era perinatal no momento da sua
morte FRANCILLON-VIEILLOT et al., 1990). As seccfes de CAV-All e AK-317 nao
apresentavam essa linha, mas estavam presentes a cartilagem calcificada e todo o
padrdo microestrutural encontrado previamente por Ossa-Fuentes et al. (2017) e
O'Gorman et al. (2017). As lacunas de Howship mostram a presenca de intensa
atividade condroclastica, em Elasmosaurus (Ossa-Fuentes et al., 2017) e

Aristonectes (O’Gorman et al., 2017), assim como apresentado em CAV-All e AK-
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317, o que indica que estes exemplares estavam no estagio juvenil inicial, mas néo

neonatal.

6.3 Adaptacbes microestruturais para a vida na agua

Na evolucdo do esqueleto de tetrapodes secundarios adaptados a vida na
agua, o primeiro estagio evolutivo refere-se a um animal ancestral terrestre que
muda sua forma de vida para uma forma anfibia. Possuia uma estrutura 6ssea em
estagio tubular com uma regido externa cortical e outra medular interna (cavidade)
(TALEVI, 2010; OSSA-FUENTES et al., 2017). Essa forma ancestral ndo utilizava o
osso com funcdo de lastro. Uma forma aquatica primitiva derivada do ancestral
apresentava habito de vida estuarino ou costal, que utilizava o esqueleto com fungéo
de lastro para auxiliar no controle passivo da flutuabilidade do animal aquatico
(OSSA-FUENTES et al.,, 2017). O aumento do lastro 6sseo € chamado de
paquiostose (sensu lato) e ocorre de trés formas: paquiostose (sensu stricto),
osteoclerose ou paquiosteoclerose (Fig. 58) (DE RIQCLES; DE BUFFRENIL, 2001;
TALEVI, 2010).
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Figura 58. Esquema da evolugéo do esqueleto de tetrapodes com adaptac¢des secundarias a vida na
agua. (1) estagio tubular do osso em animais terrestre; (2) as primeiras adaptacdes do osso com
funcdo de lastro em animais aquaticos e semi-aqudticos, a paquiostose s.l., que se divide em
paquiostose s.s., osteoclerose e (2.1) paquiosteoclerose; (3) o estdgio de maior evolugdo do
esqueleto com a osteoporose.
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Fonte: Modificado de Ossa-Fuentes et al. (2017).

A transformag¢do nos animas aquaticos derivados que trouxe a leveza do
esqueleto, permitindo o nado mais ativo com diminuicdo da resisténcia na agua, foi
atingida com a osteoporose (TAYLOR, 2000; DE RICQLES; DE BUFFRENIL, 2001;
OSSA-FUENTES et al., 2017). Fisiologicamente, a osteoporose é causada por
atividade intensa osteoclastica no osso cortical sem a formacédo de novo 0sso para
substituir. A massa e densidade 6ssea sao diminuidas, o esqueleto mais leve torna
possivel uma caca mais ativa e a alimentacdo mais eficiente. Nessas formas, nao ha
mais a funcdo de lastro 6sseo e o ambiente é caracterizado por regides mais
profundas e pelagicas (Fig. 58) (FRANCILLON-VIEILLOT et al.,, 1990; TAYLOR,
2000; DE RICQLES; DE BUFFRENIL, 2001; OSSA-FUENTES et al., 2017). O tipo
de especializacdo presente em cada animal depende de varios fatores como
linhagem filogenética, biomecéanica, estagio ontogenético e/ou hébito de vida

(HOUSSAYE, 2013).
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A paquiostose foi documentada em diversos estudos sobre mosassauros,
incluindo Platecarpus (SHELDON, 1997) e Mosasaurus lemonnieri (TALEVI et al.,
2011). Da mesma forma, a osteoclerose também foi reportada em mosassaurideos
indeterminados (Salgado et al., 2007). Os mosassauros apresentavam trés
morfotipos que marcaram a transicdo da vida terrestre para a pelagica aquatica
(CALDWELL,; PALCI, 2007; HOUSSAYE et al., 2013). A primeira forma era pequena,
com menos de 2 metros de comprimento, possuindo adaptacdées para locomogao
terrestre, como membros plesiopedais e cintura pélvica. A segunda forma, com
tamanhos de 3 a 6 metros, representava uma transicao para o ambiente aquatico,
mantendo membros plesiopedais, mas com modificacbes na cintura pélvica. A
terceira forma, com dimensdes de 4 a 15 metros, estava totalmente adaptada a vida
peldgica, apresentando membros hidropedais e cintura hidropélvica (CALDWELL,
2002; CALDWELL; PALCI, 2007; HOUSSAYE et al., 2013).

A leveza do esqueleto foi essencial para a natacdo pelagica, favorecida pela
formacdo de tecido esponjoso, que ajudava a diminuir o peso corporal e a
resisténcia na agua (HOUSSAYE, 2013; TAYLOR, 2000). Houssaye e Tafforeau
(2012) demonstraram que 0os mosassauros eram nadadores eximios desde as fases
iniciais do desenvolvimento, sem diferencas significativas nos habitats ocupados ao
longo dos estagios de vida. Os espécimes CAV-3V e CAV-2V apresentaram tecidos
osteopordticos, tipicos de mosassauros hidropélvicos, ao contrario de CAV-5V e
CAV-5V.2, que mostraram um grau de porosidade, mas com intensa compactagao
Ossea. Essa diferenca refletia possivelmente nas morfologias apresentadas e nos
modos de vida de cada animal, sugerindo que CAV-5V e CAV-5V.2 eram
representantes de uma transicdo entre a vida aquatica e terrestre, conforme

reportado por Houssaye (2008).

A osteoporose € a condicdo mais comumente registrada em mosassauros,
incluindo Tylosaurus (SHELDON, 1997; HEINGARD, 2014) e Clidastes (HEINGARD,
2014), além de formas mais derivadas como Mosasaurus hoffmani (HOUSSAYE,
2008) e mosassauros indeterminados encontrados na llha James Ross (SALGADO
et al., 2007; TALEVI et al., 2011). Neste estudo, também observou-se essa condi¢cao

em CAV-2V e CAV-3V. A leveza do esqueleto resultante da osteoporose confere
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uma estrutura mais leve, com menor massa e densidade, favorecendo a eficiéncia

de nado em espécies pelagicas (TAYLOR, 2000).

Além disso, a presenca de esqueleto osteoporotico ja foi documentada em
diversas pesquisas sobre Plesiosauria, especialmente em estagios ontogenéticos
adultos (WIFFEN et al., 1995; SALGADO et al., 2007; TALEVI, 2010; SATO et al.,
2018; GARAT, 2019). Essas investigacbes associam 0 comportamento dos
plesiossauros a capacidade de cruzar aguas abertas, profundas e pelagicas. Em
espécimes como CAV-A3, AK-37C e CAV-12V, observou-se uma microestrutura
semelhante, adaptada a vida aquatica, apresentando tecido osteoporético em

conjunto com trabéculas e numerosos espacos de reabsorcao.

Ao comparar com animais modernos, como golfinhos e baleias, observa-se
gue o0s cetdceos possuem 0ssos leves, com baixa densidade e massa,
caracteristicas também presentes em répteis aquaticos extintos (TAYLOR, 2000).
Neste estudo, analisamos espécimes que exibem essas mesmas caracteristicas,
proporcionando uma compreensdo mais abrangente dos aspectos paleoambientais
e paleobiologicos desses animais extintos. Os mamiferos aquaticos, como sirénios e
cetaceos, sdo exemplos ideais para reconstruir o modo de vida de répteis que se
adaptaram secundariamente a vida aquatica. Os sirénios, por sua vez, apresentam
osteoclerose e paquiosteoclerose em varios ossos (HOUSSAYE, 2009), refletindo
comportamentos ambientais e caracteristicas osteohistologicas semelhantes. A
flutuabilidade de um animal pode ser significativamente influenciada por alteragbes
no volume e na densidade do esqueleto (TAYLOR, 2000). Condicbes
osteoporéticas, aliadas a um volume pulmonar reduzido, podem proporcionar
flutuabilidade neutra em diferentes profundidades. Em contrapartida, um aumento na
massa 6ssea pode resultar em uma faixa de flutuabilidade neutra mais restrita e em
aguas rasas (TAYLOR, 2000). Essa relacdo entre estrutura 0ssea e flutuabilidade é

crucial para entender como esses animais se adaptaram a seus habitats aquaticos.

Mergulhos profundos, longos ou repetitivos realizados por vertebrados
aquéticos extintos resultaram em alteragcbes Osseas conhecidas como necrose
avascular ou doenca descompressiva (ROTHSCHILD; MARTIN, 1987). Essa
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patologia ocorre devido a interrupcdo do fornecimento de sangue ao esqueleto
(ROTHSCHILD; MARTIN, 1987), e esqueletos mais densos sdo considerados mais
suscetiveis ao desenvolvimento dessa condicdo (MARTIN; ROTHSCHILD, 1989). A
doenca descompressiva foi observada em diversos vertebrados répteis extintos,
incluindo Mosasauria (SHELDON, 1997; HEINGARD, 2014), Ichthyosauria
(ROTHSCHILD et al.,, 2012), Plesiosauria (ROTHSCHILD; STORRS, 2003) e
tartarugas marinhas (ROTHSCHILD, 1987, 1991). Embora os grupos Plesiosauria e
Ichthyosauria tenham existido por longos periodos, mudancgas funcionais em seus
estilos de vida, especialmente com mergulhos mais profundos nas formas mais
derivadas, podem ter contribuido para a descompressao observada em seus 0sso0s
(ROTHSCHILD et al., 2012; ROTHSCHILD; STORRS, 2003). No caso dos
Mosasauria, Sheldon (1997) identificou necrose avascular em todos os exemplares
de Platecarpus e Tylosaurus, enquanto ndo encontrou essa condicdo em Clidastes.
Nos espécimes CAV-5V e CAV-5V.2, foi observada uma descontinuacdo do tecido
na diagonal, preenchida por sedimento. Essa condi¢cdo pode estar associada a um
esqueleto denso, sugerindo uma ligacdo entre a estrutura 0ssea e a necrose
avascular. A analise osteohistologica desses fragmentos oferece insights valiosos
sobre as adaptacdes e patologias enfrentadas por esses vertebrados aquaticos ao

longo de sua evolugéo.

A doengca descompressiva em mamiferos como pinguins (KOOYMAN;
PONGANIS, 1994), golfinhos (RIDGEWAY; HARRISON, 1986) e baleias
(MATTHEWS, 1978), revelaram que um volume pulmonar menor seria necessario
para mergulhos mais profundos em resposta ao aumento da pressédo nos mergulhos
profundos. Com esse aumento, 0 gas poderia atingir o sistema circulatério em
reposta ao possivel colapso do pulmdo (MARTIN; ROTHSCHILD, 1989). Baleias
atuais mergulham profundamente em busca do alimento, o que poderia resultar no
desenvolvimento da sindrome da descompressdo, mas esta ausente em todos o0s
taxons modernos (BEATTY; ROTHSCHILD, 2008). Alteragdes na fisiologia
circulatéria em Cetaceos (BEATTY; ROTHSCHILD, 2008) podem ter melhorado a
capacidade de mergulho desses animais que viveram um tempo geologicamente

mais prolongado quando comparados aos mosassauros.
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6.4 Remodelacdo haversiana em animais aquéaticos

O valor funcional da remodelacdo haversiana tem sido associada ao
crescimento, reparo e desenvolvimento do tecido 6sseo, bem como a reposi¢ao
mineral para a homeostase e/ou adaptacdo mecéanica (WITTEN; HUYSSEUNE,
2009). Em plesiossauros foi sugerido que ocorre a formacédo do osso haversiano no
esqueleto que sofre maior atrito e estresse mecanico no ambiente (LIEBERMAN et
al. 2003). Segundo Talevi e Fernandéz (2014) em um estudo histolégico realizado
com elementos do mesmo individuo, ossos do umero e vértebras caudais sofrem
maior estresse na agua, apresentando uma remodelacdo 6ssea haversiana mais
intensa. Enquanto os elementos da costela e cintura pélvica com menor atrito e
estresse mecanico durante o nado, apresentariam menor remodelagdo. Tornar o
esqueleto rigido com a remodelacdo haversiana dificultaria o nado e a predacdo. A
manobrabilidade, nesse caso, seria dificultada pela rigidez corporal. Foi observado
para todos os plesiossauros deste estudo, o tecido haversiano com menor ou maior
grau de remodelacdo Ossea, que poderia estar relacionado a paleobiologia e/ou
paleocologia. A histovariabilidade funcional em cada elemento do esqueleto deve ser
considerado em plesiossauros Elasmosaurus, como ja foi reportado em aves (DE
MAGERIE, 2002) e pterossauros (SAYAO, 2003).

Fatores filogenéticos também podem estar envolvidos no desenvolvimento do
tecido haversiano intenso (TALEVI; FERNANDEZ, 2014). O aspecto filogenético
também seria um fator a se considerar na formacdo do tecido haversiano. Em
linhagens que incluia os Sauropterygia mais basais, Nothosaurus spp. e Pistosaurus
longaevus do Tridssico e Plesiosaurus dolichodeirus do Jurassico, foi discutida a
evolucao do tecido e héabito de vida desses animais. Em Plesiosauria o metabolismo
era bem mais desenvolvido e a alta remodelacdo haversiana com diminuicdo da
cavidade medular foram fatores importantes selecionados ao longo da linhagem
(KRAHL et al., 2013). Outra condicao ja discutida neste trabalho que também influiu
significativamente a formagdo do tecido haversiano seria a ontogenia em

Plesiosauria no estagio adulto (WIFFEN et al., 1995). Dessa forma, o tecido
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haversiano ndo pode ser explicado apenas por um fator, diversos aspectos tiveram

relacdo com o seu desenvolvimento em Plesiosauria.

6.5 Comparagdes microestruturais dos osteodermos

A microestrutura dos espécimes assemelha-se as caracteristicas 6Osseas
metaplasicas em osteodermos, como apontado por Main et al. (2005), caracterizado
por um tecido 6sseo dérmico amorfo, pouco vascularizado com fibras numerosas e
orientadas em varias direcdes. Outra caracteristica € a falta de canaliculos nas
lacunas dos ostedcitos (LEVRAT-CALVIAC; ZYLBERBERG, 1986). Diferentemente
dos 0ssos neoplasicos, ndo possui o desenvolvimento de periésteo, sendo formado
a partir de tecidos conjuntivos densos, como ligamentos e tenddes (HAINES;
MOHUIDDIN, 1968; ORGAN; ADAMS, 2005), e no caso dos osteodermos de
anquilossauros e arcossauros, de fragmentos da derme (MAIN et al., 2005;
VICKARYOUS; SIRE, 2009).

Os espécimes deste estudo ndo apresentam marcas de crescimento e
reconstrucdes secundarias densas. Alguns osteodermos de anquilossauros também
sdo desprovidos de tais caracteristicas (HAYASHI et al., 2010), enquanto outros
foram diferenciados em relatos anteriores pela ocorréncia de tecido 0sseo lamelar
primario com linhas de pausa de crescimento e extensa reconstrugdo secundéria
(SCHEYER; SANDER, 2004; MAIN et al., 2005). Tal distin¢céo foi considerada como
representando estagios ontogenéticos distintos, sendo os estagios juvenil/subadulto
caracterizados pelo rapido crescimento do 0sso e posteriormente substituidos no
estagio adulto pelo osso lamelar com linhas de pausa de crescimento e 0SSO
secundario por processos de erosdo/reconstrucao (MAIN et al., 2005; HAYASHI et
al., 2009, 2010).

Ornitisquios polares (por exemplo, ornitopodes e nodossaurideos) e
dinossauros terépodes tém dinamica de crescimento semelhante aos taxons de

latitudes mais baixas (WOODWARD et al., 2011). Isso é observado, por exemplo, na
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microestrutura dos ossos longos da Antarctopelta (CERDA et al., 2019). Esse
padrdo microestrutural € marcado por um rapido crescimento precoce, reduzindo o
tempo desses grupos a predacédo e periodos de extenso estresse ambiental, como o
inverno polar (WOODWARD et al., 2011; CERDA et al., 2019). Em nodossaurideos,
0 espessamento do nucleo e o aumento da vascularizacdo nos osteodermos
corporais sugerem algum papel na remobilizacdo do célcio para o equilibrio
fisiolégico, como nos titanossauros (CURRY ROGERS et al., 2011; VIDAL et al.,
2017). Portanto, a estrutura dos osteodermos do corpo, juntamente com a estratégia
de crescimento observada nos o0ssos longos, pode ter sido pré-adaptacdes a
colonizacao de altas latitudes em relagdo aos anquilossaurideos. Além disso, a falta
de marcas de crescimento dos osteodermos neste estudo sugere que pelo menos
parte de seu crescimento e desenvolvimento esquelético ndo foi interrompido pelas

severas condicdes ambientais.

A presenca de fibras estruturais no osso primario € encontra em varios
dinossauros (HORNER et al., 2000). No tecido secundario, a formacgéo desses feixes
mineralizados das fibras de colageno é diagnostico para o grupo Ankylosauria
(STEIN et al., 2013). Esse padrdao de fibras estruturais no osso secundario foi
reportado tanto nos osteodermos (DE RICQLES et a, 2001; SCHEYER; SANDER,
2004; CERDA et al., 2019) quanto nos ossos longos (STEIN, et al., 2013; CERDA et
al., 2019). Os osteodermos identificados neste estudo apresentaram essa
caracteristica chave para a associacdo histolégica, semelhante a encontrada por
Scheyer e Sander (2004) em dois Nodosauridae, Struthiosaurus sp e Nodosauridae
indeterminado, respectivamente. O arranjo das fibras estruturais encontradas por
Scheyer e Sander (2004) sdo aparentemente aleatérias, mas possuem um arranjo
altamente organizado. Dois conjuntos de fibras estruturais, um em paralelo e
perpendicular a superficie do osteodermo, e um obliquamente ao primeiro, formando
um arranjo tridimensional. Esse arranjo ndo se aplica a todos os Ankylosuria, apenas
aos Nodosauridae e os Ankylosauridae. Em Struthiosaurus, esse arranjo € mais
baixo com a presenca de Gsteons primarios e secundarios. A mesma relacao foi

encontrada nos osteodermos aqui estudados.

A principal diferenca entre anquilossaurideos e nodossaurideos de origem

tardia € o cortex basal e a espessura do nucleo (BURNS; CURRIE, 2014). Os novos
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espécimes descritos aqui foram filogeneticamente inferidos como nodosaurideos, e
sua espessura do cortex indica que eles tém alguns dos cortices mais finos entre 0s
nodosaurideos, mesmo que o cortex possa ter sido parcialmente perdido devido ao
intemperismo. Considerando o padrdo osteodérmico, sugere que 0s espécimes de

CAV estao mais intimamente relacionados aos nodossaurideos de origem tardia.

6.6 Comparacdes microestruturais dos pterossauros com outros

tetrapodes

A presenca de lamelas externas (Sistema Fundamental Externo - EFS) foi
utilizada anteriormente para inferir a maturidade somatica em individuos
amostrados, indicando o término do desenvolvimento da circunferéncia periosteal
(CORMACK 1987; STARCK; CHINSAMY 2002; PONTON et al., 2004). No entanto,
0S 0ss0s ainda podem se tornar mais robustos (WOODWARD et al. 2011, KELLNER
et al.,, 2013; LEE; O'CONNOR, 2013, ANDRADE et al. 2015). Comparacdes com
osteohistologias de outros tetrapodes relatados do mesmo depdsito, como
dinossauros ornitopodes e plesiossauros, mostram diferencas significativas em
relacdo a MN 7800-V. Os ornitopodes apresentam um cértex mais robusto, com
0sso pouco entrelacado a fibras paralelas compondo o 0sso primario e um cortex
externo quase exclusivamente lamelar (HORNER et al. 2009; WERNING 2012). Este
clado também exibe um cértex interno fortemente remodelado por Osteons
secundarios, estendendo-se até o coOrtex médio, com total auséncia de restos
primarios originais (WERNING, 2012). Outra diferenca é a presenca de crescimento
ciclico em ornitopodes, caracterizado por multiplas linhas de pausa de crescimento
(LAGs). Essas caracteristicas osteohistologicas diferem do osso fibrolamelar

encontrado em MN 7800-V, que também nado apresenta um cortex remodelado.

O EFS j& foi registrado em mamiferos (CORMACK, 1987), aves (PONTON et
al., 2004), dinossauros nao-aviarios (ERICKSON et al. 2004; HORNER; PADIAN,
2004; PADIAN et al., 2004) e crocodilomorfos (WOODWARD et al., 2011; ANDRADE
et al., 2015). Em pterossauros, o0 EFS esta até agora restrito a poucos espécimes
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(SAYAO 2003; STEEL 2008; KELLNER et al., 2013), sendo raro em téaxons nao-
pterodactiloides, com apenas dois registros (GROSS, 1934; DE RICQLES et al.,
2000) e, até 0 momento, ausente em muitos grupos derivados de pterodactiloides,
como os azhdarchoids. Em todas as ocorréncias conhecidas do EFS, o cortex é
marcado pela presenca de LAGs, que ndo foram observadas em MN 7800-V, uma
caracteristica que deve ser investigada mais a fundo. Apesar da auséncia de outras
caracteristicas microestruturais, o espécime foi identificado como um adulto que ja

completou ou estava prestes a completar seu crescimento somatico.

A osteohistologia de plesiossauros é bastante peculiar, com a matriz 6ssea
preenchendo quase completamente a regido medular, formando um esqueleto
denso semelhante ao osteoesclerético (SALGADO et al. 2007; OSSA-FUENTES
2017), assim como foi observado neste estudo para CAV-A2, AK-316-2 e CAV-1V,
identificados com as mesmas caracteristicas. Isso difere notavelmente da condi¢ao

de MN 7800-V, que apresenta um cortex mais fino com uma cavidade medular livre.



123

7 CONCLUSAO

A andlise da osteohistologia dos fragmentos Osseos coletados na Baia de
Santa Marta, na ilha James Ross, revelou uma predominancia de animais marinhos
em comparacgao aos terrestres. Dos vinte e um espécimes estudados, 0os seguintes
foram associados a diferentes grupos: CAV-A3, CAV-12V, AK-37C, CAV-4V, CAV-
A2, CAV-All, AK-317, AK-316-2, CAV-1V, AK-316-4, AK-316-1, AK-316-3, CAV-Al
e AK-316-0 pertencem a Plesiosauria; CAV-5V, CAV-5V.2, CAV-2V e CAV-3V
representam Mosasauria; CAV-Al15, CAV-A4 e CAV-A1l0 estdo associados a
dinossauros anquilosaurideos do grupo Ankylosauria; e MN 7800-V foi classificado

como representante dos pterossauros.

Inferéncias paleoecoldgicas e paleobioldgicas foram realizadas para todos os
fragmentos analisados. A diversidade nas adaptagBes aquaticas foi notavel, com
estruturas esqueléticas densas para flutuabilidade em ambientes costeiros e
estuarinos, enquanto o esqueleto mais leve estava adaptado ao ambiente pelagico.
Observou-se que o0s animais com adaptacoes secundarias a vida aquatica
apresentaram padrdes relacionados a osteoporose, osteosclerose, paquiostose e
paquiosteoclerose, indicando uma variedade de estratégias de suporte e adaptacéo

a vida na agua.

Plesiosauria foi o grupo mais abundante na amostra, com uma diversidade e
distribuicdo amplamente reconhecidas em nivel global. Para inferir a ontogenia dos
plesiossauros, € fundamental considerar os padrbes vasculares, a compactacéo
0ssea e 0s tipos de tecidos presentes. Esses fatores sdo cruciais para entender o
desenvolvimento, a evolucéo e as adaptacdes dos plesiossauros ao longo do tempo,
refletindo como esses organismos responderam a pressées ambientais e biolégicas

ao longo de sua histéria.

Entre os grupos terrestres identificados, destacam-se os Ankylosauria, cujos
fragmentos de osteodermos sdo historicamente pouco estudados e raramente
registrados. A comparacdo com um espécime da Antartica possibilitou discutir

semelhancas nas fibras estruturais organizadas de maneira ortogonal no 0sso
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secundario. Além disso, o primeiro pterossauro da Antértica foi identificado, e sua
microestrutura pode fornecer informacdes valiosas para a taxonomia e filogenia dos

pterossauros na regiao.

Este estudo confirma a viabilidade de identificar fragmentos 6sseos por meio
da histologia, desde que apresentem padrdes exclusivos de determinados grupos de
vertebrados. No entanto, o refinamento dessa identificacdo ainda € um desafio,
limitando-se muitas vezes a determinacdo de grandes grupos, o que destaca a
necessidade de mais pesquisas para aprimorar as técnicas de analise e

interpretacao.
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Abstract: Fossil vertebrates from Antarctica are considerably rare, hampering our understanding of the
evolutionary history of the biota from that continent. For several austral summers, the PALEOANTAR
project has been carrying out fieldwork in the Antarctic Peninsula in search for fossils, particularly
Cretaceous vertebrates. Among the specimens recovered so far are two bones referable to Pterosauria,
more specifically to the Pterodacyloidea, the first volant reptiles from Antarctica to be fully described.
MN 7800-V (part and counterpart) was recovered from a moraine at the Abernathy Flats (Santa Marta
Formation, Lachman Crags Member, Santonian-Campanian) on James Ross Island. It is interpreted
as the distal articulation of a first phalanx of the wing finger, representing an animal with an estimated
wingspan between 3 and 4 m. The second specimen (MN 7801-V) comes from Vega Island (Snow Hill
Island Formation, Maastrichtian) and is identified as a wing metacarpal IV of an animal with an estimated
wingspan from 4 to 5 m. These occurrences show that pterodactyloids inhabited the Antarctic Peninsula at
least during the Upper Cretaceous and demonstrate that large pterosaurs were widespread through all parts
of the planet during that period.
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INTRODUCTION

Pterosaurs were volant reptiles that existed for
most of the Mesozoic Era, and became extinct
at the end of the Cretaceous (e.g., Kellner 2006,
Barrett et al. 2008). Their record is quite irregular,
with a few deposits contributing to the majority of
the recovered specimens and taxonomic diversity
(Kellner 1994).

Until now, the only record of these flying
reptiles reported from Antarctica is a humerus
that was recovered from the Early Jurassic Falla
Formation, in the Central Transantarctic Mountains
(Hammer and Hickerson 1994). It was regarded
as representing a “rhamphorhynchoid” (= non-
pterodactyloid) and tentatively referred to the
Dimorphodontidae (Hammer and Hickerson
1996). This specimen was subsequently figured
but without a detailed description (Hammer and
Hickerson 1999, fig. 5).

In 2006/2007, a team led by the Museu
Nacional/UFRJ developed the project
PALEOANTAR aiming to search for fossils
at distinct locations of Northern Antarctic
Peninsula (Kellner et al. 2011). All Brazilian
scientific activities in Antarctica are funded
by a special program of the Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) called PROANTAR (Programa Antartico
Brasileiro - Brazilian Antarctic Program) and are
developed in collaboration with the Brazilian Navy.
Due to limitations of funding, only in the austral
summer of 2015/2016 could the PALEOANTAR
project resume, this time including several
other institutions. During that field season,
several researchers worked collaboratively at
James Ross Island (the largest undertaking of
PROANTAR), which included seven researchers
of PALEOANTAR, five researchers of
TERRANTAR (examining Antarctic soils), and
three alpinists. Hundreds of fossils were collected,
the majority housed at the Museu Nacional/UFRJ,
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including ichnofossils, several plant materials
(e.g., logs, leaves, one pinecone, charcoal),
invertebrates (e.g., ammonites, bivalves, corals,
lobsters), teeth (sharks, bony fishes, plesiosaurs),
and isolated bones (fish and reptiles). Among the
specimens recovered during that field season is
one bone divided into two parts (MN 7800-V) that
is here referred to Pterosauria. Two years later,
in the austral summer of 2017/2018, members of
the PALEOANTAR project participated in field
activities at Vega Island under the TERRANTAR
project. Although this and subsequent expeditions
to that island did not recover as many fossils as the
2015/2016 field season, there is one incomplete
element that represents a second pterosaur bone
from the James Ross Archipelago (MN 7801-
V). Both specimens are described here, showing
the presence of flying reptiles in the Antarctic
Peninsula during the late Cretaceous (Fig. 1).
They are housed in the paleovertebrate collection
(Departamento de Geologia e Paleontologia) of
the Museu Nacional (MN) - Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ).

GEOLOGICAL SETTING

The area prospected by PALEOANTAR is situated
in the eastern portion of northern Antarctic
Peninsula, more specifically at the northwestern
part of the James Ross Archipelago where outcrops
of the Larsen Basin are exposed (Fig. 1). The
Larsen Basin is subdivided into the James Ross
and Larsen sub-basins (Macdonald et al. 1988,
Del Valle et al. 1992). The James Ross sub-basin
was formed during the breakup of Gondwana
and has one of the most complete sedimentary
sequences from the Cretaceous to the Paleogene of
the southern hemisphere (e.g., Crame et al. 1996).
These deposits are divided into three groups:
Nodenskjold, Gustav and Marambio (Feldmann
et al. 1993, Hathway 2000, Hathway and Riding
2001, Riding and Crame 2002), the latter being of

€20191300 2|16



ALEXANDER W.A. KELLNER et al.

Antarctic
Peninsula

PTEROSAUR BONES FROM THE ANTARCTIC PENINSULA

(®

AAOC
U U

i Marambio
(Seymour)
Island

James Ross ®
Island J

LEGEND

[ ]Permanentice cap

M Moraine & Alluvium

- James Ross Island Volcanic Gr.
Lépez de Bertodano Fm.

Snow Hill Island Fm.

|:| Herbert Sound Mb. }St. Marta
[ Lachman Crags Mb./Fm.

[ Hidden Lake Fm.

I \Whisky Bay Fm.

Marambio
Group

}Gustav Group

—_Sea

0 10Km

Croft Bay

Figure 1 - Map showing the (a) location of the Antarctic Peninsula and (b) detail of the James Ross and Vega islands.where
fieldwork was carried out. (¢) Geologic map of the prospected area showing where the pterosaur material was collected: A MN
7800-V from James Ross Island and % MN 7801-V from Veja Island.

interest in the present study (Crame et al. 2004,
Fig. 2). Some new geologic data of the Snow Hill
Island and the Lopez de Bertodano formations are
included here.

The Marambio Group crops out in several
islands of the James Ross Archipelago, including
James Ross and Vega islands (Crame et al. 1991). It
comprises siliciclastic deposits, mainly sandstones,
siltstones and mudstones that are intercalated with
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levels of coquina deposited under storm conditions
on the internal and external platform (Crame et
al. 2004). Four formations are recognized in the
Marambio Group: Santa Marta, Snow Hill Island,
Lopez de Bertodano and Sobral (Fig. 2).

The Santa Marta Formation is the basal unit
of the group and thought to have been deposited
between the Santonian and Campanian (Olivero et
al. 1986, Marenssi et al. 2001; Fig. 2). Sandstones,
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Figure 2 - Stratigraphic chart of the James Ross sub-basin,
showing the units where specimens were recovered - A MN
7800-V from James Ross Island and * MN 7801-V from the
Vega Island. Modified from Olivero et al. (1986) and Marenssi
et al. (2001).

siltstone, mudstone, volcanic tuffs and rare
coquinas are the predominant lithologies, regarded
as volcanoclastic deposits formed in a deltaic
system (Scasso et al. 1991, Olivero 2012). In the
northwestern portion of the James Ross Island, the
Santa Marta Formation is divided into the Lachman
Crags and the Herbert Sound members (Crame et
al. 1991).

The Lachman Crags Member (Santonian-
Campanian) is also composed of siliciclastic rocks
with rare conglomerates, reaching a thickness of
about 850 m (Crame et al. 1991). It is overlain
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by the Herbert Sound Member (Campanian-
Maastrichtian), which consists of a 250 m
section composed by fine sandstones with cross-
stratification and coquinas (Crame et al. 1991,
Olivero et al. 1992, Olivero and Medina 2000).
The Snow Hill
(Maastrichtian) shows massive sandstones with

Island Formation

parallel bedding and cross lamination on its base.
Occasionally thin layers of dark and red bioturbated
shales are found at a decimetric scale associated with
layers with calcium carbonate cement that are up to
30 cm thick. Carbonate nodules are very common
and occur in two levels at the medium portion of the
section where invertebrate fossils are concentrated.
According to Olivero (2012), these deposits were
formed in a progradation deltaic system. Coarse to
medium grained sandstones occur on the top of the
sequence, followed by bioturbated sandstones and
siltsones, also containing levels with fossiliferous
concretions, which are interpreted as tidal deposits
formed in a regressive environment (Pirrie et al.
1997).

The Lopez de Bertodano Formation
(Maastrichtian) crops out in the elevated areas
of the Vega, Snow Hill and Seymour islands
(Crame et al. 2004). On Vega Island, its contact
with the underlying Snow Hill Island Formation
is gradational and mostly covered by soil.
It comprises fine to coarse grained massive
sandstones, with dispersed rounded pebbles. The
sandstones reach a thickness up to 3 m, with a
thin layer (~20 cm) of carbonaceous mudstone
at their top. On the lower portion of this unit,
close to the contact with the Snow Hill Island
Formation, fossils were collected by the project
TERRANTAR in the field season of 2017/2018.
This area, revisited by the PALEOANTAR project
in 2018/2019, is characterized by alternating bands
of fine sandstones and friable mudstones with wavy
lamination. They grade to lenticular deposits of
different scales and represent tidal channels within
a tidal-dominated estuarine environment (Olivero

€20191300 4|16



ALEXANDER W.A. KELLNER et al.

etal. 2007). This unit preserved the contact between
the Late Cretaceous and the Paleogene (Milanese et
al. 2019).

The last unit of the Marambio Group is the
Sobral Formation (Paleocene) that crops out mostly
at Seymour Island. It predominantly comprises fine
sandstones and mudstones that were deposited
during two transgressive-regressive cycles
(Marenssi et al. 2012).

Both specimens studied here (MN 7800-V and
MN 7801-V) were not collected in situ, but were
found eroding on the surface, a common feature
of fossil bones in the James Ross Archipelago.
The specimen MN 7800-V is formed by two
parts regarded as belonging to the same bone
(see Description) and was found at the Abernathy
Flats (James Ross Island) by one of the authors
(CWM) while collecting soil in the frame of the
TERRANTAR project. He informed the occurrence
to AWAK and LCW who collected the specimen.
The Abernathy Flats consists of an extended
flattened area between the Crame Col and the Paso
San José, in front of the Brandy Bay. The area
where the specimen was found (S63°53°35,9” /
WS57°55747,3) isamoraine consisting of unlithified
sediments of glacial origin with no outcrops nearby
(Fig. 3). According to geologic maps, the rocks in
that area belong to the Lachman Crags Member of
the Santa Marta Formation (Fig. 2). It came from
the middle portion of this unit, which suggests a
Santonian-Campanian age. No other fossils were
found in a radius of ~200 m.

The second specimen (MN 7801-V) was also
the result of surface collecting, this time at Vega
Island. It was found during field activity of the
TERRANTAR project at the Cape Lamb area in
2017/2018, on the beach (Thales Nunes da Silva,
personal communication). Outcrops of two main
stratigraphic units occur in this area: the Snow Hill
Island and the Lopez de Bertodano formations, both
Maastrichtian in age (Olivero et al. 1986, Marenssi
et al. 2001). Field activity of the PALEOANTAR
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project in the austral summer of 2018/2019
established that most of the fossiliferous layers in
the Cape Lamb area are located close to the contact
between the Snow Hill and the Lopez de Bertodano
formations (S63°51°53.0” x W57°34°20.0”). Based
on the available geologic map, the region close to
the beach are part of the Snow Hill Island formation,
from where MN 7801-V most likely came.

MATERIALS AND METHODS

A portion of the counter part of the specimen MN
7800-V was sampled for paleohistological analysis.
While in the field, this bone was covered by
thermoplastic resin (Paraloid B72) for protection
purposes. The specimen was subsequently
measured and photographed according to the
protocol proposed by Lamm (2013) and the thin
section was prepared using standard fossil histology
techniques (Chinsamy and Raath 1992, Lamm
2013). The sample was embedded in clear epoxy
resin RESAPOL T-208, catalyzed with BUTANOX
M350, and cut with a diamond-tipped blade on a
saw (multiple brands). The mounting-side of the
section was wet-grounded using a metallographic
polishing machine (AROPOL-E, Arotec LTDA)
with Arotec abrasive papers of increasing grit size
(60/P60, 120/P120, 320/P400, 1200/P2500) until a
final thickness of 30-60 microns was reached.

The osteohistological structures were observed
with an optical microscope in transmitted light
mode. Parallel/crossed nicols and fluorescence
filters were used to enhance birefringence.
Histological images were taken using an AxioCam
digital sight camera (Zeiss Inc., Barcelona, Spain)
mounted to an Axio Imager.M2 transmitted light
microscope (Zeiss Inc. Barcelona, Spain). Images
were taken at 56x and 106x total magnification.

DESCRIPTION

The specimen MN 7800-V from James Ross Island
consists of two elements that were found close to
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Figure 3 - The moraine at the Abernathy Flats in James Ross Island, at the moment where the specimen MN 7800-V was collected
by AWAK and LCW.

each other in unlithified sediments with several
large pebbles of different lithologies (Figs. 3, 4).
One portion is preserved in three dimensions, an
uncommon condition in pterosaurs (e.g., Bantim
et al. 2014) whose bones are generally found very
flattened (e.g., Cheng et al. 2017). The second part
consists of a thin surface of bone preserved in a
dark grey matrix formed by sandstone. Both pieces
are about the same size and although the contact
surface does not show a 100% fit because bone is
missing, we regard them as representing the same
element based on the overall morphology and the
particular conditions where they were found.

The main preserved portion of MN 7800-V
has a maximum length of 67.8 mm (Figs. 5a, b).
Several parts of the external bone surface were lost,
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but where measurable, the bone cortex is thin (~1
- 1.5 mm), thus congruent to pterosaur bones. It
comprises a short shaft that expands forming a boot-
shaped articulation, which is typical of the distal
end of pterosaur wing phalanges (e.g., Wellnhofer
1991a). The maximum width (mediolaterally) of
the articulation is 52.1 X 25.4 mm.

A slice of the counterpart of MN 7800-V
was taken for histological analysis (Fig. 5c). The
osteohistological features are consistent with
those observed in pterosaurs (see Steel 2008 for
a review). The bone cortex is thin and presents a
fibrolamellar tissue type (Fig. 5d). The vascular
canals are longitudinal and have similar diameters,
with no sign of anastomoses and composed only
by primary osteons. As far as observations are
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% i #
Figure 4 - Detail of MN 7800-V at the Abernathy Flats in
James Ross Island.

possible, the endosteal cavity does not present
internal lamellae. A film of thermoplastic resin
applied on the specimen in the field, hinders the
visualization of this part of the bone. A thin layer
of avascular periosteal lamellae covers the outer
surface. No growth marks such as zones, annuli
or lines of arrested growth were observed. These
structures are rarely preserved in pterosaurs due
to the extensive endosteal resorption for the
maintenance of the medullary cavity (Steel 2008,
Prondvai et al. 2012), preserving only the most
recent histological events. No resorption zones or
secondary osteons were observed, which indicates
no active remodeling in this individual at time of
death.

The presence of avascular periosteal lamellae
(External Fundamental System - EFS) has been
used before to infer somatic maturity in sampled
individuals, which indicates the ending of the
development of the periosteal circumference
(Cormack 1987, Starck and Chinsamy 2002, Ponton
et al. 2004). However, bones can still become
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more robust (Woodward et al. 2011, Kellner et
al. 2013, Lee and O’Connor 2013, Andrade et
al. 2015). The EFS has already been recorded in
mammals (e.g. Cormack 1987), birds (e.g. Ponton
et al. 2004), non-avian dinosaurs (Erickson et al.
2004, Horner and Padian 2004, Padian et al. 2004),
and crocodylomorphs (Woodward et al. 2011,
Andrade et al. 2015). In pterosaurs, the EFS is
so far restricted to a few specimens (Sayao 2003,
Steel 2008, Kellner et al. 2013), being rare in non-
pterodactyloid taxa with only two records (Gross
1934, De Ricqlés et al. 2000) and, so far, absent
in many derived pterodactyloid groups such as
azhdarchids. In all known occurrences of the EFS,
the cortex is marked by the presence of LAGs,
which were not seen in MN 7800-V, a feature that
should be investigated further. Despite the absence
of other microstructural features, we consider that
the specimen was an adult that has or was about to
complete its somatic growth.

Comparisons with osteohistological sections
of other tetrapods reported from the same deposit,
such as ornithopod dinosaurs and plesiosaurs, show
important differences to MN 7800-V. Ornithopods
have a more robust cortex, with weakly woven to
parallel-fibered bone composing the primary bone
and an outer cortex almost exclusively lamellar
(Horner et al. 2009, Werning 2012). This clade
also shows an inner cortex heavily remodeled by
secondary osteons, extending into the mid-cortex
with the total absence of original primary remains
(Werning 2012). These osteohistological features
differ from the fibrolamellar bone presented by MN
7800-V that also lacks a remodeled cortex. Another
difference is the presence of a cyclic growth in
ornithopods characterized by multiple LAGs.

Plesiosaur osteohistology is very peculiar with
bone matrix filling almost completely the medullar
region, composing a dense osteosclerotic-like
skeleton (Salgado et al. 2007, Ossa-Fuentes 2017).
This differs remarkably from the condition of MN
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Figure 5 - MN 7800-V, (a) and (b) the main portion of the specimen, (c) the counterpart and (d) the osteohistological section
showing the cortex formed basically by primary osteons marked by the arrows, in yellow the smallest vascular canals and in red
more developed vascular canals. Scale bar for (a)-(c)= 50mm, (d) 100um.

7800-V that presents a thinner cortex with a free
medullary cavity.

The second specimen (MN 7801-V) described
here comes from the Vega Island (Fig. 6). It
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consists of a long bone with a preserved length
of 169.2 mm and lacks any articulation (Fig. 7).
Originally, it was collected in one piece, but was

further broken into three parts due to the fire of
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Snow Hill Island Fm

Figure 6 - Contact between the Snow Hill, Lopez de Bertodano e Sandwich Bluff formations at the Vega Island.

the Museu Nacional (Kellner 2019). MN 7801-V
is a naturally compressed element, with one side
flattened (Fig. 7a), the other convex (Fig. 7c), and
rounded margins. The shaft is slightly curved (Figs.
7b, d) and the transverse section at the middle
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portion is D-shaped (37 x 22 mm, Fig. 7¢). The
external bone surface is reasonably preserved and
shows a very thin cortex (~ 0.8 - 1.2 mm), tending
to be thicker at the edges, a common condition in
pterosaurs (Sayao 2003).
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Figure 7 - MN 7801-V, interpreted as the right (?) wing metacarpal collected from Vega Island in (a) anterior, (b) ventral, (c)
posterior and (d) dorsal view; (e) cross section at the middle portion of the shaft (marked by a red line in a), and (f) bone surface at
the anterior view. Scale bars (a)-(e) = 100mm, (F) 10mm.

An Acad Bras Cienc (2019) 91(Suppl. 2) €20191300 10|16



ALEXANDER W.A. KELLNER et al.

DISCUSSION

Despite the efforts of several paleontological
research groups (e.g., Molnar et al. 1996, Case et
al. 2000, Novas et al. 2002, Salgado and Gasparini
2006, Reguero and Gasparini 2007, Reguero et
al. 2013, Kellner et al. 2011, Cerda et al. 2012,
Coria et al. 2013, Roberts et al. 2014, Lamanna
et al. 2019), our knowledge on the Antarctic
vertebrate fauna is still in its infancy. Due to the
harsh conditions that predominate throughout the
year, fieldwork is confined to the austral summer,
when working conditions are more suitable but still
very challenging. When found, the vast majority of
fossil vertebrates is very incomplete, fragmentary
and in many instances difficult to interpret. This
is also the case off the material from James Ross
and Vega islands. Unfortunately, no bone beds have
been identified in both islands.

The specimen MN 7800-V from James Ross
Island is a good example of the fragmentary
nature of vertebrate fossils from Antarctica. It
was recovered from a moraine, quite an unlikely
place for any fossil bone to be found, especially
that of a pterosaur. Notwithstanding, based on the
overall expanded boot-shaped articulation and the
thickness of the cortex, we interpret this specimen
as belonging to the distal end of a pterosaur wing
phalanx (Fig. 8). The osteohistological features
are consistent with this interpretation. Although
the boot-shaped expansion is a feature common to
all distal ends of pterosaur wing finger phalanges
(e.g., Wellnhofer 1991a, b, Kellner and Tomida
2000), we regard MN 7800-V as belonging to
the first wing finger phalanx mainly due to size.
If this assignment is correct, when compared
to other specimens the wingspan of the James
Ross pterosaur would range between 3 and 4
m. Such large wingspans are not seen in non-
pterodactyloid pterosaurs, but are quite common
within the Pterodactyloidea (e.g., Wellnhofer 1978,
1991a). Among pterodactyloids there are several

An Acad Bras Cienc (2019) 91(Suppl. 2)

PTEROSAUR BONES FROM THE ANTARCTIC PENINSULA

clades represented by large flying reptiles (e.g.,
Kellner 2003), with the Pteranodontoidea or the
Azhdarchoidea the best candidates to which MN
7800-V might be classified. The age of the main
deposits of the Lachman Crags Member (Santonian-
Campanian) is consistent with this suggestion.

The identification of MN 7801-V from Vega
Island as a pterosaur is less problematic. Despite
the lack of articulations, the bone-surface is better
preserved in this specimen, with a very thin bone
cortex that is an uncontroversial pterosaurian
feature. Its large size indicates that it is referable to
the Pterodactyloidea as well. Based on size, we also
preclude its referral to the Archaeopterodactyloidea,
which comprises much smaller animals (Kellner
2003).

Regarding which part of the skeleton MN
7801-V represents, there are not many options to be
considered. It is a long bone whose size and overall
morphology leads to the exclusion of the hindlimb.
Although size does notrule out thatit could represent
a phalanx from the wing finger, these bones tend to
show a triangular to subtriangular transverse section
(e.g., Wellnhofer 1978, 1991b) or are T-shaped
(Martill and Frey 1998, Averianov 2014), differing
from the D-shaped condition observed in MN
7801-V (Fig. 7e). The pterosaur ulnae are also quite
long and somewhat anteroposteriorly compressed
(e.g., Wellnhofer 1978, 1985, 1991b, Kellner and
Tomida 2000, Bennett 2001), but their transverse
section is more oval or rounded, differing from the
Vega Island specimen. The metacarpal IV, however,
is elongated and several of these elements show
a D-shaped cross-section (e.g., Wellnhofer 1985,
figure 15), quite similar to MN 7801-V. Therefore,
we interpret this bone as being a wing metacarpal,
possibly from the right side (Fig. 8).

The size of the Vega Island specimen is
also consistent with either a pterosaur from the
Pteranodontoidea or Azhdarchoidea clades,
which have quite distinctive wing configurations
(see Kellner 2003). The age of the Snow Hill
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Figure 8 - General pterosaur outline showing the anatomical position of both specimens collected from the Antarctic Peninsula.
MN 7800-V from the James Ross Island, interpreted as the distal end of the first phalanx of the wing finger (above), and MN 7801-
V, identified as a wing metacarpal IV (below). Not to scale.

Island Formation, however, is Maastrichtian,
when the most predominant flying reptiles were
azhdarchoids, for all Azhdarchidae (e.g., Witton
and Naish 2008, Averianov 2014, Longrich et
al. 2018). Azhdarchoids have proven to be quite
diverse in size (e.g., Martin-Silverstone et al. 2016)

and ecological niche, with potentially different
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feeding strategies (e.g., Langston 1981, Witton and
Naish 2008, Averianov 2014, Kellner and Calvo
2017, Bestwick et al. 2018, Kellner et al. 2019),
and a cosmopolitan distribution. Although at this
point no further taxonomic decision on MN 7801-
V can be made, it can be said to represent a large
pterosaur with an estimated wingspan between 4-5
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m based on comparisons with other pterodactyloids
(e.g., Wellnhofer 1991a, b, Kellner and Tomida
2000, Bennett 2001, Kellner 2003).

The sole other pterosaur specimen reported
from Antarctica is a bone identified as a humerus
that was briefly mentioned (Hammer and Hickerson
1994, 1996) and subsequently figured (Hammer
and Hickerson 1999, fig. 5), but no anatomical
description was presented so far. The published
picture is difficult to interpret. If this specimen
is complete and indeed represents a pterosaur
humerus, this bone is shown from the lateral rather
than from the dorsal view. The proximal articulation
is expanded and the portion of the bone that might
have been interpreted as the deltopectoral crest is
triangular. Based on the anatomy of Dimorphodon
humeri (e.g., Wellnhofer 1978, Padian 1983,
Unwin 1988), the shaft is curved, differing from
the straight bone reported from Antarctica. In
Dimorphodon, the deltopectoral crest is longer,
does not extend as deep on the shaft and is not
triangular. If the reported bone from Antarctica is
indeed pterosaurian, it differs from Dimorphodon
and, based on the available information, cannot be
assigned to any specific pterosaur clade.

CONCLUSIONS

Although very fragmentary, like most vertebrate
fossils recovered from Antarctica, the specimens
MN 7800-V and MN 7801-V indicate that large
pterodactyloid pterosaurs were present in the
Antarctic Peninsula region at least from the
Santonian to the end of the Cretaceous. To our
knowledge, these specimens are also the first from
Antarctica to be fully described, demonstrating
that at least during the Late Cretaceous, large
flying reptiles could reach all parts of the planet.
Continuous fieldwork in this region will certainly
reveal additional and better-preserved material of
these flying reptiles, filling in one of the gaps of our
knowledge of their evolutionary history.
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On a further note, we would like to point out
that MN 7801-V is the first specimen recovered
from the debris of the Museu Nacional after the fire
that affected this institution in 2018 (e.g., Kellner
2019) to be studied. Several important specimens
were recovered so far, and we are sure that more
will follow during the recovery and rebuilding
activities of this worldwide important institution.
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Abstract—The body armor of ankylosaurians is a unique morphological feature among dinosaurs. While
ankylosaurian body armor has been studied for decades, paleohistological analyses have only started to
uncover the details of its function. Yet there has been an overall bias toward sampling ankylosaurian
remains from the Northern Hemisphere, with limited quantitative studies on the morphological and
functional evolution of the osteoderms composing their body armor. Here, we describe new ankylosaur-
ian materials recovered from the Late Cretaceous of Antarctica that, in combination with data compiled
from the literature, reveal new insights into the evolution of the ankylosaurian body armor. Based on histo-
logical microstructure and phylogenetic results, the new Antarctic material can be assigned to Nodosaur-
idae. This group shares the absence/poor development of their osteodermal basal cortex and highly
ordered sets of orthogonal structural fibers in the superficial cortex. Our morphospace analyses indicate
that large morphological diversity is observed among both nodosaurids and ankylosaurids, but osteo-
derms became more functionally specialized in late-diverging nodosaurids. Besides acting as effective pro-
tection against predation, osteoderms also exhibit highly ordered structural fibers in nodosaurids, enabling a
decrease in cortical bone thickness (as in titanosaurs), which could have been co-opted for secondary func-
tions, such as calcium remobilization for physiological balance. The latter may have played a key role in
nodosaurid colonization of high-latitude environments, such as Antarctica and the Arctic Circle.
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Introduction

Ankylosaurian dinosaurs are one of the most
peculiar groups of reptiles in the fossil record
due to their extensive body covering of osteo-
derms creating a massive body armor that is
unlike any other in the evolution of dinosaurs
(e.g., Kirkland et al. 2013; Brown et al. 2017).
Osteoderm size and shape are diverse among

ankylosaurian groups and even across distinct
body regions within the same individual (e.g.,
tail knobs, ossicles, spines, and thoracic
osteoderms; Brown et al. 2017). However, the
usage of osteoderm features to better under-
stand ankylosaurian phylogeny and evolution-
ary patterns is still in its infancy. For instance,
using osteoderm characters for phylogenetic
reconstructions of ankylosaur phylogeny is

© The Author(s), 2023. Published by Cambridge University Press on behalf of The Paleontological Society. This is an Open
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relatively recent (Hill 2005; Burns and Currie
2014; Arbour and Currie 2016; Soto-Acuna
et al. 2021). In studies of osteoderm variation
among distinct ankylosaurian groups, paleo-
histological analyses indicate some major dif-
ferences in microstructure patterns (Scheyer
and Sander 2004; Hayashi et al. 2010; Burns
and Currie 2014). However, such differences
have rarely been investigated in a macroevolu-
tionary context using quantitative methods.

Additionally, the ankylosaurian fossil record
is marked by major geographic sampling
discrepancies, such as the larger sampling of
ankylosaurians in the Northern Hemisphere
compared with the southern continents
(Arbour and Currie 2016; Arbour et al. 2016).
This biogeographic sampling discrepancy
inherently limits the taxonomic and morpho-
logical information available on this group on
a global scale, which may impact our under-
standing of their taxonomic and morphological
diversity, as shown by recent discoveries (e.g.,
Maidment et al. 2021; Soto-Acuna et al. 2021;
Frauenfelder et al. 2022). Therefore, further
sampling of ankylosaur remains from conti-
nents derived from Gondwana is critical to bet-
ter understand their evolutionary trajectories.

The Antarctic continent is the most underex-
plored frontier of paleontology in the Southern
Hemisphere (and perhaps globally). Antarctica
represents a significant portion of all land-
masses in the Southern Hemisphere, but only
very few regions have exposed sedimentary
outcrops that can provide insights into the evo-
lution of life on Earth (e.g., Olivero 2012b;
Burton-Johnson and Riley 2015; Piovesan et al.
2021). Despite such limitations, several verte-
brate remains have been discovered in Antarctica
over the past few decades. These discoveries
include plesiosaurs (e.g., O’Gorman et al. 2019;
Brum et al. 2022), pterosaurs (Kellner et al.
2019), and dinosaurs (Lamanna et al. 2019); for
an updated survey of fossil vertebrates in the
Upper Cretaceous of Antarctica, see Reguero
etal. (2022). Importantly, this includes one anky-
losaurian species, Antarctopelta oliveroi Salgado
and Gasparini, 2006— although there is some
dispute on the validity of this taxon (Arbour
and Currie 2016; Rozadilla et al. 2016).

Since 2007, the project PALEOANTAR (orga-
nized by the Museu Nacional/Universidade
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Federal do Rio de Janeiro, Brazil) has been
working in the Antarctic Peninsula to shed
light on the diversification and evolutionary
history of Antarctic ecosystems in the deep
past (Lima et al. 2021; Kellner 2022; Santos
et al. 2022), including studies on Mesozoic ver-
tebrates (e.g., Kellner et al. 2011, 2019; Brum
et al. 2022) and invertebrates (e.g., Pinheiro
et al. 2020; Videira-Santos 2020; Piovesan
etal. 2021). Here, we report on new ankylosaur-
ian materials recovered from Antarctica during
the PALEOANTAR expedition in 2015. The
material consists of ankylosaurian osteoderms
found on Santa Marta Cove, James Ross Island
(James Ross Basin, Antarctic Peninsula), which
come from the same levels where Antarctopelta
was previously found. Combining paleohisto-
logical, phylogenetic, and morphometric
approaches, we assign these new specimens
to late-diverging nodosaurids, thus expanding
the phylogenetic diversity of Antarctic ankylo-
saurians. Further, we compiled osteoderm
data from the literature that—combined with
the new materials described here—provide
the first detailed quantitative analysis of the
evolution of the ankylosaurian body armor
microstructure. We show that late-diverging
nodosaurids (including our new specimens)
expanded ankylosaur morphospace by
decreasing the cortical thickness, which may
be associated with a structural shift in their
osteoderms by a major structural fiber
rearrangement. We also indicate that the
expansion of the core and its vascularization
in late-diverging nodosaurids is similar to
that observed in some titanosaurs, suggesting
both an effective body armor function and a
co-opted function of calcium remobilization
for physiological balance. Such plastic physi-
ology may have played a key role in the disper-
sal potential of this group toward higher
latitudes, which present a greater disparity of
climatic conditions throughout the year com-
pared with lower latitudes.

Materials and Methods

Materials

The new specimens reported here were col-
lected on James Ross Island and comprise
three isolated osteoderms (CAV-A4, CAV-A5,
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and CAV-A10). The specimens and paleohisto-
logical slides are housed in the Laboratério
de Paleobiologia e Microestruturas, Centro
Académico de Vitéria, Universidade Federal
de Pernambuco (Vitéria de Santo Antao, State
of Pernambuco, Brazil—CAV).

Anatomical Terminology

We followed the terminology of Scheyer and
Sander (2004) and Burns and Currie (2014) to
describe the anatomical osteoderm orientation,
in which the core is the internal cancellous
region (Burns and Currie 2014; Fig. 1), while
the cortex comprises the basal (toward the
internal region of the bone) and superficial
layers of compact bone (or external, toward
the surface of the bone; Scheyer and Sander
2004). The core could be filled by cancellous
bone, with a high density of resorption cavities,
or be more compacted. The cortex comprises
bone that is more compact and, in some
cases, exhibits a decrease in vascularization.
The microstructural nomenclature followed
Francillon-Vieillot et al. (1990). We used the
term “structural fibers” to refer to the minera-
lized collagen fibers fully incorporated in the
mineralized bone matrix (Scheyer and Sander
2004). We adopted the term “interwoven struc-
tural fiber bundles” (ISFB; sensu Scheyer and
Sander 2004) to describe bundles of structural
fibers within the bone matrix. In the core, the

superficial/external

superficial/external
marginale- central/core -»marginal

bgsal

T S

-
-

.,

basal cortex

FiGure 1. Schematic osteoderm showing the anatomical
terminology adopted and the linear measurements per-
formed here. Abbreviations: B, basal thickness; Co, core
thickness; S, superficial thickness; T, total thickness.
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structural fibers are sparser, while in the cortex,
they are more organized (e.g., the orthogonal
arrangement in nodosaurids; perpendicular to
the external surface in ankylosaurids; Burns
and Currie 2014).

Paleohistology

The paleohistological protocols followed
those commonly used in current literature
(Chinsamy and Raath 1992; Chinsamy 2005;
Lamm 2013). We embedded the samples into
clear epoxy resin Resapol T-208 and sectioned
them with a precision router. The plane of sec-
tion in CAV-A4 followed the longitudinal keel,
which exhibits the widest preserved bone area
to section. The sectioning plane was indeter-
minate in the other specimens due to their
fragmentary nature. The blocks were fixed in
a slide and polished in a wet metallographic
polishing machine, Arotec AROPOL E until
they reached a final thickness of 3060 microns.
The photomicrographs were taken under a
cross-polarized microscope (Zeiss) and photo-
graphed by an Axiocam.

Morphometric Dataset

Most of the ankylosaur dataset was compiled
from Burns and Currie (2014). We added new
measurements from the literature, comprising
the nodosaurid Abhshislepelta (Burns and
Sullivan 2011), the ankylosaurine UMNH
12675 (Loewen et al. 2013), Antarctopelta
(Cerda et al. 2019) and the titanosaurs Salta-
saurus (Chinsamy et al. 2016), and MCS-Pv
181 and MCS-Pv 182 (Cerda et al. 2015). We
included titanosaurs due to their cortex and
core microstructure being quite like the one
observed in some ankylosaurians, therefore
having the potential of being mistakenly identi-
fied as ankylosaurian osteoderms or vice versa.
Although more titanosaur specimens have
been described with osteoderms (e.g., D’Emic
et al. 2009; Curry Rogers et al. 2011), we could
not include them here, because (1) the
photomicrograph does not figure the entire
section—with cortex and core (e.g., Curry
Rogers et al. 2011); (2) the published figures
do not identify the boundaries of cortex and
core—as in Rapetosaurus (see Curry Rogers
et al. 2011)—and the figure is not in an
adequate quality to delimit them; and (3) the
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literature data only reported the external anat-
omy of the osteoderms (e.g., D’Emic et al. 2009).

Our dataset is available in Brum et al. (2023)
and comprises 8 ankylosaurid, 16 nodosaurid,
3 titanosaurian, 2 indeterminate ankylosaurian,
and 2 Antarctopelta (of controversial taxonomy
and systematic affinities) osteoderms, besides
2 of the new specimens reported here—we
could not measure CAV-A10, as it is too frag-
mentary. The images obtained from the litera-
ture were measured using Image] 1.52a
(Schneider et al. 2012).

Linear measurements of the osteoderms
were converted into relative osteoderm ratio
thickness (Fig. 1), following Burns and
Currie (2014), for a direct shape comparison
(i.e., excluding size as a variable): superficial
index—superficial cortex/total —osteoderm
(SI =100+S/T); basal index—basal cortex/
total osteoderm (BI=100+B/T); cortical index
(CI=100#(S+B)/T); and core index—core/
total osteoderm (Col=100+Co/T). All values
were log-transformed (log,o) for subsequent
statistical analyses.

Statistical Analyses

We performed ordinary least-square (OLS)
linear regressions to evaluate the correlation
between morphometric variables and to find
a predictor model for dinosaurian osteoderm
shape. Although some studies suggest the util-
ization of reduced major axis (RMA) linear
regressions instead of OLS for inferring species
allometric relationships (e.g.,, Warton et al.
2006), we followed the recommendation of
Kilmer and Rodriguez (2017) on using OLS
instead of RMA. The RMA uses the ratio of
the standard deviation between the y- and
x-axes to calculate the slope, as it assumes
that the error distribution should be propor-
tional between the two axes (i.e., assumes sym-
metry in the error distribution between axes).
However, this is rare in allometric relation-
ships, as the x-axis in these almost always refers
to body size (constant variable), while the
y-axis refers to various trait values. On the
other hand, OLS considers the covariation
between axes relative to the variation on the
x-axis to calculate the slope (not assuming sym-
metry in error distribution between axes). This
reduces error when estimating the angular
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coefficient, achieving functional scaling rela-
tionships (Kilmer and Rodriguez 2017). Our
study focuses on the trait-trait relationship
(e.g., SIxCI), with most of our variables
being interchangeable between axes. However,
we cannot assume a symmetric distribution of
error among variables, because measurements
for each variable were taken by different
authors, and so error distribution is likely to
be asymmetric between variables (and thus
between axes). Therefore, we chose to employ
OLS instead of RMA.

To test whether each osteoderm ratio variable
can discriminate between different groups of
dinosaurs (ankylosaurids, nodosaurids, and
titanosaurs) for taxonomic purposes, we per-
formed nonparametric Kruskal-Wallis (KW)
tests. Our choice for nonparametric tests is
due to the small sample size for each group
and the nonnormal distribution of the data
(see the tests for normality in Supplementary
Fig. 2). Group assignment was based on the
results of the phylogenetic analysis con-
ducted here (see “Ankylosaur Phylogeny and
Assignment of CAV Specimens”). The indeter-
minate ankylosaurians (TMP 1998.98.1 A.2
and TMP 1987.113.4 A.1) and the osteoderms
of Antarctopelta were not included within any
of the three dinosaurian groups due to (1) the
uncertain phylogenetic placement of Antarcto-
pelta between previous and more recent phylo-
genetic analyses (e.g., Arbour and Currie 2016;
Arbour et al. 2016; Soto-Acufa et al. 2021;
Frauenfelder et al. 2022); and (2) recent analyses
inferring Antarctopelta as external to the two
main ankylosaurid groups, being the only
early-diverging ankylosaurian included here
(Soto-Acufia et al. 2021; Frauenfelder et al.
2022; herein).

Further, we compared the decline in relative
overall cortical thickness in osteoderms among
groups using an exponential bivariate regres-
sion (EBR) between CI and T, as previously
performed by Burns and Currie (2014). In
the latter, specimens were assigned to three
ankylosaurian groups—Ankylosauridae, Nodo-
sauridae, and ‘Polacanthidae” (Burns and
Currie 2014: fig. 8). Most of our group assign-
ments correspond to theirs (see Supplementary
Table 1), except “Polacanthidae,” which are
assigned to nodosaurids herein based on their
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more recent phylogenetic classification (e.g.,
Soto-Acufia et al. 2021; this study, see “Ankylo-
saur Phylogeny and Assignment of CAV Speci-
mens”). Our new dataset is further distinct
from Burns and Currie (2014), as it includes
the ankylosaurid UMNH 12675, the nodosaur-
ids Ahshislepelta, and the ankylosaur Antarcto-
pelta (see Supplementary Table 1). To test
which group best fit the EBR, we used the
Akaike information criterion (AIC).

To assess the morphospace occupation and
test group discrimination, we performed multi-
variate linear discriminant analyses (LDA).
Although the principal component analysis
(PCA) partially overlaps the observed data dis-
tribution depicted by OLS, we report it to pro-
vide an additional and easier visualization of
morphospace occupation of ankylosaurian
groups. All statistical analyses were performed
in the software PAST v. 4.02 (Hammer et al.
2001), with o= 0.05.

Phylogenetic Analysis

We scored the CAV specimens in the data
matrix of Soto-Acufia et al. (2021), which
resulted in 68 taxa and 189 characters (all
treated as unordered, thus treating all possible
state transitions as equally likely). The dataset
includes 23 characters related to postcranial
osteoderms and 4 related to osteoderm micro-
structure (characters 157 to 160). The entire
data matrix is available in Brum et al. (2023).

We performed equal weights maximum par-
simony analyses in TNT v. 1.5 (Goloboff and
Catalano 2016) using traditional search (tree
bisection reconnection), with 1 random seed,
6000 replicates, and 100 trees to save per
replication. We retained suboptimal trees by
10 steps with a 0.01 relative difference. The
first analysis was conducted without the new
CAV specimens to track the microstructural
osteoderm characters. The second analysis
included the CAV specimens to verify that we
could assign them to an ankylosaur ingroup
solely by osteoderm microstructural characters.

Institutional Abbreviations

Centro Académico de Vitoéria, Universidade
Federal de Pernambuco, Pernambuco, Brazil
(CAV-A); Coleccién Paleontolégica de Coahuila,
Museo del Desierto, Saltito, Mexico (CPC);
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Delaware Museum of Natural History, Dela-
ware, US.A. (DMNH); Goldfuss-Museum,
Steinmann Institute for Geology, Mineralogy
and Paleontology, University of Bonn, Ger-
many (IPB); Museo Regional Cinco Saltos, Rio
Negro Province, Argentina (MCS-Pv); Museo
Municipal Carmen Funes, Plaza Huincul, Neu-
quén, Argentina (MLP); Museum of Western
Colorado, Grand Junction, Colorado, U.S.A.
(MWC); Natural History Museum, London,
U.K. (NHMUK); Instituto Miguel Lillo, Tucu-
man, San Miguel Tucuman, Argentina (PVL);
State Museum of Pennsylvania, Harrisburg,
Pennsylvania, U.S.A. (SMP); Royal Tyrrell
Museum of Palaeontology, Drumheller,
Alberta, Canada (TMP); University of Alberta
Laboratory for Vertebrate Paleontology,
Edmonton, Alberta, Canada (UALVP); Utah
Museum of Natural History, University of
Utah, Utah, U.S.A. (UMNH); Zoological Insti-
tute of Paleobiology, Polish Academy of
Sciences, Warsaw, Poland (ZPAL).

Results

Systematics

Dinosauria Owen, 1842

Ornithischia Seeley, 1888

Thyreophora Nopsca, 1915

Ankylosauria Osborn, 1923

Nodosauridae indet. Marsh, 1890
See Figures 2—4 and Table 1.

Locality and Horizon.—The James Ross Basin
outcrops are mostly represented by sequences
of marine siliciclastic and volcanoclastic rocks
(Barremian—Eocene; Olivero 2012b; Burton-
Johnson and Riley 2015; Piovesan et al. 2021).
The new specimens came from Santa Marta
Cove (northeast of James Ross Island), which
is marked by exposures of the upper levels of
the Snow Hill Island Formation (for age and
paleoenvironmental discussions, see Piovesan
et al. 2021) and corresponds to the upper levels
of the MG sequence (late Campanian; Olivero
and Medina 2000; Olivero 2012a,b). These are
the same region and levels in which Antarcto-
pelta had been originally found (Salgado and
Gasparini 2006; Cerda et al. 2019).

Specimen Description.—The new specimens
are fragmentary and isolated unmodified
osteoderms. The superficial surface of CAV-
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Ficure 2.  Photomicrographs of the transversal section slide of the osteoderm CAV-A4. A, Detail of the specimen and the
panoramic slide. B, Detail of the alignment of osteocyte lacunae and the bone matrix organized into bundles with structural
fibers, forming diffuse interwoven structural fiber bundles (ISFBs). Structural fibers assuming an orthogonal arrangement
in the core under normal transmitted (C) and cross-polarized light (D). E, Detail of the ISFBs in the core region close to the
basal cortex. F, Orthogonal arrangement of the structural fibers in the core, close to the margin of the osteoderm, under
cross-polarized light. G, Superficial cortex in detail, with structural fibers being more perpendicular to the external surface.
H, Erosion cavity with irregular surfaces, indicating an active resorption process in the core of the osteoderm. Abbrevia-

tions: RVC, reticular vascular canals; SF, structural fibers.

A4 is abraded, partially exposing the core
region. Specimen CAV-AS5 is rounded and exhi-
bits a longitudinal keel on the surface. Both
cross sections are triangular (Figs. 2, 3).
CAV-A10 has an abraded basal region (Fig. 4),
and all specimens exhibit a similar microstruc-
ture, with the core filled by a compact bone
interstitial to resorption cavities. These cavities
are wide and accumulate close to the basal
cortex. The transition from cortical bone to the
core is gradual, characterized by resorption
cavities within the cortex. The osteoderms
also lack densely abundant secondary (Haver-
sian) bone, with sparse and isolated secondary
osteons in the core. Few resorption cavities and
rich ISFBs fill the core, which is rich in compact
bone (Figs. 2—4). The ISFBs in the core are more
scattered (Figs. 2B-D, and 3B), whereas they
are more organized close to the external/
basal and marginal surfaces of the cortex
(Figs. 2E-G, and 3C-G). Specimen CAV-A10
exhibits wider erosional cavities than those
observed in the other CAVs (Fig. 4A). Cross-
polarized light reveals that the fibers in both
core and cortex are highly orthogonally orga-
nized (Figs. 2C-F, 3B-F, and 4D-F). The bone
matrix is rich in flattened osteocyte lacunae,
which are aligned with the main directions of
the ISFBs (Fig. 4C-F). Additionally, osteocyte
lacunae lack preserved canaliculi. The vascular
canals are mostly reticular (Figs. 2G, and 3B-
G), but in the core of CAV-A10, they are mostly
longitudinal (Fig. 4E,F).

The cortical bone is compact and poorly
vascularized. The cortical bone of the core is
thicker than the superficial cortical bone
(Table 1). Further, some erosional cavities
exhibit irregular inner margins, indicating an
active resorption process (Figs. 2H, and 3H).
The basal cortex is mostly absent in both
CAV-A5 and CAV-A4. In cross section, the
basal region is slightly abraded and does not
show the decrease in resorption cavities
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observed in the superficial cortex. The struc-
tural fibers are more numerous and more orga-
nized in the basal region (Fig. 3C,D). Despite
the core potentially being reduced in thickness
due to weathering of the osteoderms, the align-
ment of the structural fibers in the basal region
indicates that it was close to the margin—such
well-organized structural fibers are characteristic
of regions close to the cortex. If not absent, the
basal cortex was at least relatively very thin com-
pared with other ankylosaurian osteoderms.

Bone Origin, Growth, and Ontogeny

The microstructure of the CAV specimens
resembles metaplastic bone features in osteo-
derms, as pointed out by Main et al. (2005:
p- 303), characterized by “poorly vascularized,
amorphous dermal bone tissue in which fibers
are very numerous and oriented in many direc-
tions.” Another feature is the lack of canaliculi
in the osteocyte lacunae (Levrat-Calviac and
Zylberberg 1986). Different from neoplastic
bones, metaplastic bone lacks the development
of a periosteum, being formed from dense con-
nective tissues, such as ligaments and tendons
(Haines and Mohuiddin 1968; Organ and
Adams 2005) and—in the case of ankylosaur-
ian and archosaur osteoderms—from stratum
compactum of the dermis (Scheyer and Sander
2004; Main et al. 2005; Vickaryous and Sire
2009; Cerda and Powell 2010; Scheyer et al.
2014; Cerda et al. 2015, 2019; Bellardini and
Cerda 2017; Ponce et al. 2017). Although
ossicles and osteoderms are both types of
metaplastic bone, CAV specimens can be diag-
nosed as osteoderms due to the higher degree
of vascularization in comparison with that
observed in ossicles, as well as the structural
fiber bundles being less organized. In ossicles,
structural fibers form a three-dimensional
mesh with bundles perpendicular to each
other in all directions (e.g., de Ricqlés et al.
2001; Cerda and Powell 2010; Cerda et al. 2019).
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FiGure 3. Photomicrographs of the transversal section slide of the keeled osteoderm CAV-A5. A, Detail of the specimen
and panoramic slide. B, The interwoven structural fiber bundles (ISFBs) are more disorganized in the central region of the
core. Orthogonal arrangement of the structural fibers in the basal region of the core, rich in reticular vascular canals, under
normal transmitted (C, E) and cross-polarized light (D, F). G, Detail of the superficial cortex, with structural fibers more
perpendicular to the external surface. H, The erosional cavity in the core of the osteoderm, with detail on its irregular
inner margins and close to a micro-crack (arrow). Abbreviations: RVC, reticular vascular canals; SF, structural fibers.

The CAV specimens lack growth marks
and dense secondary osteons (only CAV-A10
shows some isolated secondary osteons).
Some ankylosaurian osteoderms are devoid of
such features (Hayashi et al. 2010), whereas
others have been previously described as
having primary lamellar bone tissue with
lines of arrested growth (LAGs) and extensive
secondary reconstruction (Scheyer and Sander
2004; Main et al. 2005). Such a difference was
regarded as representing distinct ontogenetic
stages, with juvenile/subadult stages being
characterized by the rapid growth of the
bone—woven or ISFB—and further substituted
in the adult stage by lamellar bone with LAGs
and secondary bone through erosion/recon-
struction processes (Main et al. 2005; Hayashi
et al. 2009, 2010). Considering the histological
ontogenetic stages proposed for Stegosaurus
(see Hayashi et al. 2009), CAV-A4 and
CAV-AS are assigned to stage 1, characterizing
juvenile/subadult individuals. CAV-A10
exhibits some secondary osteons and longitu-
dinal vascular canals, which makes it assign-
able to stage 2, a subadult individual. In
Antarctopelta—an adult close to fully grown
(Cerda et al. 2019)—the erosion/reconstruction
process is advanced, with some LAGs. This is
markedly different from the tissues observed
among CAVs. On the other hand, armadillos
and crocodilians show an asynchronous devel-
opment of the osteoderms along the anteropos-
terior regions of the body (Vickaryous and Hall
2006, 2008), and a similar pattern has already
been observed in dinosaurs among juveniles
of Pinacosaurus (Burns et al. 2011; Burns and
Currie 2014). Therefore, this ontogenetic infer-
ence is only tentative, and we urge caution in
inferring an ontogenetic stage to the whole
organism based solely on isolated osteoderm:s,
due to the different timing in osteoderm devel-
opment in relation to the whole organism
(Main et al. 2005; Hayashi et al. 2009, 2010)
and the lack of detailed studies in the variation
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along  the axis  of

ankylosaurians.

anteroposterior

Microstructural Comparisons

Osteoderms rich in ISFBs are common to
dinosaurs (titanosaurs and thyreophorans;
Salgado 2003; Scheyer and Sander 2004;
Cerda and Powell 2010; Hayashi et al. 2010;
Burns and Currie 2014; Chinsamy et al. 2016).
The core of the CAV specimens is filled with a
few cavities, as similarly observed in other
ankylosaurians (Burns and Currie 2014) and
in the titanosaurs MCS-Pv 181 and MCS-Pv
182 (Cerda et al. 2015). However, the bone
matrix of all CAVs is organized in bundles
with an alignment of the osteocyte lacunae.
Such a feature more closely resembles the pat-
tern found in ankylosaurians (see Burns and
Currie 2014) than in titanosaurs, which do not
show a clear bundle pattern (osteocyte lacunae
are less organized) and are richer in woven
bone (see Cerda and Powell 2010; Cerda et al.
2015; Chinsamy et al. 2016, Maidment et al.
2021).

The compact bone in the core is present in
both late-diverging ankylosaurids and nodo-
saurids (Burns and Currie 2014). The few
resorption cavities and secondary osteons
differ from the ones observed in the early-
diverging nodosaurids Gastonia (DMNH
49754-1) and Gargoyleosaurus (DMNH 27726)
and in ankylosaurids, in which this region of
the osteoderm is marked by large cavities and
remodeled trabecular bone (Scheyer and
Sander 2004; Hayashi et al. 2010; Burns and
Sullivan 2011; Burns and Currie 2014). Osteo-
derm thickness is like that of nodosaurids
(Hayashi et al. 2010; Burns and Currie 2014),
just like the orthogonal arrangement of the
IFSBs (Scheyer and Sander 2004; Burns and
Currie 2014). The thin (or absent) basal cortex
is regarded as synapomorphic to nodosaurids
(Scheyer and Sander 2004; Burns and Currie
2014).
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A\ superficial cortex a superficial B

FIGURE 4. Photomicrographs of the osteoderm CAV-A10. A, Detail of the specimen and panoramic slide. B, Photomicro-
graph of the external cortex rich in vascular canals with ISFBs. Detail of the orthogonal arrangement of the interwoven
structural fiber bundles (ISFBs) in the contact between the core and external cortex under normal transmitted (C) and cross-
polarized light (D). E, F, A core region rich in longitudinal vascular canals and showing an orthogonal arrangement of
ISFBs under cross-polarized light. Abbreviations: LVC, longitudinal vascular canals; SF, structural fibers; SO, secondary

osteons.

Among nodosaurids, the shape of the cross
section in all CAVs differs from that observed
in the thoracic osteoderm of Edmontonia (TMP
1998.98.1) and from osteoderms of Glyptodon-
pelta (SMP VP-1580; Burns and Currie 2014),
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in which the superficial and basal cortices are
aligned. However, the microstructure of CAVs
is like that of Edmontonia and Glyptodonpelta,
in that there are ISFBs, no clear stratification
between the cortex and core, and few scattered
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Thickness measurements of the specimens from James Ross Island. The values in W, S, B, S+B, and Co are in

millimeters. Abbreviations: B, basal cortical bone thickness; BI, basal index; CI, cortical index; Co, core thickness; Col, core
index; S, surface cortex thickness; SI, superficial index; T, total osteoderm thickness; W, maximum width of whole

osteoderm. *Partial measurement.

Specimens \4 S B S+B Co T SI BI Col CI
CAV-A4 32.23 0.481 — 0.481 8.756 9.348 5.145 — 93.667 5.145
CAV-A5 33.61 0.874 — 0.874 7.805 8.693 10.054 — 89.785 10.054
CAV-A10 — 2.459 — — — 16.87* — — — —

secondary osteons. The CAV specimens differ
from Sauropelta (DMNH 18206; Burns and
Currie 2014) in the stratification between core
and cortex, marked by secondary osteons.
Although the shape of the CAVs is quite like
the dermal plate of Antarctopelta (Cerda et al.
2019), it differs from the latter by the presence
of trabeculae composed of secondary lamellar
bone in Antarctopelta.

Dinosaurian Osteoderm Thickness Patterns
and Linear Model

The OLS indicates a strong positive isometric
relationship between Co and T among dino-
saurian osteoderms (Fig. 5A)—see “Morpho-
metric Dataset” for morphometric variable
abbreviations. Among the relative thickness
indices, the SI exhibits a positive isometric rela-
tionship with CI and a positive allometry rela-
tionship with Col. The strongest correlation
was observed between Co and T (RZ: 0.962,
p=4.235x10"""; Fig. 5A), of which its linear
function is:

log Co =1.1691og T — 0.304 1)

This function provides a model to estimate
the mean of the core thickness or the mean of
the total thickness in cases in which the cortical
bones are only partially preserved.

Osteoderm Thickness Variations between
Groups

We detect a linear correlation between Cl and
SI when considering all specimens in general
and in the subsample, including nodosaurids
only (R*=0.613, p=7.391x10"% and R*=
0.748, p=3.593 x 107°, respectively; Fig. 5B),
but not when considering Ankylosauridae
only (R*=0.271, p=0.186). The Col and SI
are slightly correlated between all groups
(R*=0.586, p=2.069 x 10~ for all specimens;
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R*=0.578, p=0.029 for ankylosaurids; and
R*=0.575, p=0.003x10"" for nodosaurids;
Fig. 5C). However, there is no clear correlation
between Bl and the other parameters (consider-
ing all specimens: R*=0.271, p =0.002 for Col;
R*=0.329, p=0.005x10"" for CI; and R*=
0.005, p=0.685 for SL; Fig. 5D-F). The only
exceptions are Bl x Col and BIx CI in nodo-
saurids (R*=0.625, p=9.407 x 10~ and R*=
0.604, p = 0.001 x 107", respectively; Fig. 5D,E).
Therefore, the most informative parameters of
covariation among titanosaurs and ankylo-
saurians comprise SI, CI, and Col. The OLS
indicates a slight shift between ankylosaurids
and nodosaurids when contrasting SI with
both CI and Col—especially SI and CI, despite
the lack of correlation between these two
parameters among ankylosaurid osteoderms
(R*=0.271, p = 0.186; Fig. 5B).

The univariate KW analysis indicates no
clear difference between medians among taxo-
nomic groups under any of the four parameters
tested here (Table 2). The box plot indicates a
slight difference between ankylosaurids and
nodosaurids under BI and Col, but there is a
large overlap in the range between these
groups (Fig. 6). Therefore, osteoderm morpho-
metric data are of very limited value to distin-
guish between ankylosaurian groups given
the most recent systematic classification of this
group (Soto-Acuna et al. 2021; see “Ankylosaur
Phylogeny and Assignment of CAV Specimens”).

The relative thickness of the cortex (CI)
decreases exponentially in comparison to the
total thickness (T) of the osteoderm among
ankylosaurians, being the thinnest among
nodosaurids (Fig. 7), as initially suggested by
Burns and Currie (2014). Considering T as a
proxy for osteoderm size, such a relationship
suggests an allometric decrease. Our compari-
sons between our EBR and that observed in
Burns and Currie (2014) show higher AIC
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Ankylosauridae Nodosauridae

» Ankylosauridae indet. (TMP 1985) ¢ Edmontonia sp.

0 Euoplocephalus tutus * Sauropelta edwardsorum

® Ankylosauridae indet. (ZPAL) & Glyptodontopelta mimus

® Pinacosaurus grangeri *Nodosauridae indet. (TMP)
" Ankylosaurinae indet. o CAV-A4

Titanosauria *CAV-AS

* Saltasaurus loricatus
= Titanosauria indet.
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Log Si'z
.R’z 0.005/p=0.685
slope = 0.127 / intercept = 0.609
= R?=0.002/p=0.924
slope = 0.026 / intercept = 1.034
.R‘*‘= 0.159/p=0.101
slope = 1.027 / intercept = -0.528

oAhshislepelta minor

* Gargoyleosaurus parkpini
¥ Gastonia sp.

» Mymoorapelta maysi

* Polacanthus foxii

Silhouette of osteoderm
" in cross-section
= General linear model
= Ankylosauridae linear model

* Ankylosauria indet. (TMP)
E= Nodosauridae linear model

v Antarclopelta oliveroi


https://doi.org/10.1017/pab.2023.4

ANKYLOSAURIAN BODY ARMOR FUNCTION AND EVOLUTION 591

FiGure 5. Ordinary least squares (OLS) based on core osteoderm (Co), total thickness of osteoderm (T), cortical index (CI),
core index (Col), superficial index (SI), and basal index (BI) among dinosaurian osteoderms. A, The correlation between Co
and T is strong in general and between all groups. B, Although osteoderms, in general, have a clear correlation between CI
and SI, only nodosaurids have a clear correlation in comparison to ankylosaurids. C, All the osteoderm groups have a
moderate correlation between Col and SI. Only the osteoderms of nodosaurids have a moderate correlation with BI and
Col (D) and BI and CI (E). F, The relationship between BI and SI has no clear correlation. The silhouette of the osteoderm
cross section in the graphs indicates the osteoderm shape deformation along the main axes.

indices than in the latter. Ankylosaurids were
the group that best fits the EBR model (AIC =
653.71; Fig. 7B). The inclusion of “polacanthids”
into nodosaurids could contributed to the
increase of AIC compared with the models in
Burns and Currie (2014).

The lowest Cl is observed among most nodo-
saurids and titanosaurs (Fig. 7), with CAV-A4
exhibiting the lowest CI and T compared with
all other osteoderms analyzed. The nodosaur-
ids Edmontonia, Sauropelta, TMP 1967.10.29,
and the titanosaur Saltasaurus exhibit the high-
est T values, although their CI values are nearly
the same as most other nodosaurids. The CI
overlaps between all ankylosaurian groups
and indicates that the assessment of ankylo-
saurids as “thin-walled” osteoderms is subject-
ive (Burns 2008; Burns and Currie 2014). The
expression “thin-walled” is also vague and
could also refer to low CI values rather than
T, but our assessments do not indicate low CI
for ankylosaurids. Instead, we find that low
Clis common among nodosaurids and ankylo-
saurids, with later-diverging nodosaurids hav-
ing an even lower CI than ankylosaurids.

Morphospace Occupation of Dinosaurian
Osteoderms

We performed the PCA and LDA with
the indices that have a significant linear
relationship—CI, Col, and SI (Fig. 8, Supple-
mentary Fig. 3). SI exhibits a positive linear
relationship with CI and a weak negative linear
relationship with Col (Figs. 5B,C, and 8). SI is

TaBLe 2. Univariate Kruskal-Wallis test considering
ankylosaurids, nodosaurids, and titanosaurs. No value was
significant (p < 0.05). Abbreviations: BI, basal index; CI,
cortical index; Col, core index; SI, superficial index.

BI CI Col SI
H [chi-square] 9.354 12.19 11.75 14
14 0.22 0.944 0.109 0.051
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the main predictor of group membership (LD
1; Supplementary Fig. 3); although the LDA
indicates that it could not strongly discriminate
between groups (58.62% of certainty). The OLS
and PCA reveal that most of the data variation
is explained by changes in relative cortical
thickness (CI) mostly on the superficial cortex
(SI) (Fig. 5; see also PC 1 in Fig. 8). Relative
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FIGURE 6. Box plots of dinosaurian osteoderm shape based
on basal index (BI), cortical index (CI), core index (Col), and
superficial index (SI) ratios. The dinosaurian groups com-
prise ankylosaurids, nodosaurids (including the new
CAV specimens), titanosaurs, and the parankylosaurian
Antarctopelta. There is no significant difference between
group medians; see Table 2 for statistical tests. The colors
and symbols are the same as in the legend in Fig. 5.
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FIGURE 7. Exponential bivariate regression (EBR) between cortical index (CI) and total osteoderm (T), comparing the
results of Burns and Currie (2014: fig. 8) (A) with our results (B). In both analyses, nodosaurids exhibit the lowest Akaike
information criterion (AIC), indicating the best fit to the EBR. High CI marks early-diverging ankylosaurians, whereas
lower CI marks nodosaurids and titanosaurs. Note that nodosaurids and titanosaurs exhibit higher T and lower CI.
Names in bold were originally analyzed by Burns and Currie (2014) and in this study. The colors and symbols in B are

the same as in the legend in Fig. 5.

core thickness (Col) is the main factor respon-
sible for the overlap between ankylosaurids,
nodosaurids, and titanosaurs.

The morphospace of ankylosaurids consider-
ably overlaps with the morphospace of

PCA
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Fiure 8. Result of the PCA. The silhouette of the osteo-
derm cross section within graphs indicates the osteoderm
shape deformation along the main axes. Both superficial
index (SI) and cortical index (CI) contribute to most of the
variation in the morphospace observed among ankylosaur-
ian osteoderms. Abbreviations: Coa, circular off-apex osteo-
derm; F, flat osteoderm; Fk, flat keeled osteoderm; k, keeled
osteoderm, but unknown shape; oa, off-apex osteoderm,
but unknown shape; Ooa, oval off-apex osteoderm; Ok,
oval keeled osteoderm; Sp, spine. The colors and symbols
are the same as in the legend for Fig. 5.
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nodosaurids (Fig. 8). However, nodosaurids
have a larger variance of osteoderm shape
along the main axes of variation (PC 1), which
reflects the enormous observed variation in cor-
tical thickness in this group (e.g., Col) and
accounts for the vast majority of the total vari-
ation in the data (88.7%). The somewhat broader
morphospace of ankylosaurids along PC 2 is
mostly explained by the great degree of variation
in CI and SI introduced by Euoplocephalus and
Pinacosaurus (Fig. 8, Supplementary Fig. 3).
Additionally, two of the indeterminate ankylo-
saurid specimens (TMP 1987.113.4A.1 and
TMP 1998.98.1A.2) are outliers, located in a
much more distant region of the morphospace
relative to all other osteoderms that could be
confidently identified to the family level.
Notably, the larger morphospace occupation
of nodosaurids along the first major axis (PC 1)
is highly influenced by the inclusion of the new
materials described here from Antarctica (most
notably, CAV-4). The latter has expanded the
nodosaurid morphospace into a region previ-
ously unoccupied by any other group of
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dinosaurs. This suggests a unique osteoderm
morphology for the new Antarctic specimens
compared with other nodosaurids, ankylosaur-
ians, and dinosaurs. The large variation in Col
among nodosaurids is responsible for the
unique area of the morphospace occupied by
this group, including the new CAV specimens.
This suggests a reduction in cortical thickness
on the osteoderms of some nodosaurids com-
pared with other ankylosaurians, which have
retained much thicker cortical bone.
Titanosaurs occupy a much smaller morpho-
space than all three groups of ankylosaurians,
also partially overlapping with nodosaurids.
However, we note that we have few data points
(only three) for titanosaurs; the morphospace
occupation by the group could much broader.

Ankylosaur Phylogeny and Assignment of
CAV Specimens

Both phylogenetic and paleohistological data
indicate a division of ankylosaurians into two
main groups: Ankylosauridae and Nodosauri-
dae (Hill et al. 2003; Scheyer and Sander 2004;
Hayashi et al. 2010; Burns and Currie 2014;
Arbour and Currie 2016; Arbour et al. 2016;
Brown et al. 2017; Rivera-Sylva et al. 2018;
Fig. 9A,B). The group “Polacanthidae” (or
“Polacanthinae”) was recovered as paraphyletic
here, as in previous phylogenies (Hill et al.
2003; Arbour and Currie 2016; Arbour et al.
2016; Brown et al. 2017, Rivera-Sylva
et al. 2018; Soto-Acuna et al. 2021; Frauenfelder
et al. 2022). Most “polacanthids” are inferred as
early-diverging nodosaurids (e.g., Polacanthus,
Gastonia, and Mymooropelta; Fig. 9). Regarding
microstructural ~ differences, ankylosaurids
have been described as possessing thin-walled
osteoderms, with extensive Haversian bone
and perpendicular organized structural fibers;
nodosaurids exhibit thin/absent basal cortex
and highly ordered orthogonal structural fibers;
while “polachantids” have a similar thickness
with ankylosaurid osteoderms, but the struc-
tural fibers are more diffuse (Scheyer and Sander
2004; Burns and Currie 2014). Our results indi-
cate that these osteoderm features are wide-
spread among ankylosaurians, and only the
presence of Haversian bone and lamellar bone
in the superficial cortex distinguish nodosaurids
from other ankylosaurians. Despite the presence
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of few osteoderm phylogenetic characters and
taxa scored in the matrix, these were sufficient
to recover the family-level placement of the
new (CAV) specimens from Antarctica (Fig. 9B).

Discussion

Osteoderm Microstructure and Evolution

Nodosaurids and titanosaurs have much
thinner osteoderm cortices compared with
early-diverging ankylosaurids (Figs. 5-8).
This could be associated with structural con-
straints, such as the limitation of nutrient circu-
lation in osteoderms due to the lack of
canaliculi (Haines and Mohuiddin 1968). A
few titanosaur osteoderms exhibit wide vascu-
lar canals and a network of cavities in their
osteoderms (Cerda and Powell 2010; Curry
Rogers et al. 2011; Cerda et al. 2015), but this
is not the case among the titanosaurs sampled
here, whose core structure is much more like
that found in ankylosaurians. Although some
previous studies indicated the presence of vas-
cular pits in ankylosaurian osteoderms, this is
restricted to only a few specimens (Scheyer
and Sander 2004; Hayashi et al. 2010; Burns
and Currie 2014). Therefore, late-diverging
nodosaurids, and the sampled titanosaurs,
may have compensated for the nutritional circu-
latory limitations imposed by the increase in
core volume (Co; Fig. 5A) and total osteoderm
thickness (T) by reducing their superficial and
basal cortical thickness. The convergent evolu-
tion of cortical thickness reduction in these dis-
tantly related lineages suggests that the
decrease of core density is a physiological adap-
tation for coping with large absolute osteoder-
mal size.

However, we caution against establishing a
direct association between cortical thickness
and core density. CAV materials have a thin
cortex and compact cores (Figs. 2—4, 7), whereas
other nodosaurid and titanosaur osteoderms
have a thinner cortex and less dense core
compared with the osteoderms of other ankylo-
saurians (e.g., Gastonia, Euoplocephalus, Nodoce-
phalosaurus, and Saichania). Although the
physiological adaptation is a strong constraint
to the osteoderm size and cortical and core
thicknesses, other factors could be contributing
to this balance (e.g., osteoderm shape,
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FiGure9.  Phylogenetic results from the dataset of Soto-Acufa et al. (2021). Strict consensus of the three most parsimonious
trees (MPTs) of 695 steps, without CAV specimens in (A). Strict consensus of seven MPTs of 697 steps each including CAV
specimens (B). Osteoderm characters mapped on the trees: Ch. 157: external cortical histology of skeletally mature osteo-
derms: no osteoderms (0) lamellar bone (1), ISFB (2); Ch. 158: Haversian bone in osteoderms: no osteoderms (0) absent in
core of skeletally mature osteoderms (1), maybe present in the core of skeletally mature osteoderms (2); Ch. 159: basal cortex
of skeletally mature osteoderms: no osteoderms (0) present (1), absent or poorly developed (2); Ch. 160: structural fiber
arrangement in osteoderms: no osteoderms (0) structural fibers absent (1), reaches orthogonal arrangement near osteoderm
surfaces (2), diffuse throughout (3), highly ordered sets of orthogonally arranged fibers in the superficial cortex (4). See
Brum et al. (2023) for a detailed common synapomorphy list.

biomechanics, variation in developmental tim-  early-diverging nodosaurids; Fig. 9) mainly
ing along the body axis). occupy a region of morphospace that overlaps

Additionally, we observe that “polacanthid” with some ankylosaurids (Fig. 8). This partially
Gastonia, Mymoorapelta, Polacanthus, Gargoyleo- reflects their phylogenetic instability (Thomp-
saurus, and Ahshislepelta (now considered son et al. 2012; Arbour and Currie 2016; Arbour
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et al. 2016; Brown et al. 2017; Rivera-Sylva et al.
2018) and supports previous claims that there
is no clear distinction between ankylosaurid
and “polacanthid” osteoderms (Burns and
Currie 2014). Our results suggest that the region
of morphospace occupied by both early-
diverging nodosaurids (“polacanthids”) and
ankylosaurids—high thickness of compact
bone layers, especially the superficial cortex—
represents the ancestral morphospace in the
early evolution of ankylosaurians. These
hypotheses would be supported even in the
former classification of “polacanthid” as
early-diverging ankylosaurians (outside anky-
losaurids and nodosaurids; Scheyer and Sander
2004; Hayashi et al. 2010; Burns and Currie
2014).

Our phylogenetic results agree with recent
analyses (Soto-Acuiia et al. 2021) in recovering
Antarctopelta as closely related to Stegouros
and Kunbarrasaurus, forming the new early-
diverging ankylosaur group Parankylosauria,
and also reveal the historically phylogenetic
unstable “polacanthids” to be early-diverging
nodosaurids (Soto-Acufia et al. 2021; Fig. 9A,B).
However, our results indicate that the osteoderm
characters of Antarctopelta resemble those
observed in late-diverging nodosaurids and in
CAV specimens (Fig. 9B).

The main difference between ankylosaurids
and late-diverging nodosaurids is the basal cor-
tex (BL; as in Burns and Currie 2014) and the
thickness of the core (Col; not the occurrence
of cavities), as discussed later. The new speci-
mens described here (CAVs) were phylogenet-
ically inferred to be nodosaurids, and their
cortex thickness indicates they have some of
the thinnest cortices among nodosaurids, even
if the cortex may have been partially lost due
to weathering—see “Specimen Description.”
We also noticed the presence of highly ordered
orthogonally arranged fibers (Fig. 9B) and the
wide core thickness (Fig. 8) in CAV specimens
and Antarctopelta. This pattern and the phylo-
genetic analysis suggest that the CAV speci-
mens are from late-diverging nodosaurids.
Considering the recent suggestion of Antarcto-
pelta as an early-diverging ankylosaurian, our
results suggest a larger phylogenetic diversity
of Antarctic ankylosaurians, including both
early- and late-diverging forms.
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The Function of Body Osteoderms

The several differences observed in relative
thickness and osteoderm microstructure among
various groups of dinosaurs (Figs. 5-8) have
led to several hypotheses surrounding their
inferred function, including body armor, dis-
play, and thermoregulation (Scheyer and
Sander 2004; Cerda and Powell 2010; Hayashi
et al. 2010; Curry Rogers et al. 2011; Burns
and Currie 2014; Cerda et al. 2015, Brown
2017; Vidal et al. 2017). The osteoderms ana-
lyzed here exhibit different morphologies
(e.g., spikes, oval keeled, circular with offset
apex; Fig. 8; see also Supplementary Table 1),
indicating they may come from different body
regions, excluding tail clubs and ossicles. The
fragmentary preservation of the osteoderms
prevents us from a detailed assessment of
osteoderm microstructure and function across
individual body regions, but the available
data still provide informative insights into the
function of ankylosaurian body osteoderms in
general.

The association between microstructure and
morphology in osteoderms enables the inter-
pretation of multiple adaptive functions, as
observed among extant reptile groups. For
instance, in extant crocodilians, Sharpey’s
fibers in the cortex are perpendicular to the
external margin of the osteoderm, being
anchored by tendon attachment—as also
inferred for stegosaurids (Scheyer and Sander
2004). The presence of these fibers in crocodylo-
morphs contributes to the flexibility of the
whole armor and improves its strength (Sun
and Chen 2013). In addition, keeled body osteo-
derms of crocodylomorphs are more resistant
to breakage relative to non-keeled forms,
whereas stress tends to concentrate near pits
and ridges in ornamented osteoderms, which
represent areas of crack initiation and propaga-
tion (Clarac et al. 2019). However, the porosity
of the core and the 3D vascular network are fac-
tors that enhance the bending stiffness and
pressure absorption, as well as representing a
trade-off between resistance and the physio-
logical balance in crocodylomorphs—all of
which may change throughout their ontogeny
(Sun and Chen 2013; Chen et al. 2014; Clarac
et al. 2019). In cordylid lizards, porous core
osteoderms are fractured under relatively
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low-stress pressure and exhibit lower thermal
conductivity. On the other hand, compact
core osteoderms are comparatively more resist-
ant to higher pressures and exhibit higher ther-
mal conductivity (Broeckhoven et al. 2017).
Therefore, in both extant crocodiles and cordy-
lid lizards, osteoderms have multiple functions
with distinct physiological trade-offs (see
Gould and Vrba 1982; Gould 1991; Buss et al.
1998).

Ankylosaurians and titanosaurs differ from
crocodilians and stegosaurids in their extensive
distribution of structural fibers, which indicates
that osteoderms were fully surrounded by
dermis (Scheyer and Sander 2004; Cerda and
Powell 2010; Cerda et al. 2015). In small osteo-
derms of both nodosaurids and ankylosaurids,
the abundance of structural fibers indicates
efficient lightweight body armors (Scheyer
and Sander 2004; Hayashi et al. 2010), but
their arrangement within late-diverging nodo-
saurids is distinct in comparison to the other
ankylosaurians. The highly ordered orthogonal
sets of structural fibers in late-diverging nodo-
saurids (Burns and Currie 2014) suggest more
efficiency in pressure dissipation on the dermis
due to their connectivity to ossicles and adja-
cent osteoderms (de Ricqles et al. 2001; Scheyer
and Sander 2004). Considering their external
morphology, the osteoderms of ankylosaurians
and titanosaurs are keeled and are devoid
of extensive superficial ornamentation, thus
suggesting high-stress resistance in these
groups based on data from extant crocodiles
(Clarac et al. 2019). In ankylosaurians, the
morphology of small body osteoderms (e.g.,
rounded keeled) resembles the plesiomorphic
condition found in the early-diverging thyreo-
phoran Scutellosaurus, which was retained (or
even augmented) in ankylosaurians (Main
et al. 2005). The acquisition of abundant struc-
tural fibers among small osteoderms of ankylo-
saurians (Scheyer and Sander 2004; Hayashi
et al. 2010) further suggests the body-armoring
function of these osteoderms. Accordingly, the
erosional cavities with irregular margins in
CAVs (Figs. 2H, and 3H) indicate an active
resorption process, which could reflect a
response to microstructural fractures resulting
from such a defensive role (see Robling et al.
2006).
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In titanosaurs, the gross microstructure
resembles that observed in nodosaurids—the
high Col is also accompanied by high vascular-
ization (e.g., Cerda and Powell 2010; Cerda
et al. 2015). However, the vascularization
pattern is distinct from that of nodosaurids, as
titanosaurs have wide chambers and a main
vascular canal running along the main axis of
the osteoderm (Cerda and Powell 2010; Curry
Rogers et al. 2011; Cerda et al. 2015; Vidal
et al. 2017). Such vascularization in titanosaurs
has led to the hypothesis that physiological
balance/calcium remobilization is the primary
role of osteoderms in this group (Curry-Rogers
2011; Vidal et al. 2017). We argue, however, that
this morphology in titanosaurs is consistent
with the trade-off between protection/calcium
balance found in crocodiles throughout their
ontogeny (Sun and Chen 2013; Chen et al.
2014; Clarac et al. 2019). Therefore, the similar
degree of high vascularization and higher SI
found in nodosaurids, suggests that, besides a
role in body armoring, their body osteoderms
would also have an important physiological
balance role in calcium remobilization. This
later physiological role is clear among the new
CAV specimens from Antarctica and published
images of other ankylosaurian osteoderms.
High vascularization, resorption cavities, and
high SI support the interpretation of the role
of body osteoderms in calcium balance (Cerda
et al. 2019: fig. 2A). This extremely important
but previously overlooked physiological func-
tion of ankylosaurian osteoderms may well
have played a key role as a preadaptation to
extreme environmental conditions, such as
those represented by the low light conditions
and lower temperatures during the Cretaceous
Antarctic winter.

Conclusions

Understanding the function and evolution of
the unique body armor of ankylosaurian dino-
saurs is still in its infancy and is highly limited
by phylogenetic instability and low sample
sizes from geographic regions in the Southern
Hemisphere. We shed some light on those
topics by describing new specimens recovered
from Antarctica, combining their data with pre-
vious data, and assessing the evolution of
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osteoderms across morphospace and evolu-
tionary history based on an updated phylogen-
etic hypothesis.

Our results indicate that it is possible to use
osteoderms to differentiate between ankylo-
saurid and nodosaurid osteoderms based on
their microstructures. However, we could not
differentiate ankylosaurian osteoderms from
those of titanosaurs. The newly discovered
Antarctic material (CAV specimens) share a
microstructural pattern with late-diverging
nodosaurids and are recovered phylogenetic-
ally within this group. Additionally, all CAVs
share the highly ordered arrangement of the
structural fibers in the superficial cortex with
the parankylosaurian Antarctopelta and the late-
diverging nodosaurid Sauropelta (Fig. 9B).
Finally, CAVs possess a histological microstruc-
ture pattern compatible with an early ontogen-
etic stage.

We provide quantitative support for previ-
ous hypotheses that ankylosaurids share the
microstructure and the morphospace of early-
diverging nodosaurids—previously recog-
nized as “polacanthids” (Burns and Currie
2014). Late-diverging nodosaurids are very dis-
tinct from all other ankylosaurians by their thin
or absent basal cortex and thick core. Such
osteoderm structure is similar to that observed
in the osteoderms of titanosaurs that lack wide
chambers and/or wide vascular networks,
(e.g., Saltasaurus). As previously hypothesized,
the primary function of osteoderms of both
ankylosaurids and nodosaurids could be to
act body armor. Additionally, we provide histo-
logical evidence combined with information
from the literature that nodosaurids underwent
a rapid early growth strategy combined with
an increase of osteoderm vascularization,
suggesting some role in calcium remobilization
for physiological balance, as in titanosaur
sauropods. Therefore, the function of body
osteoderms in dinosaurs, especially in ankylo-
saurians, seems to be characterized by a more
complex trade-off mechanism between bio-
mechanical and physiological functions than
simplistic explanations related to body protec-
tion or display, as previously thought, and the
growth pattern in long bones of Antarctopelta
indicate they were preadapted to the coloniza-
tion of higher-latitude environments.
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