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Capitulo 1 Introduccion

1 Introduccion

1.1 Marco General

Esta memoria es el resultado de una amplia investigacion sobre la variacién
sexual y ontogénica de parametros con significado mecanico en un hueso apendicular
(radio) en dos especies de odontocetos: Stenella coeruleoalba y Pontoporia blainvillei
(Cetacea, Mammalia). Se parte de la hipdtesis de que las proporciones de las
estructuras éseas no estan sélo limitadas por los condicionantes de naturaleza
mecanica, sino también por factores de tipo adaptativo, entre ellos los derivados de la
posible presidn selectiva de los tipos de locomocién.

Para ello se consider6 también necesario analizar si los cambios que se
producen en las series ontogenéticas repiten los patrones hallados previamente en
series filogenéticas, comparando sexos y edades entre las especies estudiadas.

El propésito de este trabajo es comprobar hasta qué punto animales como los
odontocetos, como consecuencia de su adaptacion secundaria extrema al medio
acuatico, son capaces de neutralizar (contrarrestar) la atraccién de la gravedad
inherente al medio terrestre. Esta adaptacién se podria presentar como un proceso
espontaneo de osteoporosis (disminucion de la densidad de los huesos debida a la
perdida de sus componentes minerales), que ya ha sido descrito en una especie de
odontoceto (Delphinus delphis), y asi generalizarlo a otras especies, observando si las
posibles alteraciones estructurales que conlleva dicha osteoporosis tienen un
significado mecanico parecido a los descritos en osteoporosis patoldgicas, o de las
llamadas de desuso en el hombre. Mas concretamente se trata de comprobar la
existencia de una osteoporosis por desuso en las dos especies de delfines: Stenella
coeruleoalba (marina) y Pontoporia blainvillei (marino-estuarina), ademas de conocer
la variacién de la densidad, la porosidad y la composicién quimica (contenido mineral)
de los huesos en ambas especie de odontocetos.
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1.2 Hueso

1.2.1 Generalidades

El esqueleto de los vertebrados es el armazon del cuerpo del animal. Esta
formado de hueso y cartilago. Sirve de soporte para la insercion de los musculos y
como proteccién de algunos érganos. Ademas mantiene la configuracion general del
animal y sus articulaciones posibilita el movimiento (1, 2).

El hueso se puede conciderar un tejido o0 una estructura. Su origen es
mesodérmico y se desarrolla a partir del mesénquima (3).

El cartilago es otro tipo de tejido que forma parte importante del esqueleto de
los vertebrados, aunque en estado adulto estd muy reducido, ya que en su mayoria ha
sido sustituido por hueso. Sin embargo la mayor parte del esqueleto de un embrién
esta formado por cartilago. En los vertebrados superiores, en los que el cartilago es
sustituido luego por hueso, se le denomina cartilago transitorio, mientras que cuando

persiste durante toda la vida se le llama cartilago permanente (3, 4).

1.2.2 Componentes del hueso

El hueso esta compuesto por células, coladgeno, matriz ésea y minerales, tal

como se muestra en el esquema (Figura 1).

Colageno
Matriz <
Matriz dsea
Tejido dseo Minerales
osteoblastos: células formadoras
Células osteocitos: células finales

osteoclastos: células destructoras

Figura 1. Esquema de los componentes del hueso
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El hueso es un tejido compuesto, que presenta tres componentes
fundamentales: la matriz organica, que constituye el 30%, minerales, en un 70%, y
células 6seas; estos porcentajes varian segun los diversos tipos de hueso. El material
organico da al hueso su flexibilidad mientras que el material inorganico da al hueso su
resistencia. La mayor parte de la matriz organica la constituyen fibras de colageno
(94%), siendo el resto sustancia fundamental, la cual es un gel semisélido altamente
hidratado y bioquimicamente complejo (macromoléculas de proteoglicanos). La
estructura dura del hueso se obtiene del componente mineral que esté principalmente
compuesto por los cationes calcio y magnesio y por el anién fosfato, en forma de
hidroxiapatita. Este ultimo es el més abundante y forma cristales entrelazados con
fibras de colageno; y estd compuesto en menor cantidad por carbonato, citrato, cloro y
fluor (5).

El peso especifico es aproximadamente de 2,0 g/cm?®, pero varia dependiendo
del hueso. Los cristales de hidroxiapatita (Caio(PO4)e(OH)2) constituyen uno de los
principales reservorios de Ca y P, entre otros minerales. El Ca y el P aportan del 65 al
70% del peso seco del hueso. Las fibras de colageno son del 25 a 30% del peso seco
del hueso (4, 5).

La hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2), como se mencion6 anteriormente, es un
compuesto cristalino integrado por tres moléculas de fosfato de calcio y una molécula
de hidroxido de calcio. El concentrado de la hidroxiapatita es la matriz de calcio
encontrada en el hueso. Esta sustancia natural contiene aproximadamente 14% de la
proteina del colageno y 4% de otras proteinas y aminoacidos menores (sobre todo
hidroxiprolina, glicina y acido glutdmico). El calcio abarca entre el 24 y el 30% de la
matriz de la hidroxiapatita y junto con varios elementos (cinc, potasio, silicio,
manganeso, fierro) forma un conjunto biodisponible activo de calcio (6).

La matriz organica estd formada principalmente por fibras colagenas. El
colageno es una proteina que esta constituido por cadenas de polipéptidos, cada uno
de las cuales es un polimero de aminoacidos. Las tres cadenas de polipéptidos que
forman el coladgeno aparecen entrelazadas formando una triple hélice, constituyendo
una unidad macromolecular denominada tropocolageno (Figura 2). Estas
macromoléculas de tropocolageno son muy pequenas, con un peso por hélice en
torno a las 300 kilodaltons (kDa) y se agrupan entre si constituyendo estructuras
llamadas fibrillas de colageno. Cada fibrilla de colageno esta constituida por miles de
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moléculas de tropocolageno. Centenares de estas fibrillas se unen lado a lado

formando fibras colagenas mucho mas voluminosas (7).

4 e,
~ seccion de fibras
S nm+Ik e I 1 de collageno

molécula de colageno
300x1,5nm

triple hélice de
colageno

Figura 2. Representacion de las fibras de colageno a tres escalas diferentes.

Existen tres tipos de células dseas propiamente dichas: osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos. Sin embargo también podemos distinguir las células
osteoprogenitoras que son células de origen mesodérmico a partir de la que se

generan los osteoblastos y los ostecitos (Figura 3).

Los osteoblastos son las células que forman el hueso y que han perdido la
capacidad de dividirse por mitosis. Segregan colageno y otros materiales
(proteoglucanos y glucoproteinas) utilizados para la construccién del hueso, siendo
precursoras de otras células 6seas, ya que sintetizan la parte organica de la matriz. Se
disponen siempre en la superficie ésea, lado a lado, en una disposicion que recuerda
al epitelio simple y a medida que segregan los materiales de la matriz 6sea, ésta los

va envolviendo convirtiéndolos en osteocitos (8).

Los osteocitos son las células maduras que mantienen el hueso. Se originan a
partir de los osteoblastos, que se encuentran en la superficie interior de la matriz 6sea
ocupando las lagunas de las que parten canaliculos. Cada laguna contiene un
osteocito. En el interior de los canaliculos, las prolongaciones de los osteocitos
proximos establecen contactos mediante uniones comunicantes que permiten el flujo
intercelular de iones y pequefias moléculas, como las hormonas que controlan el

crecimiento y desarrollo de los huesos (3, 8).
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Los osteoclastos son células moviles, gigantes, ampliamente ramificadas, con
partes dilatadas que contienen entre 6-50 nucleos o mas. Los osteoclastos derivan de
los monocitos de la sangre circulante, reabsorben el tejido déseo y participan en los

procesos de remodelacién de los huesos (8).

osteoclastos

seccion transversal del hueso osteoblasto

O ‘ |
O :
H ,
3 y C osteocito

steoprogenitoras

hueso trabecular

Figura 3. Representacion de las células que componen al hueso trabecular

1.2.3 Desarrollo del hueso: osificacion, modelado y remodelado dseo

La relacion entre las actividades de los osteoblastos (formacién del hueso) y
los osteoclastos (reabsocidén del hueso) varia a lo largo de la vida del organismo, lo
que nos permite diferenciar tres procesos durante el desarrollo del esqueleto:
osificacion, modelado 6seo y remadodelado éseo.

Osificacion:

La mayor parte del esqueleto se origina tempranamente en el embrién, a partir
de células de la capa mesodérmica. A medida que el embrion se desarrolla, las
células del mesodermo migran y se agrupan en los lugares donde se formaran las
estructuras 6seas(4). La osificacién es el proceso por el cual se forma hueso nuevo.
Se puede formar de dos maneras:

e Por osificacion intramembranosa que es directa de tejido conjuntivo sin pasar
por el estado de cartilago. Se produce por la condensacion de las células

mesenquematicas en areas especificas del mesénquima o tejido conectivo

15



Carmina Alba Fernandez Variacién ontogenética del radio en dos especies de odontocetos

embrionario donde se formara el hueso. Cuando aumenta la vascularizacion y
las células mesenquematicas se transforman en osteoblastos. Los huesos asi
formados se denominan huesos de membrana o dérmicos (algunos huesos
craneales y faciales).

e Por osificacién endocondral, que también se inicia con la condensacién de las
células mesenquematicas en el sitio donde se desarrollara el futuro hueso. Sin
embargo, estas células se diferencian en condroblastos que producen una
matris cartilaginosa que adquiere la forma general del futuro hueso. EI modelo
cartilaginoso, aumenta su tamano por crecimiento intersticial y por aposicion, y
posteriormente aparece un centro de osificacion primaria en la mitad de la
diafisis que hace que el hueso crezca por aposicion aumentando su diametro.
Al mismo tiempo el hueso crece en longitud por sus extremos que presentan
placas cartilaginosas en la que hay sustitucién de cartilago preexistente (hueso
de cartilago). En tal caso se habla de osificacién endocondral o periéstica
(huesos largos).

Ambos procesos requieren de una base sélida y un aporte vascular para la

elaboracion y la mineralizacién de la matriz extracelular (1, 3, 9).

Modelado y remodelado oseo:

Después de la osificacion, el hueso crece cambiando su forma y tamano
durante el desarrollo del organismo. Sin embargo, el hueso no crece por deposicion
0sea en la superficie externa y reabsorcion en la superficie interna. EI aumento del
tamafno del hueso ocurre por medio de un mecanismo que implica la activida
coordinada de los osteoblastos y osteoclastos en diferentes puntos del hueso y donde
la deposicion del hueso necesariamente excede a la reabsocidn del hueso (4, 8).

- Modelado 6seo: Este mecanismo implica las actividades coordinadas de los
osteoblastos y osteoclastos pero desacopladas, resultando en el cambio del tamario y
la forma del hueso. Como consecuencia del proceso de modelado 6seo, la superficie
del hueso externa e interna (periostio y endostio, respectivamente) presenta una serie
de microcaracteristicas que estan relacionadas con las actividades de formacion y
reabsorcion ésea. Las areas relacionadas con la formacion ésea se caracterizan por la
presencia de las fibras de coldgeno mineralizadas mientras que las areas de

reabsorcion presentan lagunas de Howship. Asimismo, conforme el hueso crece, las
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distintas partes que lo constituyen deben reubicarse para mantener el equilibrio
funcional del hueso.

- Remodelacion ésea: A diferencia del modelado, es una actividad que coordinada y
acoplada los dos tipos de células y tiene lugar a lo largo de la vida del organismo para
mantener y reparar los huesos formados. Una vez que se alcanza la madurez del
esqueleto el proceso de modelado éseo se reduce considerablemente. Durante el
periodo adulto se requiere un mantenimiento del esqueleto que implica una
reorganizacion interna del hueso mediante el proceso denominado remodelacion. El
mantenimiento del esqueleto adulto implica la reparacién de fracturas, prevencion de
la acumulacion excesiva de hueso viejo que es fragil, mantenimiento la homeostasis
de calcio y fosforo, y adaptacion de la arquitectura interna del hueso a la variacion de
carga en biomecanica (9). La remodelacién 6sea se puede describir en 4 fases:

e Fase de reabsorcién: los osteoclastos multinucleados activados, derivados de
la médula ésea, reabsorben un area de la matriz 6sea mineralizada.

e Fase de reversion celular: las células osteoprogenitoras (precursores
osteoblasticos), los cuales pueden proliferar y diferenciarse en osteoblastos,
migran a la laguna de reabsorcién y detienen la actividad osteoclastica.

e Fase de formacion: los osteoblastos depositan nueva matriz 6sea y rellenan la
laguna de reabsorcion.

e Fase de reposo: durante la formacién del hueso los osteoblastos quedan
incluidos en el osteoide-matriz 6sea y se diferencian en osteocitos. Los
osteoblastos que se encuentran en la superficie del hueso permanecen

inactivos y se denominan células quiescentes.

Se distinguen dos tipos de tejido éseo: a) el inmaduro o primario y b) el
maduro, secundario o laminar. Los dos tipos poseen las mismas células y los mismos
componentes de la matriz, pero mientras que en el tejido 6seo primario las fibras
colagenas se disponen irregularmente, sin orientacion definida, en el tejido éseo
secundario o laminar se organizan en laminas que pueden formar sistemas de Havers.
Cada sistema de Havers u ostion esta formado por un cilindro largo, a veces bifurcado
y formado por 4 a 20 laminillas 6seas concéntricas. En el centro del cilindro 6seo hay
un conducto revestido de endostio o conducto de Havers, que contienen vasos y
nervios. Los conductos de Havers se comunican entre si, con la cavidad medular y

con la superficie externa del hueso por medio de conductos transversales u oblicuos,
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llamados conductos de Volkmann (Figura 4). El sistema de Havers es producto del
remodelado del hueso cortical. Estos se distinguen de los de Havers por no presentar
laminillas éseas concéntricas (1, 3, 8). Un hecho interesante es que los sistemas de
Havers de los diferentes mamiferos, aunque esencialmente similares, presentan
peculiaridades en cuanto a su distribucion, y en algunos casos es posible determinar
una especie, basandose solo en este caracter (2).

Sistema de Havers

Linea de
Sistema de cementacion o
Havers u Vena nillas
Laminillas Osteon Atiatla

circunferenciales Nervios
Periostio externas

osteogéni
Capa 0 celular,
fibrosa L 2

Laminillas
intersticiales

1 H T
Laguna ; %

Trabécula e

Hueso compacto  Hueso trabecular

Figura 4. Estructura microscdpica del hueso. Copyright ©.The McGraw-Hill Companies,
Inc.

Los huesos llevan fuertemente adherida una densa envoltura de tejido
conjuntivo, el periostio, comparable al pericondrio que rodea al cartilago, al que se
unen musculos, tendones y ligamentos. El crecimiento en espesor de los huesos es el
resultado de la actividad de células formadoras de hueso, localizadas en la superficie
interna del periostio (8).

1.2.4  Clasificacion

Existen diferentes formas de clasificar el hueso:
a) Por su forma y su funcion. Generalmente se divide en cuatro clases, aunque esta
clasificacion no es totalmente satisfactoria (Figura 5).
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Huesos largos: son estructuras tipicamente elongadas, de forma cilindrica y
con extremidades ensanchadas, y su funcién suele ser de soporte y de palanca
(p-e. humero).

Huesos planos: son huesos delgados y con frecuencia curvos, en los que
predominan dos dimensiones (presentan dos caras). Su funcion consiste en
proteger los 6rganos que recubren (p.e. los huesos parietales).

Huesos cortos: presentan unas dimensiones similares en longitud, anchura y
grosor y su principal funcién es amortiguar los choques (p.e. los huesos
carpianos).

Huesos irregulares: son huesos de forma irregular, normalmente impares.
Presentan funciones muy variadas, y no estan claramente especializados (p.e.

el sacro).

b) Por su estructura. La arquitectura del hueso vista en seccién longitudinal o

transversal presenta diferencias macroscopicamente y microscopicamente en los

siguientes dos tipos (Figura 5):

Hueso cortical o compacto: Representa el 80% del total del hueso, su superficie
externa esta recubiera por el periostio. Se encuentra en la periferia y aparece
como una masa solida y continla. Estd compuesto por una sustancia
intersticial calcificada, la matriz 6sea, depositada en capas llamadas lamelas.
Se caracteriza por espacios abiertos parcialmente rellenos ubicados en la
cavidad medular recubierta por el endéstio. En su interior existe una red de
finos canales longitudinales (canales de Havers) y transversales (canales de
Volkmann) que transportan los vasos que posibilitan su nutriciéon y los nervios
que transmiten sensibilidad.

Hueso trabecular o esponjoso: se encuentra en una parte mas interna que el
hueso cortical, forma el 20 % del total del hueso y presenta una disposicién
tridimensional de laminillas o placas delgadas (trabéculas) y espiculas, con
médula ésea en su interior que se entrecruzan en diferentes direcciones. Los
espacios existentes entre las laminillas se encuentran ocupados por la médula,

y se denominan espacios medulares.
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La diferencia principal entre ambos tejidos éseos viene dada por la porosidad
que en el hueso cortical varia entre el 5 % y el 30 %, mientras que en el hueso

trabecular varia entre el 30 % y el 90 %.

O

— Cartilago articular

(6)
\ / . \Hueso

Cavidad Hueso trabecular (c) /compacto

medular \
Hueso

compacth

Cartilago articular

{n) Huesolargo (fermur)

{B) Hueso plano (craneo)
{¢) Huesoirregular (vertebra)

Figura 5. Tipos de hueso por su forma y su estructura

c) Por su disposicion en la matriz. Se pueden clasificar en:

e Hueso laminar o tejido éseo secundario: el hueso laminar es hueso maduro con
fibras de colageno dispuestas en lamelas. En el hueso trabecular, las laminas
estan ordenadas paralelamente una detras de otra, mientras que en el hueso
compacto estan organizadas concéntricamente alrededor del canal vascular,
terminando en un conducto de Havers.

e Hueso inmaduro o tejido 6seo primario: Es un hueso inmaduro con fibras de
colageno dispuestas irregularmente. Contiene pequefias cantidades de
sustancia mineral y una proporcién alta de osteocitos en comparacion con el
hueso laminar. El tejido déseo primario es temporal y eventualmente se

convierte en laminar(1-3, 8).

Debido a que este trabajo trata sobre uno de los huesos largos, solamente se

explicara la estructura de este tipo de hueso.

1.2.5 Estructura de los huesos largos
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Se distinguen anatémicamente tres regiones: una parte media o diafisis, dos
extremos habitualmente abultados, epifisis, y las zonas de unién epifisodiafisiarias o
metafisis (Figura 6). Las epifisis pueden ser totalmente cartilaginosas o, si ha
comenzado la osificacién, estar separadas de la diafisis por medio de discos
eplifisiarios cartilaginosos. Esta parte contiene la zona de crecimiento del hueso. En el
adulto, la metéfisis y la epifisis son continuas. La diafisis es un cilindro de hueso
compacto, con una cavidad o conducto medular central que contiene médula 6sea
roja, amarilla o ambas. La epifisis y la metafisis estdn formadas por hueso esponjoso
cubierto por una delgada capa de hueso compacto, que en la zona articular se recubre
con cartilago hialino. La diafisis esta formada por hueso compacto, rodeado por una
delgada vaina de periostio. Este ultimo esta formado por una capa externa fibrosa y
resistente; y por una capa interna, llamada capa ostedégena. La superficie interna del
hueso esta cubierta por una delgada capa de endosito (3, 8, 10).

Cartilago
articular

Hueso
trabecular
Linea
epifisial

Hueso
compacto

Cavidad
medular

Endostio

Capa

fibrosa ’
Arteria

Cartilago
articular

| Epifisis
proximal

Tmetafisis

= Diafisis

F Metafisis

Epifisis

[ distal

Figura 6. Esquema de las partes que forman el hueso largo de mamiferos. Copyright ©

The McGraw-Hill Companies, Inc.

1.2.6 Osteoporosis

Se define como enfermedad esquelética sistémica con disminucion de la

masa o densidad ésea, deterioro microarquitecténico del tejido éseo cortical y, sobre
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todo, trabecular, que aumenta la fragilidad del hueso y, consecuentemente, el riesgo
de fracturas (11).

La densidad 6sea es la cantidad de materia por centimetro cubico. En algunas
ocasiones se denomina también densidad mineral del hueso.

El hueso sufre una continua remodelacion, por lo que la masa ésea aumenta
o disminuye. Hay un aumento progresivo de la masa 6sea desde el nacimiento hasta
la edad adulta y es diferente segun la estructura y tipo del hueso. El pico de masa
osea, que es la maxima densidad dsea se alcanza al llegar a la edad adulta.

A partir de este momento la masa 6sea empieza a disminuir, por lo que es
importante alcanza un pico de masa ésea alto para asi hallarse cuando comienza el
descenso con una densidad ésea mas alta, por lo que le edad se considera un factor
muy importante. Otro factor a tener en cuenta en la pérdida de masa ésea en
mamiferos es el sexo, observandose en hembras una acelerada pérdida de la masa
Osea causada por la movilizacion de calcio para la reproduccion, mientras que en
machos la pérdida no es tan grande.

La osteoporosis se clasifica en primaria y secundaria dependiendo de la causa que la
provoque:
a) Primaria: no tiene factores causales
e |diopética: Se da en jovenes (mujeres amenoreicas) y hombres adultos (caida
de la testosterona).
e Posmenopausica o tipo |: Aparece tras la menopausia como consecuencia de
la carencia de estrogenos.
e Senil o tipo Il: Aparece a partir de los 70 afnos, como consecuencia de la
pérdida de masa 6sea que se ha producido con la edad.
b) Secundaria: es la osteoporosis que se da como consecuencia de otra enfermedad y
hay diferentes causas (12):
e Enfermedades endocrinolégicas como son los estados hipogonadales o las
patologias endocrinas en si.
e Enfermedades gastrointestinales y nutricionales.
e Enfermedades del tejido conectivo (Osteogénesis imperfecta, sindrome de
Ehlers-Danlos y sindrome de Marfan).
e Enfermedades hematopoyeticas (Mieloma multiple, leucemias y linfomas entre

otras).
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e Enfermedades renales (Insuficiencia renal cronica y acidosis tubular renal).

e Enfermedades gastrointestinales y nutricionales.

e Enfermedades inducidas por drogas (Glucocorticoides, heparina,
anticonvulsivantes, entre otros).

e Inmovilizacion prolongada (Transplante de 6rganos, enfermedades reumaticas,

rotura de huesos entre otras).

La osteoporosis de desuso, conocida también como de inmovilizacion, se
define, al igual que la osteoporosis comun (primaria tipo I), como una pérdida de
mineral, principalmente de calcio, en los huesos. Se diferencia esencialmente por el
mecanismo por el que dicha pérdida se da. La osteoporosis también puede definirse
como la pérdida de densidad asociada con el deterioro de la microarquitectura del
hueso. Por esta razén las propiedades mecanicas se consideran buenos estimadores
del proceso de osteoporosis (13).

En las ultimas décadas se estan realizando muchos estudios sobre la
osteoporosis de desuso. Este tipo de osteoporosis es considerado como el mayor
problema de salud de los astronautas como resultado de los vuelos espaciales (14).
También se presenta usualmente en personas que tienen una actividad fisica
restringida y por consiguiente un reducido efecto anabdlico del ejercicio, y de la accion
gravitatoria en el esqueleto (15, 16). Este tipo de osteoporosis incrementa el riesgo de
fracturas en los huesos al igual que el resto de tipos.

La dificultad de realizar estudios en el sistema esquelético humano por
cambios gravitatorios, ha llevado a los cientificos a utilizar modelos de osteoporosis en
animales, siendo estos parte esencial del desarrollo de nuevas aproximaciones y
tratamientos para la osteoporosis (17-19).
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1.3 Morfometria y biomecanica

El tejido 6seo esta influido por procesos quimicos y fisicos, siendo relevante el
crecimiento ya que es una caracteristica biolégica de los seres vivos. Un incremento
en tamano lleva implicitos muchos cambios, ya que significa no s6lo un aumento en la
talla sino también un cambio en la forma que generalmente conlleva una sucesiéon de
adaptaciones fisioldgicas. Las propiedades geométricas del hueso se ven afectadas
por distintos factores que no solo incluyen la edad, sino también el sexo, especie,
origen, ejercicio y contenido de minerales. Estas propiedades influyen en la

biomecanica de los organismos.

1.3.1  Morfometria

1.3.1.1 Definicion

Se define la morfometria como la rama de la biometria que agrupa un
conjunto de métodos para la descripcion cuantitativa, analisis e interpretacion de la
forma bioldgica y su variacion (20). Es una técnica muy utilizada en estudios de
comparaciéon entre formas, taxones, poblaciones, o procesos de desarrollo. F. Galton
(1901) definia la morfometria como el estudio estadistico de observaciones y
fendmenos bioldgicos (21).

1.3.1.2 Historia

La diversidad de formas y tamafnos contenidos en la naturaleza es apreciable
a simple vista. Desde el punto de vista anatdmico se presentan unas normas
generales que determinan un patrén basico de organizacién, por lo que se han tratado
de relacionar con una modelizacién matematica desde por lo menos la época clasica.
Pitdgoras (580-500 a. C.) propuso la idea de que toda forma, toda estructura y por lo
tanto todo objeto natural, tenia que tener su propio numero caracteristico. Fue
Arquimedes (287-212 a. C.) quien argumenté sobre la proporcionalidad existente
entre la superficie y el volumen de figuras geométricas sélidas de distintos tamarnos
(21). Galileo (1564-1642) reconoceria que la naturaleza estd escrita en caracteres
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geométricos enunciando el principio general de similitud, y D’Arcy Wentworth
Thompson (1917) propuso una transformacion cartesiana para relacionar las formas,
es decir, analogias entre entidades matematicas y estructuras bioldgicas (22).

El principio general de similitud da los valores teoricos para los exponentes
alometricos en escalado isométrico basados en diferentes restricciones biomecanicas
y la ley cuadrado-cubo; tiene dos hip6tesis que predicen el comportamiento alométrico
de los caracteres 6seos, tanto biométricos como biomecanicos basandose en
asunciones diferentes(23):

e Hipdtesis de similitud geométrica: se basa en la geometria Euclidiana y la ley
cuadrada-cubica.

e Hipdtesis de similitud elastica: asume que los organismos han evolucionado de
manera similar para soportar los efectos de la gravedad. Estas proporciones

isometricas se muestran en el anexo 3.

1.3.1.3 Alometria

J.S. Huxley (1932) estudié las proporciones animales desde un punto de vista
estadistico, proponiendo una ecuaciéon que permite describir el crecimiento de una
region con respecto a otras o respecto al organismo en su conjunto. Este analisis
consiste basicamente en el ajuste de las variables a estudiar a la funcidn potencial y =
a * x ®, conocida como ecuacién de crecimiento alométrico, donde y es la variable
dependiente, x la independiente, b es el coeficiente de alometria y a representa la
interseccion con el eje y. Entre magnitudes equivalentes el coeficiente b puede ser
mayor que 1 (alometria positiva), menor que 1 (alometria negativa), o igual a 1
(isometria). Si bien no se otorga una significacion bioldgica o general al coeficiente a,
Gould (1971) sugiri6 que se trataba de un factor que expresa diferencias en tamafno
entre organismos similares en forma, y propuso que la conservacién de una similitud
geométrica —que segun este autor poseeria una base genética simple— es relevante
en macroevolucion. (21, 24, 25).

1.3.2 Biomecanica

1.3.2.1 Definicion
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Se define como la ciencia que analiza el movimiento y otras caracteristicas

mecanicas de los seres vivos.

1.3.2.2 Meétodos de analisis

El comportamiento mecanico del hueso puede estudiarse desde una doble
perspectiva. Por un lado, por las caracteristicas materiales del tejido, a través de
pruebas mecéanicas de secciones del hueso, y por otro, por las propiedades
estructurales, tomando el hueso como una unidad anatémica entera y considerando
su forma y arquitectura, que configuran su geometria. Ambos métodos, con el objetivo
de registrar las resistencias 6seas y las deformaciones éseas que acontecen en las
situaciones de carga, permiten crear curvas y modelos para el estudio de la
resistencia, energia de absorcion, plasticidad, elasticidad y modelos arquitecténicos y
de la microarquitectura estructural (26).

En el analisis biomecanico del aparato locomotor hay que tener en cuenta los
siguientes factores:

1) Las fuerzas externas que se ejercen sobre los huesos y articulaciones:
fuerzas musculares, peso (W) y fuerzas externas producidas por los cambios bruscos
de velocidad del organismo.

2) La respuesta interna de los huesos: esfuerzo, deformacién, momento,
consecuencia de las fuerzas externas. En equilibrio estatico, los momentos producidos
por las fuerzas externas se equilibran con los momentos producidos por las fuerzas
internas.

3) La resistencia maxima de los huesos, que es la tension mas alta
desarrollada por el hueso antes de su ruptura, en general sigue esta serie: 1)
resistencia a la compresion 2) resistencia a la traccion 3) resistencia a la flexion y 4)
resistencia a la torsion.

Por esto, el sistema osteoarticular esta construido de tal forma que optimiza
estas propiedades de los distintos tipos de esfuerzo. Esto lo hace de varias maneras:
combinando en distintas cantidades los componente moleculares de forma que el
material adquiera distintas propiedades y combinando los diferentes elementos
macroscépicos de forma que se maximice la respuesta funcional impidiendo el

colapso del conjunto y/o la fractura de los componentes individuales (27).
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1.3.2.3 Generalidades de mecanica de hueso

El hueso es el Unico tejido capaz de adaptarse mecanicamente y modificar su
calidad y geometria en respuesta a cargas impuestas sobre el mismo (27). Las
propiedades mecanicas del hueso son modeladas por fuerzas intrinsecas vy
extrinsecas. Las primeras pueden ser consideradas fisioldgicas, mientras que las
fuerzas extrinsecas no tienen limite en su magnitud y direccidon. Ambos tipos de
fuerzas causan alteraciones en: la geometria del hueso, las -caracteristicas
microscopicas, la densidad, el grado de mineralizacién, y la orientacién y disposicién
de las fibras colagenas (27, 28).

La respuesta del tejido 6seo frente a las fuerzas que se aplican sobre su
superficie depende tanto del tipo de fuerza como del tipo de hueso, de su densidad,
arquitectura y composicion. Las fuerzas que pueden actuar sobre el tejido 6seo son de
cuatro tipos: tensién, compresién, flexion y torsibn. Las dos primeras son
deformaciones simples y las dos ultimas son combinaciones de tensioén y compresion.
Ademas pueden ser aplicadas de forma perpendicular a la superficie désea (fuerza
normal) o de forma oblicua (fuerza de cizallamiento) (26).

Como se mencion6 anteriormente, el hueso posibilita la accion mecanica de la
musculatura y, a pesar de la dureza y resistencia del tejido éseo, éste posee cierta
elasticidad. Los huesos responden a las fuerzas aplicadas sobre su superficie
siguiendo un patron caracteristico. La primera fase de deformacion es elastica y
depende de la rigidez del hueso. En esta fase, la deformacién es temporal y se
mantiene solo durante el tiempo de aplicacién de la fuerza, tras lo cual el hueso
recupera su forma original. Si la fuerza aumenta, se entra en una fase plastica, y el
hueso, aunque se recupera parcialmente, queda deformado. Por ultimo cuando la

fuerza aplicada es superior a la resistencia del tejido, se produce la fractura (Figura 7).
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Figura 7. Curva de esfuerzo/deformacion unitaria de la region transversal de un material,
donde o, es el ultimo punto antes de la fractura, o, marca el punto de inflexion entre la
region elastica de la plastica. El drea bajo la curva refleja la energia que requiere el
material antes de llegar a fractura. La pendiente de la gréfica en la regién elastica es
conocida como el médulo de Young y refleja la rigidez del material.

Los huesos largos de humanos estan formados fundamentalmente por tejido
6seo compacto o cortical, son elasticos y poco plasticos. En estos huesos, la
resistencia sera mayor cuando la fuerza se aplique de forma vertical al sentido de la
carga. Cuando la fuerza se aplica de forma oblicua, la fase plastica se acorta y el

hueso se fractura con mas rapidez (29).

En los huesos integrados por tejido 6seo esponjoso, la resistencia es mayor
cuando la fuerza se aplica a lo largo del eje vertical de las trabéculas vertebrales, y
también cuando es paralela a los sistemas trabeculares del cuello femoral. Estos
huesos, al ser menos densos que los formados por tejido éseo cortical, son menos
elasticos y mas plasticos, por lo que pueden presentar deformaciones mayores. Asi,
mientras que en los huesos integrados por tejido esponjoso las fracturas se producen
cuando existen variaciones del 7% de su longitud, en los integrados por tejido

compacto las fracturas se producen con variaciones del 2%(29).
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1.4 Anatomia esquelética de los Cetaceos

La mayoria de los cambios adaptativos que han sufrido los cetaceos al pasar
del medio terrestres al marino conllevan grandes modificaciones morfoldgicas, tanto
en estructura como en funcién (Felts & Spurrell, 1966). Los cetaceos presentan una
morfologia claramente pisciforme, sin cuello visible y con vértebras cervicales cortas y
a menudo soldadas. La fuerza locomotora esta confiada a la aleta caudal, extendida
en el plano horizontal, fibrosa y sin esqueleto. Faltan totalmente los miembros
posteriores y la cintura pélvica (es estremadamente reducida y sin relaciéon con la
columna vertebral en misticetos) y los miembros anteriores tienen lo equivalente al
brazo y al antebrazo de longitud notablemente reducida; los dedos presentan
hiperfalangismo y externamente se han transformado en aletas natatorias. No tienen

pelo y presentan una capa de grasa aislante debajo de la piel (30-32) (Figura 8).
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Figura 8. Anatomia basica de un odontoceto

La vida marina ha modificado también la anatomia interna de estos animales.
Por lo que respecta al craneo, éste difiere del resto de los mamiferos por los cambios
en las relaciones topograficas de sus elementos y en las proporciones de éstos. El
craneo resultante en los cetaceos actuales es alto, ancho y corto; los huesos de la
parte anterior han retrocedido deslizandose hacia atras, cabalgando sobre los
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elementos de posicion originariamente posterior; a su vez los huesos posteriores
avanzan; ademas hay un alargamiento antero-posterior de los huesos de la region
facial, ya que los orificios nasales se han trasladado a la parte superior del craneo
para facilitar la respiracion dentro del agua (33) (Figura 8). El proceso de
cabalgamiento se designa con el nombre de telescopizacién, ya que los huesos
encajan unos dentro de otros (Figura 9). Estas modificaciones aparecen claramente
en los cetaceos modernos (ballenas y delfines), pero no en los cetaceos fésiles mas
antiguos (arqueocetos) que tienen el craneo mas parecido a la disposicién usual del
resto de mamiferos. Los embriones de los cetaceos actuales, muestran un craneo
muy parecido al de los mamiferos terrestres (34).

La denticion de estos mamiferos ha sido profundamente transformada y es el
caracter que motiva la clasificacién a nivel de suborden, separandolos en odontocetos
y misticetos. Los primeros presentan homodontia (un gran numero de dientes muy
parecidos) y los segundos presentan barbas en vez de dientes, las cuales son de

queratina y tienen un origen ectodérmico (35).

Vértebras toracicas
Vértebras lumbares l Vértebras cervicales Craneo

Vértebras de la cola

Figura 9. Esquema del esqueleto de un odontoceto

Por lo que respecta al resto de las caracteristicas, y aparte de la uniformidad
mas o menos marcada de la morfologia interna, los cetaceos difieren tanto en peso
como en tamano, medidas y proporciones del cuerpo; miden desde los dos metros de
longitud y pocas decenas de kilos de algunos delfines hasta los treinta metros y mas
de cien toneladas de peso de algunas ballenas.

El desarrollo y la estructura de los huesos es muy interesante en la anatomia
de las extremidades de los cetaceos, ya que revela las presentes adaptaciones al
medio fisico como parte de la evolucion de las aletas (36). Una de las caracteristicas
que indicé que los basilosaurios (antepasados de los cetaceos modernos) tenia una

vida totalmente acuatica fueron las extremidades anteriores, ya que presentaban una
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escapula larga y en forma de abanico que no presentan los mamiferos terrestres, y
que el radio y el cubito eran deprimidos segun el plano de la aleta, y finalmente la
movilidad restringida que presentaba la extremidad (37).

En los cetaceos las aletas pectorales tienen una importancia fundamental en
su movilidad, ya que son las encargadas de dar direcciébn al movimiento, y de
controlar la posicion del cuerpo, ademas de contribuir a su forma hidrodinamica (38).

Las caracteristicas distintivas que presenta el esqueleto de las aletas son las
siguientes:

e En los cetaceos, las proporciones de las extremidades anteriores se han
diferenciado tanto de las de mamiferos terrestres que el codo se encuentra
aproximadamente en el contorno corporal y la extremidad visible es casi
enteramente en el antebrazo y la mano (33).

e Presentan hiperfalangismo, asi que el numero de falanges por digito junto con
la forma del radio de la aleta son caracteristicas a nivel especifico.

e Tienen una osificacion retardada y no presentan reabsorcion, con lo que se
consigue una muy lenta madurez 6sea, y la creacién de hueso esponjoso, y sin
cavidad medular.

En un analisis somero del hueso de cetaceos se observa que existe una
estructura porosa-esponjosa, con una densidad que en conjunto es de moderada a
baja respecto a la de un mamifero terrestre. La densidad de los huesos de las aletas
presenta una distribucién relacionada no solo con la orientacion estructural del hueso,
sind que las estructuras compacto-esponjosas se relacionan espacialmente (39). La
densidad reducida de las aletas de cetaceos (40) va acompafada de un gran
desarrollo de la matriz densa del tejido 6seo, la cual podria ayudar a mantener la
resistencia de la aleta (33).

Segun Zangerl (1935), los datos paleontoldgicos, senalan que uno de los
primeros estados en la adaptacion marina secundaria, tanto en reptiles como en
mamiferos, estuvo marcada por un incremento en la densidad de los huesos
(paquistosis), mientras que después las formas de las mismas lineas desarrollaban
huesos menos densos (38). Esto esta en desacuerdo con los primeros investigadores,
que decian que la densidad del hueso podria presentarse para vencer la capacidad de
flotar en una adaptacién incompleta de reptiles y mamiferos (39). En los mamiferos

marinos actualmente se sabe que hubo un cambio de las formas tipicamente
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terrestres a osteopetrosis (huesos hiperdensos) y paquiosteosclerosis (combinacién
de paquiostosis y osteoesclerosis que se define como la sustitucion del hueso
trabecular por hueso compacto y la paquiostosis que es el incremento en la densidad
del hueso y aumenta con el tamafo y la edad) y a continuacion a osteoporosis en el
primer cuarto de la historia evolutiva de los cetaceos, mostrando las divergencias de
este grupo segun sus nichos ecoldgicos y habitos alimentarios (36, 41, 42).

La secuencia de aparicién y fusion de los centros de osificacion primaria y
secundaria en las extremidades de los cetaceos sigue generalmente el patron clasico
en mamiferos (38, 43). La anatomia interna de las aletas es una mezcla interesante
de retencion, supresion y modificacién de los elementos del tejido duro y blando de las

extremidades anteriores de los mamiferos.

Las caracteristicas morfolégicas y funcionales se pueden explicar de la
siguiente forma. La musculatura del hombro en todos los cetaceos es muy compleja y
es la unica que permite el movimiento de la articulacion en la extremidad. El cociente
de la longitud del radio-cubito al del hiumero varia levemente entre odontocetos; el
esqueleto del antebrazo es generalmente mas largo. El “codo”, plano y ancho, el cual
articula al radio y al cubito con el humero, es una sincondrosis fuertemente reforzada
por un ligamento grueso. En la “muneca”, los carpianos y metacarpianos estan
completamente relacionados cerca de la superficie plana de la articulacion. Los
movimientos también estan limitados por ligamentos derivados de los tendones,
reduciendo o suprimiendo los musculos flexor y extensor (dependiendo de la familia
de cetaceos a la que pertenezca (44). Un tejido conectivo muy denso y enmaranado
rodea a los huesos y a los ligamentos en la parte sin musculo de la extremidad y llena
los espacios interdigitales y completa la forma hidrodinamica. Sobre muchas de las
extremidades, el tejido subcutaneo es delgado y firmemente adherido al fondo
subcuténeo del tejido conectivo denso. La parte anterior de la aleta pectoral llega a ser

continua con la gruesa capa de grasa del cuerpo (38, 43).

Particularizando en las caracteristicas estructurales del radio de los
odontocetos, encontramos que el radio es corto y plano, y que carece de cavidad
medular abierta al igual que el resto de los huesos largos en cetaceos. Su seccion
transversal tiene esencialmente forma de cufia semi-lineal. Su articulacién

perpendicular al “codo” es una sincondrosis. En la forma linear del antebrazo sin
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musculo el radio recibe predominantemente las cargas en el plano transversal medio
lateral como los movimientos de la aleta (en el hombro), oponiéndose a la inercia del
cuerpo y la resistencia del agua controlando la postura del cuerpo. El crecimiento del
cartilago es circularmente anémalo, es decir, minimo en la parte anterior, moderado
en la parte lateral y media, y maximo en la parte posterior, mientras que el crecimiento
proximal presenta una inclinacién posterior igual que la elongacion de los huesos. Por
lo anterior podemos decir que el radio es Unico no solo en relacién a su forma y

articulacion, sino también por su particular patrén de crecimiento diferencial (38, 39).

Como antecedente al presente trabajo, cabe citar el estudio de algunos
aspectos de alometrias en huesos largos de cetaceos, dirigido a conocer su relaciéon a
nivel filogenético, hallandose que los delfines pequefnos presentan una mayor
robustez que la que necesitan las grandes ballenas (45), asi como el trabajo en el que
se plantea como hipotesis la posible descompactaciéon ontogenética del hueso de la
aleta pectoral de Delphinus delphis (46). El presente trabajo tendra como uno de los

objetivos el comprobar si esta hip6tesis es generalizable a otros odontocetos.
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2 Objetivos

La hipotésis de este trabajo tal como se ha introducido anteriormente en el marco

general, se sintetiza en que las proporciones de las estructuras 6seas no estan solo

limitadas por los condicionantes de naturaleza mecanica, sino también por factores de

tipo adaptativo, entre ellos los derivados de la posible presion selectiva de los tipos de

locomocion. Para validar esta premisa se estudiaran dos especies de odontocetos,

Stenella coeruleoalba y Pontoporia blainvillei, en las cuales se abordaran los

siguientes objetivos:

1.

Conocer el significado biomecanico de la geometria de la seccién transversal del

radio:

1.1. Investigar la relacion alométrica entre la longitud total del delfin con los
parametros geométicos de la seccién transversal del radio.

1.2. Investigar la relacion alométrica entre la masa corporal del delfin con los
parametros geométicos de la seccién transversal del radio (hueso largo).

1.3. Determinar la dependencia de los pardmetros geométricos del radio en
funcién del sexo y de la especie.

Estudiar el crecimiento ontogénico de la estructura del hueso para cada especie

estudiada por medio del las propiedades mecanicas y la composicién quimica.

2.1.  Describir la curva de crecimiento para el total de individuos y para ambos
sexos en relacion con los parametros geométricos y mecanicos de la seccion
transversal.

2.2. Relacionar la edad con los principales elementos quimicos del hueso tanto
por sexo como por categoria de edad.

2.3. Dar pautas que ayuden a comprender los procesos de maduracion dseay la
variacion en contenido mineral de los huesos de la aleta de los delfines.

Estudiar la micro y nano arquitectura de la seccion transversal del radio de las

especies estudiadas.
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3.1. Describir la dureza de la seccion transversal del hueso y comparar el hueso
cortical y el trabecular a nivel micro y nano.

3.2.Conocer la variacién de la densidad, porosidad y la composicién quimica
(contenido mineral) de los huesos en cada una de las especies para ambos
SEX0S.

3.3. Establecer las posibles relaciones entre las variaciones de porosidad y las
probables variaciones en contenido quimico, por un lado y la resistencia, por el
otro.

Los resultados obtenidos al desarrollar el objetivo 1 se presentan en la seccion 4.1.

Los del objetivo 2 en la seccién 4.2 y los del objetivo 3 se encuentran en la seccién
4.3.
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3 Material y Métodos

En esta investigacién se utilizaron huesos de aletas pectorales de dos
especies, Stenella coeruleoalba 'y Pontoporia blainvillei, de las que se disponia de
sendas series ontogenéticas que abarcaban desde neonatos hasta individuos
plenamente adultos. Se eligi6 el radio por ser uno de los huesos largos
generalmente mas estudiados en biomecanica. Las mencionadas especies no sélo
fueron escogidas por la disponibilidad del material, sino también porque se trataba
de animales distanciados tanto desde el punto de vista filogenético como ambiental.

3.1 Descripcién de las especies
Clasificacion taxonémica de las especies:

Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata

Clase: Mammalia

Orden: Cetacea
Suborden: Odontoceti
Familia: Delphinidae

Especie: Stenella coeruleoalba
Familia: Pontoporiidae

Especie: Pontoporia blainvillei

3.1.1  Stenella coeruleoalba (Meyen, 1833)

Nombres comunes: delfin listado (castellano), Dofi llistat (catalan), striped dolphin
(inglés), blue-white dolphin (inglés), Meyen’s dolphin (inglés), dauphin bleu et
blanc (francés).
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Descripcion: Este delfin presenta cuerpo alargado, robusto y fusiforme; el morro es
prominente. La aleta dorsal es falciforme y alta, la aleta caudal es pequefa y

delgada con extremos en punta (Figura 10).

Las medidas corporales son las siguientes:
- hembras longitud promedio 2,4 my el peso 110 a 153 kg
- machos longitud promedio 2,6 m y el peso 116 a 165 kg.

Color: En la parte dorsal, las primeras dos terceras partes del cuerpo son de color
negro a gris oscuro, mientras que la tercera parte dorsal (posterior) es de color gris
claro. Los flancos presentan dos bandas lanceoladas que salen del ojo, la primera
gris claro y la segunda mas obscura. La parte ventral es blanca hasta la regién

anal. El rostro es gris oscuro, al igual que las aletas pectorales.

Copyright: Martin Camm

Figura 10. Stenella coeruleoalba.

Reproduccion: La edad de madurez sexual es variable segun los sexos. Los
machos llegan a la madurez sexual entre los 7 y los 15 afos, mientras las hembras
lo hacen entre los 5 y los 13 afos. La época reproductiva es en invierno y a
principios de verano en el Pacifico noroccidental, mientras que en el Mediterraneo
ocurre al final del verano (47). El periodo de gestacion dura de 12 a 13 meses. Los
fetos crecen aproximadamente 0,29 cm/dia. Al nacer miden de 90 a 100 cm de
longitud, con ligeras diferencias entre rangos de talla y pesan aproximadamente 11
Kg (48). Los jovenes son cuidados cerca de 16 meses por la madre (47, 48). Las
hembras tienen tipicamente un intervalo de alumbramiento de cuatro aros,
existiendo un periodo de descanso de entre 2 y 6 meses entre el fin de la lactancia

y la siguiente reproduccién (48).

Alimentacion: Se alimentan de camarones, calamares y pequenos peces.
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Comportamiento: Son animales gregarios que van en manadas de 100 a 500
individuos, pero se han registrado grupos de mas de 2000 ejemplares. Dentro de la

manada hay segregacion por grupos (juveniles, adultos y adultos en apareamiento).

Longevidad: Se han encontrado individuos hasta de 47 afos, aunque la

estimacién para esta especie es entre los 55 y 60 arnos de vida.

Distribucién: Delfin marino, costero. Especie ampliamente distribuida en aguas
templadas y tropicales, de los grandes océanos. Es especialmente abundante en
el Mar Mediterraneo, las aguas templadas y calidas del Pacifico norte, el Atlantico
norte, Sudafrica y algunas regiones del Océano indico (49-52) (Figura 11).

Figura 11. Mapa de distribucion de Stenella coeruleoalba.

En Espana el delfin listado es el cetaceo mas abundante en las aguas ibéricas,
tanto atlanticas como mediterraneas. En el Atlantico norte su distribucién se
extiende desde el sur de las Islas Britanicas hasta las aguas norteafricanas, con un
maximo de densidad situado probablemente frente a las costas ibéricas. Esta
especie es muy habitual en todo el Mediterraneo occidental, especialmente en el
noreste ibérico y mar de Liguria, zonas en las que representa mas del 60% de los
cetaceos varados o avistados. El delfin listado se halla también presente en el
Mediterraneo oriental, pero su abundancia es probablemente menor. Las
poblaciones que habitan las vertientes atlantica y mediterranea de la Peninsula
Ibérica parecen mantener una gran independencia. Asi, los ejemplares del

Mediterraneo son de tamarno ligeramente menor que los del Atlantico, y es probable
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que existan también otras ligeras diferencias en coloracién y morfologia entre las

dos poblaciones (53).

Habitat: El delfin listado habita preferentemente aguas de una temperatura
superficial comprendida entre los 18 y 25 grados centigrados. En general se trata
de un animal de costumbres eminentemente pelagicas, aunque en el Mediterraneo
es abundante en la plataforma continental a partir de una profundidad de unos 100
m a 200 m o de una distancia de la costa de unas 10 millas nauticas (49, 51).

3.1.2  Pontoporia blainvillei (Gervais & d'Orbigny, 1844)

Nombre comun: Franciscana (castellano), La Plata river dolphin (inglés), Toninha
(portugués), Cachimbo (portugués), Dauphin de la Plata (francés).

Descripcidn: Delfin pequeno, que se caracteriza por presentar un hocico largo y
angosto que crece en relacion con la longitud del cuerpo. Cabeza abovedada. Ojos
pequefos. Aleta dorsal pequefa y triangular, no muy prominente, y situada en el
centro del dorso. Las aletas pectorales son anchas y de forma casi triangular (54)
(Figura 12).

Las medidas corporales son las siguientes:
- hembras longitud: 137 - 177 cm (1,6 m promedio) y el peso 45 kg
- machos longitud: 121 - 158 cm (1,5 m promedio) y el peso 36 kg

Color: Ocre amarillento, aclardndose hasta un color mostaza palido en el vientre
(55, 56).

Figura 12. Pontoporia blainvillei
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Reproduccion: Se reproducen durante la primavera y el verano. Las hembras
alcanzan la madurez a los 2 afnos de vida. Tienen una cria solamente, después de
un periodo de gestacién de once meses. Las crias miden unos 70 cm al nacer y
son amamantadas alrededor de 4 meses. La madurez de los machos se produce
entorno a los 3 afos de edad (57).

Alimentacién: Come peces, calamares, crustaceos y pulpos.

Comportamiento: Se conoce poco sobre su comportamiento. Viaja en grupos de

entre 1y 5 individuos

Longevidad: Aproximadamente entre 18 y 20 afos.

Distribucidén: Es un delfin marino costero que habita aguas someras y estuarinas
(Estuario del Rio de la Plata) de las regiones templado tropicales del oeste del
océano del Atlantico sur. Su distribucion se extiende desde ltaunas (18°25'S),
estado de Espiritu Santo en el sudeste de Brasil (58), a Golfo Nuevo (42°35'S), en
la provincia del Chubut, Argentina (59). Sin embargo, la especie no se distribuye
continuamente a través de esa franja. Algunos estudios indican que las
franciscanas son extremadamente raras o estan ausentes en dos areas de la parte
nortefia de la franja entre Macaé (sur del Rio de Janeiro) y Ubatuba (norte de Sao
Paulo) y en el sur del estado de Espiritu Santo (60-64). Las razones de que no
estén presentes en estos no estan claras, pero podria ser que entre los factores
responsables se encuentre el hecho que la especie prefiere aguas de poca
profundidad y turbias (61, 65, 66) (Figura 13).
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Figura 13. Mapa de distribucion de Pontoporia blainvillei

Habitat: Aguas turbias proximas a las desembocaduras de rios.

Antecesores fdsiles: Incluyen los generos de Pliopontos y Parapontoporia;
especies subtropicales marinas encontrados en el Pacifico este, y generos como
Pontistes 'y Pontoporia pertenecientes al Mioceno tardio encontrados en
sedimentos marinos en Argentina (33).

3.2 Muestras bioldgicas

Los especimenes de Stenella coeruleoalba usados en el presente estudio
provienen de animales que murieron durante la epidemia de morbillivirus epizodtico
en el Mediterraneo occidental en 1990. La muestra se compone de 99
especimenes (47 hembras, 38 machos y 12 animales de sexo desconocido). El
rango de edad va de 0 a 34 afos, con longitudes que varian entre 94 centimetros,
en los fetos, y 211 centimetros en los adultos.

Estos especimenes ya han sido utilizados en los trabajos sobre el estudio
de las variaciones geograficas de la longitud maxima del cuerpo en delfin listado del
Mediterraneo occidental (67); sobre la biologia reproductiva de las hembras, donde
se estudiaron la edad, madurez sexual, el periodo de gestacién, el periodo de
lactancia, la ovulacién y el embarazo (48); y sobre la madurez, crecimiento y
desarrollo de los huesos en las aletas pectorales, donde las caracteristicas
osteoldgicas y métricas fueron medidas por medio de radiografias (68).
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Las muestras de Pontoporia blainvillei se obtuvieron de animales que
fueron atrapados en redes de pesca en la localidad de Necochea (Argentina) entre
1988 y 1992 (69). La muestra consta de 37 especimenes (26 hembras y 11
machos). El rango de edad varia entre 6 meses y los 7 afnos, con longitudes que
van desde los 101 a 157 centimetros.

Las aletas pectorales de ambas especies se preservaron congeladas a - 23
¢ C hasta que se utilizaron para este estudio.

Debido al origen del material, las medidas externas (talla y masa corporal)
se tomaron en algunas ocasiones sobre el terreno y otras en el laboratorio. En el
anexo 1 se muestra qué parametros biométricos ya se tenian y cuales se midieron

para este trabajo.

3.3 Analisis biométricos

La longitud total o talla (L) de los delfines se midié usando el método Norris
(70), el cual implica medir al ejemplar desde la punta de mandibula inferior hasta la
escotadura de la aleta caudal (anexo 2).
Para la masa corporal (M) se utilizd una balanza estandar. La edad (a) de los
organismos se calcul6 a través del recuento de las bandas de crecimiento de los
dientes, realizando en secciones longitudinales descalcificadas y tenidas (69, 71).

Los radios de las aletas fueron extraidos en ambas especies, se limpiaron
separando todo el musculo de alrededor, y se midieron varios parametros
geométricos: la longitud (), tomando la mayor distancia desde la parte proximal a la
distal, el diametro sagital (sd) y el diametro transversal (td) para cada radio. Los
diametros fueron medidos en la mitad de la diafisis (Figuras 14 a y b). Estas
medidas se tomaron con un pie de rey MITUTOYO (0.1 milimetros de grado de

precision).
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Figura 14 a y b Parametros biométricos medidos del radio de delfin listado

Para relacionar las medidas de los diferentes parametros en cada una de

las especies estudiadas, se utilizd la ecuacion potencial alométrica normal:
b
y=ax Ecuacion 1

Su transformacién logaritmica, para pasar la relacién curvilinea de las

variables a lineal es:

logy=blogx+loga  Ecuacién2

dénde b es el coeficiente alométrico y a representa la interseccion en el eje y como

se menciond en la introduccion.
3.4 Anadlisis mecanicos

3.4.1 Ensayo de flexion

Los ensayos de flexion se realizaron en una maquina hidraulica universal
INSTRON 8511 (Universitat de Barcelona) para los huesos de Stenella
coeruleoalba y una maquina Dartec Series HC10 (Cranfield University) para los
huesos de Pontoporia blainvillei, con la finalidad de calcular la carga de fractura.
Para ambas especies se utiliz6 el método en flexién por tres puntos (Figura 15),
que actua sobre el hueso durante su funcién. Los huesos se cargaron en direccion
del plano sagital, en el punto medio de la longitud del radio y se llevaron a fractura.
La velocidad del actuador fue de 0,5 mm/min. Se emple6 una fuerza estéatica de 10
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kN, y de 5 kN de fuerza dinamica en la célula de carga. La envergadura (distancia
entre dos soportes) dependi6 de la longitud del hueso. Se utilizaron cinco distancias
diferentes entre los soportes, tres para Stenella coeruleoalba (2,5, 3,5y 5 cm) y dos
para Pontoporia blainvillei (2 y 2,8 cm). Esta metodologia es analoga a la utilizada

en un estudio de huesos de aves (72-74).

Figura 15 Esquema de la disposicién para el ensayo de flexion en 3 puntos

La resistencia (o) fue calculada de acuerdo con las siguiente formula (75):

P
= 3X P XS Ecuacién 3
2xsc x sd

donde: Pnax €S la carga maxima, S la envergadura, sc la superficie cortical (0 area
transversal) y sd el didmetro sagital.

De cada seccidn transversal de los huesos se hicieron fotografias con una
camara Canon Powershot G-3, mostrando la superficie de ruptura (Figura 16). Con
las fotos se estimaron la superficie cortical o el area de la seccién transversal (sc) y
el segundo momento del area (/) mediante el programa IMAT, desarrollado por los
“Serveis Cientifico Técnics de la Universitat de Barcelona”. Para ello se utiliz6 la

siguiente formula estandar:

| = wsd® % Ecuacién 4
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donde sd es el diametro sagital y td es el diametro transversal del hueso radio (76).

2 3 4 51

Figura 16. Foto de la seccion trasversal mostrando la superficie de fractura en el radio
de Stenella coeruleoalba.

3.4.2 Analisis de dureza superficial (Microdurezas y Nanodurezas)

La dureza superficial representa la resistencia que ofrece un cuerpo para
ser penetrado o indentado en su superficie. Las técnicas cuantitativas de dureza se
realizan utilizando un pequefio indentador que es forzado contra la superficie del
material. La profundidad o tamafno de la indentacién resultante es medida y
relacionada a un valor de dureza. Los durébmetros o durimetros forzaran al
indentador contra el material con una carga determinada y por un tiempo
preestablecido por el investigador. Para la medicion de las huellas en las pruebas
de microdureza se usa el microscopio incorporado al aparato.

3.4.2.1 Preparacion de muestras

3.4.2.1.1 Corte de muestras

Se cortaron placas de la seccion transversal de cada hueso, después de
haber hecho los ensayos de flexiobn. De cada muestra se cortaron dos placas
transversales en segmentos semicirculares de 2 a 3,5 mm, usando una sierra
metalurgica, modelo Struers, Accutom-2, a una velocidad de 4/12 rpm*100.
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34.2.1.2 Limpieza de muestras

Con el fin de poder quitar la sangre y la grasa que tenian los huesos, se les
hizo el siguiente tratamiento de limpieza. Se pusieron en una solucién de metanol-
cloroformo al 50 % por 48 horas. Después se pusieron en metanol al 100% por 2
horas mas. Finalmente se cambiaron a una solucién de 250 ml de agua destilada,
con 3 gotas de hipoclorato de sodio. Mientras las muestras estaban en las
soluciones se movian constantemente mediante una rotadora modelo Stuart
Scientific Roller SRT1. Posteriormente cada placa fue limpiada con agua caliente a
presion, para finalmente ponerlas a secar en una estufa (modelo Gallenkamp) a 36°
C por 24 horas.

3.4.2.1.3 Inclusion en acrilico

A continuacién, se cortaron anillos de PVC. Estos, previamente
etiquetados, se colocaron en un papel adhesivo dentro de los cuales se colocaba la
placa de hueso referenciada. Se colocaron en un compartimiento de vacio (“lento
de Buehler’) y se les agregd una soluciéon hecha de 10 ml de resina (Polyester
casting resin) y 6 gotas de endurecedor (hardener), y finalmente se activé la bomba
de vacio. El tratamiento de impregnacién se realizé en la maquina Bauhler Vacuum,
durante 12 horas. Una vez listas las muestras se dejaron secar en la estufa por 48
horas a 36°C.

3.4.2.1.4 Acabado de las muestras

Posteriormente las muestras se lijaron y pulieron cuidadosamente en una
pulidora modelo Metaserv Rotary Pregrinder hasta exponer la red trabecular del
hueso. Para lijar se utilizaron lijas de agua con grano abrasivo de SiC, de grados
progresivos, para dejar una superficie lo mas lisa posible. Primero se utilizé la lija
de 600, luego de 800, continuando con la de 1200, puliendo bajo continua irrigacion
de agua. Finalmente se pulié utilizando un algoddn y una soluciéon de micropulidor

de aluminio.

3.4.22 Microdureza
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Una vez prepararan las muestras se pusieron a secar en la estufa para
posteriormente y a temperatura ambiente, hacer las indentaciones. Para ello se
utilizé una maquina Indentec - modelo HWDM?7-. Este modelo de maquina utiliza el
sistema de Vickers, que consiste en un método de ensayo por indentacion por el
cual, con una maquina calibrada, se fuerza un indentador piramidal de base
cuadrada que tiene un angulo entre caras especifico, bajo una carga
predeterminada, contra la superficie del material a ser ensayado. A continuacion se
mide la diagonal resultante de la impresién luego de retirar la carga (77). Este
método es el mas comun, ya que permite realizar mediciones en areas muy
reducidas, como por ejemplo en trabéculas. Emplea un diamante de forma
piramidal con angulo de 1362 que al aplicarle una carga variable, deja una huella de
forma cuadrangular, en la que se miden las diagonales y se promedian. Con estos
valores el numero de dureza superficial se obtiene a partir de un cuadro que los
transforma automéaticamente a los datos obtenidos. En cada muestra se hicieron 9

indentaciones (Figura 17) con cargas de 10 g.

v %;, ‘
Figura 17 Esquema representativo de las microindentaciones en color rojo y las
nanoindentaciones de color azul.

3.4.2.3 Nanodureza

Para llevar a cabo el microandlisis electrdnico se midieron las nanodurezas
de las muestras con la maquina modelo CSM Instruments — Nano Hardness Tester
—y el software Indentation (versiones 3.0 y 3.59).

Como se muestra en la figura 17, sobre cada muestra se le realizaron 6
indentaciones. Se utilizaron dos tipos de secuencia: la secuencia “estandar” y la

multiciclica. La primera aplica una carga de 10 mN con 30 s de carga, 30 s
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estacionado y 30 s de descarga del indentador y con él se hicieron 3 de las
indentaciones (Figura 18). El segundo protocolo, basado en una secuencia llamada
“constante multiciclica”, aplica una carga y descarga tres veces, con dos periodos
de descanso. Las cargas también fueron de 10 mN, y los tiempos fueron de 30 s
carga, 10 s estacionado, 30 s descarga, 1 s descanso, 30 s carga, 10 s
estacionado, 30 s descarga, 1 s descanso, 30 s carga, 30 s estacionado, 30 s
descarga (Figura 19). Se utilizaron estas técnicas para poder ser comparadas entre
ambas secuencias y también para compararlas con los resultados de un articulo ya
publicado (78).

Las nanoindentaciones se llevaron a cabo paralelamente a las
indentaciones de las microdurezas, en las posiciones CC, EE y OO (Figura 17) de
las placas. En cada posicion se hicieron los dos tipos diferentes de secuencias. Las
nanoindentaciones se diferencian de las microindentaciones no sélo por su tamaro,
sino también por la forma triangular del diamante que las hace. Esta técnica es muy
utilizada en biomateriales, principalmente en animales domésticos (ovejas, caballos

y vacas) y en el hombre.

120

6

Toar

L

24

E'Ji"j

0 24 48 T2 120
Figura 18. Gréfica de la secuencia estandar utilizada para hacer las nanoindentaciones.
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Figura 19. Gréfica de la secuencia multiciclica utilizada para hacer las
nanoindentaciones.

3.5 Analisis quimicos

Una vez hechos los analisis geométricos y mecanicos, se corté una placa
del hueso restante de cada una de las muestras. Cada placa de la muestra fue
triturada para homogeneizarla en un mortero de agata, y después puesta a secar
en una estufa a 105 ¢ C por 24 h para poder realizar los siguientes analisis

quimicos.

3.5.1  Analisis de elementos principales

Se cuantificd el Ca, Mg, Na y P por ser los elementos principales. Para ello
se hizo una descomposicion acida de las muestras tal y como lo describe la Figura
20 (79). Se pesaron 0,75 mg de muestra seca homogeneizada para Franciscana y
0,40 mg para el delfin listado y se sometié a una digestién (proceso mediante el
cual se elimina la materia organica) en Selecta Bloc-digest con acido nitrico

concentrado y acido perclérico.
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Figura 20. Metodologia de la descomposicion acida de una muestra organica

El resultado de la solucién se analizd en el espectrometro dptico de emision
de plasma acoplado por inducciéon simultdnea (ICP-OES) modelo PerkinElmer
Optima 3200 RL.

3.5.2 Anaélisis de otros elementos

En las mismas muestras homogeneizadas y secadas se analizd el
contenido de C y N. Para ello se pesaron 100 mg del triturado de cada muestra vy,
utilizando un analizador elemental NA 1500 (C.E. Instruments), se cuantificaron
ambos elementos.

3.5.3 Anaélisis de aminoacidos

El resto de la muestra homogeneizada y secada se utilizé para cuantificar
los aminoécidos, en particular la prolina y la hidroxiprolina, con la finalidad de
estimar la cantidad de colageno presente en los huesos (7). Para ello se utiliz6 la

cromatografia de intercambio i6nico.
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3.6 Determinacioén de la densidad y la porosidad de los huesos

Después del proceso de limpieza y con la finalidad de determinar la
densidad, porosidad y el contenido mineral de las muestras, la segunda placa se
corté y pulié hasta darle la forma geométrica de paralelepipedo. Se pesaron las
muestras para obtener la masa. Para calcular la densidad y porosidad, primero fue
necesario determinar el volumen (V) (Ec. 5), la masa seca (W), la masa humeda
(W), la masa sumergida (Ws).

V=h*t*d Ecuacion 5

donde h = largo, t=alto y d=ancho

Para calcular Wy se pusieron las muestras en la estufa a 36° por 12 horas,
y después se pesaron todas las muestras utilizando una balanza modelo Metter
Toledo ®. Para calcular W, se pusieron las muestras en agua destilada por 12
horas. Después se centrifugaron en agua a 3000 r.p.m. por 2 minutos y se pesaron.
Para calcular W se utilizé6 el método de imbibicibn que consiste en poner las
muestras en agua destilada por 12 horas, después a centrifugar a 1000 r.p.m. por 5
minutos, para que el agua destilada penetre en todos los poros, y finalmente se
pesaron sumergiéndolas en una vaso con agua destilada y tarada previamente,
mediante una bascula digital.

Para calcular la densidad real (d,) (Ec. 8) primero tuvo que calcularse la
densidad aparente (d,) (Ec.6)

da= W%/ Ecuacién 6

Asumiendo que los poros del hueso estan rellenos de agua y ésta se elimina al
centrifugar, como la densidad del agua es dw= 1 g-cm™, el volumen trabecular o de
la matriz (V) es igual al peso de agua eliminado,

(W - W)

Vi = Ecuacion 7

wt

dr = %/m Ecuacién 8

Tenemos entonces que la porosidad (p) del hueso calculada es:
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p= V%/ Ecuacion 9

Para calcular el contenido mineral (Cn) (Ec.10) de las muestras y después
de haber calculado los parametros anteriores, se pusieron las muestras en una
solucion EDTA durante 14 dias cambiandose cada 2 dias. Al terminar este proceso
las muestras se enjuagaron con agua destilada y se secaron en la estufa a 36° C
durante 12 horas y se pesaron (W;). Con este proceso de desmineralizacion

calculamos mediante la siguiente formula el contenido mineral de cada muestra:

(W — (W — Wan))
W

Cm= Ecuacion 10

Finalmente, se cuantific6 no solamente en los diferentes ejemplares, sino por zonas

del area cortical.

3.7 Analisis estadisticos

Para analizar las relaciones alométricas (Ec. 1) se utilizaron dos modelos
estadisticos de regresion: el modelo | cuadratico, comunmente llamado de minimos
cuadrados, y el modelo Il, conocido como el método de la mediana geométrica.

Estos calculos fueron hechos con el programa estadistico Alometra.

El modelo |, pese a ser la técnica mas utilizada debido a su sencillez en los
andlisis alométricos, sblo se utilizd6 cuando la variable dependiente se calculaba
indirectamente a partir de otro parametro. EI modelo Il es un método mas exacto de
determinar la pendiente de la regresion cuando la variable dependiente es medida
directamente (80-82). Para ambos modelos se hizo una transformacion logaritmica
en base 10 de los datos.

Se estudiaron las alometrias de los siguientes parametros /, sd, td, I, scy o
respecto ala Ly a Mp,y L con respecto a M,; paralelamente se calcularon los

coeficientes de correlacién en cada analisis estadistico. Para los parametros /, sd,
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td, y sc se utilizé el modelo Il de regresion y para los parametros /'y o el modelo |
(83). Las regresiones se calcularon para el total de la muestra y para cada sexo,
por separado y para cada una de las especies (Stenella coeruleoalba'y Pontoporia
blainvillei).

Para comparar las correlaciones de los parametros L y M, se utilizd una
prueba de hipotesis conocida como el andlisis Z-test para la igualdad de dos
correlaciones utilizando el paquete estadistico SYSTAT v.9.

Para comparar las diferencias entre sexos en cada especie se realizd un
analisis de covarianza (ANCOVA).

Para relacionar diferentes parametros con la edad se utilizd el modelo de
crecimiento de Gompertz.

Se realizaron analisis estadisticos descriptivos basicos y pruebas de
comparacion multiple por medio del ajuste de Tukey. También se hicieron ANOVAs
de un factor y de varios factores utilizando el paquete estadistico STATISTICA v.6
(1984-2002 StatSoft Inc.)
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4 Resultados

Los resultados se presentan en tres subcapitulos. Esto es debido a la
diferente naturaleza de las técnicas utilizadas. Se ha incluido una pequena
descripcién de cada técnica mas detallada en los subcapitulos. El primero de ellos,
Structural allometry of the radius cross-sectional paramentres in two dolphin species
aborda la investigacion de los huesos como estructura relacionando la alometria
con las propiedades mecdénicas del hueso. El segundo titulado Estudio del
crecimiento ontogénico del radio de dos especies de delfines evalla el crecimiento
ontogénico del hueso. Finalmente, Micro- and nanohardness characterization of
dolphin radius bone analiza la dureza en dicho hueso, en las dos especies de
delfines, a dos escalas diferentes de su arquitectura.
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4.1 Structural allometry of the radius cross-sectional parameters in two dolphin

species

4.1.1 Introduction

In 1638, Galileo suggested that the skeletons of aquatic vertebrates were
proportionally lighter (relative to the body mass) and grew slower than those of
terrestrial vertebrates. This fact was understood as a consequence that bones in water
do not have to support the weight of the body (84). De Buffrénil et al. (1985) showed
that the skeletal mass of common dolphins (Delphinus delphis) was proportionally
lower than that of terrestrial mammals. This was consistent with Galileo’s predictions
regarding aquatic vertebrates.

Cetaceans — whales, dolphins and porpoises — are highly specialized
mammals. They possess morphological and physiological adaptations to a fully aquatic
lifestyle, acquired through selective pressures, and manifested on a wide range of
traits. A streamlined body, lack of fur, backward shift of the nostrils, transformation of
forelimbs into flippers, evolution of flukes for swimming, and loss of the hind limbs, are
all examples of adaptation, towards enhancing swimming and optimizing energy
utilization (85, 86), as show in Figure 21. In particular, the pectoral fin, or flipper, of the
cetaceans represents a very advanced adaptation of the plesiomorphic mammalian
forelimb to the aquatic environment, and bones have undergone drastic modifications

of proportions and articulations in comparison to terrestrial mammals (38).
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Figure 21. Cetacean evolution and phylogenetic tree. These figures show many of the
anatomical adaptation exhibited by cetaceans, mainly skeletal changes. Drawings are not
to scale.

The shape analysis of biological structures provides an important empirical
approach to identify and interpret mechanical constraints underlying the form and
function of skeletal support systems. The changes of proportions with size in a series
of identically shaped structures can be predicted on geometrical bases (87), as it was
referenced in the introduction by the principle of similarity. This predictability is inferred
from power laws called allometric equations (88), which are well established in biology.
The allometric studies describe the adaptive forms differences between organisms that
yield to functional equivalence at different sizes. Several allometric studies on marine
and terrestrial mammals demonstrated this (89-92). The relationship between body
size, bone length and cross-sectional dimensions has mechanical functional
equivalence that can help to understand the adaptive differences of the organisms
(92). The degree of functional adaptability varies with both the structures and the

functions concerned (93). Moreover, cetaceans have undergone an evolutionary
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selection that has altered the internal and external architecture, proportion, number
and spatial relationship of bones.

External and skeleton measurements of cetaceans have been studied since
19™ century. Cetaceans allometric growth, at interspecific level, has been described
using a sample of estimated body mass and length taken from literature (94). The
geometric similarity in mammals suggested that the deviation of mammalian design
from the elastic similarity model is much more drastic than previously suspected (89).
Furthermore, few studies describe growth in body parameters using the ontogenetic
allometric approach for cetaceans.

In a previous paper (45), the scaling of flipper bones skeleton against body
mass was examined in 18 genera of cetaceans; forelimbs were compared and it was
found that whereas large cetacean limb structure of the bones is less robust than
expected. Limb bones are more robust in small cetaceans. A negative allometry was
found in limb bones for small cetaceans. This could be explained for the greater
relative swimming speed and the greater stresses incurred by high-speed swimming.

Most of allometric studies in cetaceans have been devoted to harbour
porpoise (Phocoena phocoena). Read and Tolley in 1997 described allometric growth
of external body features and suggested that the evolutionary reduction in body size in
female is due to rapid growth, in order to attain adult size as quickly as possible and
facilitate early reproduction in a cold environment (95). Aspects of biology and growth
on harbour porpoise were examined using an allometric formula to calculate body
mass from body length and concluded that those measurements were strongly
correlated (96). Allometric analyses were used to gain insights into the function and
energetic requirements of specific organ systems during growth in both sexes of
Phocoena phocoena. Growth rates for many body components were found larger than
expected, which seemed to contribute to their early maturation for these species (97).
A recent study compared two growth models: allometry of the skeleton and skeletal
proportions in growing. It was found that fully growth harbour porpoises showed

paedomorphosis in grown males relative to females (98).
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For another specie, Delphinus delphis, ontogenetic development has been
described, showing that skeletal mass of common dolphins is proportionally more

reduced than that of terrestrial mammals (99).

With respect to the genus Stenella, Miyazaqui et al. (1981) described and
analyzed the organs growth in two species of this genus and compared its pattern with
other cetaceans. Results suggested that organs growth coefficient (relationship
between organ weight and body weight) cannot always be a significant parameter to
characterize these species, and in some cases the difference of the coefficients
between populations of the same species is larger than their difference with respect to
other species (100). The use of allometric analyses to compare the main body organs
of Stenella graffmani and Stenella longirostris showed that their values of Huxley’s
growth coefficient b (see material and methods section) was smaller than one,
whereas for another species of the same genus (Stenella coeruleoalba) and two other
species of odontocetes (Delphinus delphis and Phocoena phocoena) it was higher
than 1 (101). Calzada et al. (1997) (102) reported the growth patterns, maximum body
length, age and length at attainment of physical maturity in striped dolphins (Stenella
coeruleoalba) and they concluded that both age and length are related parameters
associated with body growth or ossification of the skeleton, which is liable to be
affected by density dependent forces. Ramos et al. 2000 (103) studied age and growth
in La Plata dolphins from Rio de Janeiro state and found asymptotic body lengths
smaller than those from Uruguay.

In odontoceti, cross-sectional geometrical parameters have not been
commonly considered as an expression of bone morphology (45, 46, 68), even though
they seem to be a good approach to understand adaptation in relation to ontogenetic
and phylogenetic scaling (104). Second moment of area or moment of inertia reflects
ability to support bending loads. Since primary measurements of cross-sectional
geometrical structures have not been previously reported in dolphins ontogeny, the
present work studies the variation of the cross-sectional geometrical parameters in
radii of striped dolphin and the La Plata dolphin. Yet, as sex could also lead to different
scaling, allometric relationships of the geometrical parameters to total body length and
body mass, are also investigated as a function of sex.
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4.1.2 Material and Methods

Measurements were performed on the radii of both species, Stenella
coeruleoalba and Pontoporia blaivillei. Cross-sectional geometrical parameters were
measured using the procedure described 2.4.1. The measured parameters were length
(/), transverse (td) and sagittal diameters (sd) (width and thickness respectively),
second moment of area (/), cortical surface (A), polar moment (J) and strength (o).
Measurements were taken on strict morphological transverse and sagittal plans (Fig.
14b). Data on body length and body mass of the specimens studied were already
published (48, 67, 68, 71, 102).

Mechanical tests were carried out with an Instron testing machine. Whole
bones were tested by loading them along the sagittal plane at the mid point of the
length, in a three point bending rig, using a span in accordance with the length of the
bones. Bones were loaded until break. The actuator speed was 0.5 mm/min. A 10 kN
static and 5 kN dynamic load cell were employed. This methodology had already been

proposed for similar studies on bird bones (72, 74).

In order to understand the structure of the bone limb we also evaluated the
strength (o), that is, the ability to apply a force and overcome a resistance. It was

estimated using equation 3 in chapter 2.

For most biological structures, cross-sectional shapes are typically irregular
and their geometric properties often cannot be calculated using formulae for standard
geometries. For this reason, the broken surfaces of the bones were ground to obtain
smooth cross-sectional images. Cross-sectional area, second moment of area and
polar moment were calculated with the IMAT programme based on standard formulae

(equation 4 in chapter 2).

When a differential growth rate exists, such that the size of one part (or more)
of the body changes in proportion to another part, or to the whole body, this pattern is

called scaling. Typically, the power model represents a scaling equation as follows: y =
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a * x ° and its log-log transformation log y = b log x + log a (equations 1 and 2

respectively in chapter 2).

Two different statistical techniques for regression analyses were used. The
commonly used technique is the quadratic regression (least-squares or Model I). The
second technique that was used is the reduced major axis regression (Model Il). The
correlation coefficient r was used to assess strength of relationship between the
variables. The parameters /, A, J and o were regressed versus L and M, (independent
variables) by Model I. The /, and td, and sd, and sc were regressed versus body length

and body mass by Model II.

The same kind of analysis was used for the whole set of sample
(females+males+unknown) and the two sex subsamples (females and males) for each
species (Stenella coeruleoalba and Pontoporia blainvillei). Sex differences for both
species were compared using a covariance analysis (ANCOVA). To find out the most
significant parameter (body length or body mass) for regression analyses, we used the
test for equality of correlation coefficients (for more details, refer to chapter 2).

4.1.3 Results

Fifteen scaling relationships were examined for the radius: seven parameters
vs. body length and eight parameters vs. body mass; each regression was calculated
for the whole sample, and for the female and male subsamples.

The results of allometric equations developed for radius bone are show in
tables 1 and 2. We found 77 correlations, 45 for striped dolphins and 32 for La Plata
dolphins. In the La Plata dolphin, more correlations for males (11) than for females (7)
were found and the dependent variables were more correlated to body length (17) than
to body mass. All this is directly inferred from correlation factor (r) in Table 1 and Table
2.

Typically body mass is the independent variable used in allometric equations
(88). However, because striped dolphins samples died of disease, we used both body
length and body mass alternatively as independent variables. To know which
parameters were best for the relations, we used Z-test analyses for equality of two
correlations. When we carried out this test we found that most of the correlations did
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not show significant differences between the use of body length or body mass. When
differences existed, better correlations were found with body mass (for Stenella
coeruleoalba, A were Z=2.547 p=0.011 and [/ were Z=2.591 p=0.010), which

contradicts that previously reported with the other model.

The relationships between the bone length and the parameters investigated for
Stenella coeruleoalba shows that only for the half of the variables the confidence
intervals calculated for the corresponding slopes contained a theoretical isometric
growth. However, the confidence intervals contained the theoretical value of isometry
for all variables in Pontoporia blainvillei (see Table 1). Table 2 show the relationships
between body mass with the investigated parameters. In the case of Stenella
coeruleoalba, except for the length of the radius, the confidence intervals calculated
contain the values corresponding to the predictions for all the other parameters (see
Table 5).

The allometric results for body length in Stenella coeruleoalba are depicted in
figures 22 and 23. In figures 24 and 25 can be seen the relationships with log body

mass.

Scatter diagrams on Jlog body length vs. the different parameters for
Pontoporia blainvillei shows the allometric relations in Figures 26 and 27 and on log

body mass in figures 28 and 29.
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Table 1. Allometric relationships of radius bone calculated for the length (1), transverse
diameter (td), sagittal diameter (sd), second moment of area (l), cortical surface (A), polar
moment (J), strength (o) related to body length (L). 95% confidence intervals for a the y-
intercept and b the slope are given. Other abbreviations: Sc Stenella coeruleoalba, Pb
Pontoporia blainvillei, @ whole, f females, m males, n sample size, r correlation coefficient.
Significant correlation are marked with an asterisk (*). C.I. b of red colour present a

negative allometric value.

sp

n

r

equation

Cla

C.l.b

Sc

90
47
37

0.806*
0.799*
0.844*

=0.14 L"0.74
0.12L"0.78
16 L"0.72

0.23-0.09
0.25-0.06
0.31-0.08

0.84-0.65
0.91-0.64
0.85-0.59

Pb

35
27
12

0.601*
0.667*
0.729*

.03 L*.01
.02L*.05
y=0.09 L0.76

<K<K K<<
Il
O O|Oo

0.11-0.007
0.11-0.005
0.54-0.01

1.30-0.73
1.38-0.73
1.13-0.40

td

Sc

91
48
37

0.727*
0.579*
0.886*

y=0.01 L"0.84
y=0.02 L10.78
y=0.009 L"0.90

0.02-0.007
0.05-0.007
0.02-0.004

0.97-0.72
0.97-0.59
1.05-0.76

Pb

39
27
11

0.811*
0.773*
0.887*

y=0.008 L*1.02
y=0.009 L"0.99
y=0.007 L"1.01

0.02-0.002
0.03-0.002
0.04-0.001

1.21-0.82
1.25-0.73
1.37-0.66

sd

Sc

92
48
37

0.799*
0.744*
0.947*

y=0.04 L"0.79
y=0.03 L"0.88
y=0.03 L"0.86

0.08-0.03
0.07-0.01
0.05-0.02

0.90-0.70
1.05-0.70
0.96-0.77

Pb

39
27
12

0.705*
0.630"
0.758*

y=0.01 L"1.06
y=0.04 L"0.76
y=0.003 L"1.35

0.03-0.003
0.15-0.01
0.05-0.0001

1.32-0.82
1.00-0.52
1.98-0.73

Sc

66
34
26

0.809*
0.861*
0.895*

y=5E-08 L"3.50
=3E-07 L"3.12
E-09 L"3.90

1E-06-1E-09
1E-05-1E-08
4E-07-7E-11

4.13-2.87
3.78-2.47
4.72-3.08

Pb

37
26
11

0.473*
0.142
0.731*

11 L"4.75
10 L"4.33
11L"4.74

3E-08-4E-14
1E-06-6E-14
3E-06-7E-16

6.14-3.36
6.10-2.57
7.02-2.46

Sc

66
34
26

0.815*
0.854*
0.906*

04 L"2.03
04 LM.67
05L"2.16

5E-04-2E-05
3E-03-1E-04
3E-04-6E-06

2.32-1.74
1.99-1.37
2.55-1.78

Pb

39
27
9

0.539*
0.249
0.828*

05L"2.12
05 L"2.11

5E-04-1E-06
0.003-9E-07
0.01-3E-07

2.89-1.63
2.97-1.27
3.17-1.05

Sc

66
34
26

0.810*
0.859*
0.898*

09 L"4.25
08 L"3.54
10 L"4.35

2E-08-4E-11
1E-06-1E-09
4E-08-8E-12

4.87-3.64
4.19-2.90
5.15-3.54

Pb

39
27
12

0.508*
0.201
0.751*

11 L"4.64
10 L"4.27
E-111.74.68

E-
E-
E-
E-
E-
E-
E-05 L"2.26
E-
E-
E-
E-
E-
E-
E-

MKk KK kK < KKK KK
NEhOOOSA=2000DNON=BANBAON

5E-08-1E-13
1E-06-1E-13
2E-06-1E-15

5.97-3.31
6.00-2.55
6.86-2.51

Sc

60
30
25

0.412*
0.393*
0.519*

y=0.62 L"0.69
y=1.72 L"0.48
y=0.12 L"1.00

4.95-0.08
16.55-0.18
5.29-0.002

1.08-0.29
0.92-0.05
1.73-0.29

Pb

e ~e3+~e3 3+~ 3+~g3+|3+~3+|3+~23+|3+3+|3 8

34
f 25

0.590*
0.610*

y=0.0005 L"1.84
y=0.0002 L"1.99

m 7 0.669 y=0.0011L"1.70

0.04-7E-06
0.06-1E-06
1.16-9E-07

2.74-0.94
3.10-0.87
3.14-0.25
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Table 2. Allometric relationships of radius bone calculated for the follow parameters (L), and
(1), and (td), and (sd), and (I), and (sc), and (o) related to body mass (M,). The
abbreviations and marks are the same that table 1.

sp n r equation C.la Clb
® 76 0.917* y=43.9 M,"0.34 50.13-38.46 0.38-0.32
Sc|f 41 0.847* y=40.3 M,”"0.36 52.45-31.09 0.43-0.31
L m 35 0.968" y=46.5 M, "0.33 52.60-41.04 0.36-0.31
® 24 0.901* y=44.9 M, "0.32 54.71-36.82 0.38-0.26
Po|f 15 0.845* y=37.1 M, "0.38 54.22-25.40 0.50-0.26
m 9 0.397 y=57.1M,"0.25 70.69-46.16 0.31-0.19
o 74 0.772* y=2.46 M, "0.25 2.87-2.12  0.28-0.21
Sc|f 40 0.736* y=2.36 M, 0.26 3.00-1.87  0.32-0.20
/ m 34 0.823* y=2.52 M, "0.23 3.08-2.06  0.28-0.19
® 24 0.466 y=1.54M,70.27 2.19-1.09 0.38-0.17
Po|f 15 0.545 y=1.01 M, "0.42 1.95-0.52 0.63-0.21
m 9 0.397 y=222M,"0.16 3.48-1.42 0.29-0.03
o 75 0.764* y=0.31 M, "0.30 0.37-0.26  0.35-0.26
Sc|f 41 0.593* y=0.31 M, 70.30 0.43-0.22  0.38-0.22
td m 34 0.880* y=0.30 M, *0.30 0.38-0.25 0.35-0.25
® 24 0.803* y=0.33 M, "0.35 0.44-0.24  0.44-0.26
Pb|f 15 0.634* y=0.29 M, *0.39 0.52-0.17  0.57-0.21
m 9 0.912* y=0.32 M, *0.35 0.50-0.21 0.48-0.22
® 75 0.839* y=0.83 M, "0.30 0.98-0.71 0.34-0.26
Sc|f 41 0.719* y=0.78 M, "0.32 1.05-0.58  0.39-0.25
sd m 34 0.924* y=0.87 M, "0.29 1.03-0.74  0.33-0.25
o 24 0.766" y=0.49 M, "0.40 0.71-0.34 0.52-0.29
Po|f 15 0.547 y=0.68 M,”"0.30 1.08-0.42  0.45-0.15
m 9 0.820" y=0.40 M, "0.45 0.91-0.18  0.69-0.22
o 54 0.872* y=0.02 M, *1.21 0.06-0.01 1.41-1.03
Sc|f 29 0.867* y=0.03 My, *1.18 0.10-0.01 1.45-0.91
| m 25 0.890* y=0.02 My, *1.27 0.07-0.006 1.56-0.99
o 24 0.574* y=0.002 My .65 0.01-0.0002 2.25-1.05
Po|f 15 0.029 y=0.002 M, *1.57 0.04-0.0001 2.52-0.63
m 9 0.794* y=0.002 M, "1.59 0.04-0.0001 2.46-0.73
o 54 0.867* y=0.26 M, "0.67 0.39-0.18 0.77-0.58
Sc|f 27 0.848* y=0.32 M, "0.64 0.56-0.19  0.77-0.51
A m 25 0.904* y=0.22 M, "0.71 0.38-0.13  0.84-0.58
® 24 0.604* y=0.12M,"0.77 0.30-0.05 1.04-0.50
Po|f 15 0.075 y=0.12M,"0.75 0.53-0.08 1.21-0.30
m 9 0.843* y=0.13 M, "0.76 0.45-0.04 1.13-0.40
o 54 0.872* y=0.01 M, "1.38 0.04-0.007 1.57-1.19
Sc|f 29 0.863* y=0.02 M, *1.34 0.06-0.007 1.60-1.07
J m 25 0.894* y=0.01 M, "1.43 0.04-0.003 1.70--1.15
o 24 0.590* y=0.002 M, *.6 0.02-0.0003 2.17-1.03
Po|f 14 0.288 y=0.001 M, "1.8 0.04-4E-05 2.87-0.71
m 9 0.814* y=0.003 M, 1.6 0.05-2E-04 2.38-0.75
o 47 0.624* y=6.14 M, "0.31 10.05-3.76 0.44-0.20
Sc|f 26 0.406* y=9.19 M, "0.20 20.29-4.16 0.39-0.01
o m 23 0.515" y=6.06 M, *0.33 16.81-2.18 0.57-0.09
o 18 0.735* y=0.29 M, "0.87 1.09-0.08  1.30-0.44
Po|f 13 0.835" y=0.17 My, 1.04 0.71-0.04  1.50-0.59
m 7 0559 y=1.83M,"0.24 7.09-0.48 0.65--0.17
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Figure 22. Allometric logarithmic plots for direct measurement parameters (radius length,
fransverse diameter and sagittal diameter) to Log body length in Stenella coeruleoalba
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Figure 23. Allometric logarithmic plots for indirect measurement parameters (second
moment of area, cortical area, polar moment and strength) to body length in Stenella
coeruleoalba
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Figure 24. Allometric logarithmic plots for direct measurement parameters (radius length,
transverse diameter and sagittal diameter) to body mass in Stenella coeruleoalba
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Figure 25. Allometric logarithmic plots for indirect measurement parameters (second
moment of area, cortical area, polar moment and strength) to body mass in Stenella
coeruleoalba
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Figure 26. Allometric logarithmic plots for direct measurement parameters (radius length,
transverse and diameter, sagittal diameter) to body length in Pontoporia blainvillei.
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Figure 27. Allometric logarithmic plots for indirect measurement parameters (second
moment of area, cortical area, polar moment and strength) to body length in Pontoporia
blainvillei.
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Figure 28. Allometric logarithmic plots for direct measurements parameters (body length,
radius length, transverse parameter and sagittal diameter) to body mass in Pontoporia
blainvillei
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Figure 29. Allometric logarithmic plots for indirect measurements parameters (second
moment of area, cortical area, polar moment and strength) to body mass in Pontoporia
blainvillei
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For striped dolphins, Table 1 and shows that, between sexes, and for each of
the parameters, while females present a yield curve that slopes loward, males present
a yield curve that slopes upward, except for length, where both present slope lower,
and polar moment where both present slope upper. This patter is only found for La
Plata dolphins, for the directly measured parameters (length, transverse diameter and
sagittal diameter).

In the comparison between sexes for each species, we found significant
differences in striped dolphins for the parameters length (/) and cortical surface area
(A) vs. body length and second moment of area (/) and cortical surface area (A) vs.
body mass. However, for La Plata dolphin the only difference between sexes are in
second moment of area (/). The results are presented in Table 3.

Table 3. Comparison between sex for the both species. Significant differences are marked
with an asterisk (*). Where sp is species, n is the size of the sample, F is Fisher’s statistics
and p provability levels.

sp n F p
/L Sc 82 6.51* 0.01
Pb 37 3.52 0.07
Sc 82 0.42 0.52

L By 37 073 040
Sc 83 0.002 0.96

sdL by 37 119 028
L Sc 58 1.77 0.19
Pb 37 4.66° 0.04

WL Sc 58 4.21° 0.04
Pb 37 3.24 0.08

L Sc 54 228 0.14
Pb 33 2.75 0.11

Sc 74 253 0.12

Mo/l By 20 004 085
Sc 72 6.90° 0.01

IMb o5 50 0.46 050
Sc 73 2.99 0.09
/Mo 5 55 031 0.58
Sc 73 0.90 034
sd/Mo b 55 054 047
Sc 52 2.41 0.13

VUMb 5 55 168 0.21
Sc 52 4.91° 0.03

AMb op 50 128 027
Sc 49 143 024

o/ Mo 5 18 417 0.05
v SC 74 073 0.39

Pb 22 0.83 0.37
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4.1.4 Discussion

Allometric relationships between body mass/body length and other body parts
of odontocetes have been studied by several researchers (see introduction to this
chapter). However, such studies have only focused on simple linear measurements of
external bone breadths, which have limited mechanical significance.

4.1.4.1 Allometric relationship in direct measured parameters

The results from the allometric patterns (see Figure 22 and Table 1) in striped
dolphin exhibited negative allometry for many parameters (/, td and sd) and in many of
these cases the confidence intervals calculated include the theoretical exponents.
Similar results were found in a interspecific/phylogenetic study; in 1994 Dawson
showed that in cetaceans, the radius diameters exhibit negative allometry when scaled
against bone length and body mass (see Table 4) (45). In fact, allometric analysis in
Phocoena phocoena from external body measurements (95) and from different skeletal

measurements (98) also showed negative allometry.

Table 4. Comparison between to allometric coefficients at two difference levels:
Phylogenetic (45) and ontogenetic (the present study). Where b (slope) in allometric
equation, r correlation coefficient. Without correlation are marked with a symbol (¢) and in
red colour.

Bone proportions  Scales sp b R
Phylogenetic 0.74 0.93
L vs. sd . Sc 0.79 0.79
Ontogenetic Po 106 070
Phylogenetic 0.84 0.96
Sc 0.76 0.66
Pb 1.02 0.81
Phylogenetic 0.34 0.91
Sc 025 0.77
Pb 0.27 0.46°
Phylogenetic 0.24 0.80
Sc 0.30 0.83
Pb 040 0.76
Phylogenetic 0.28 0.89
Sc 0.30 0.76
Pb 0.35 0.80

Lvs.td Ontogenetic

M, vs. 1 Ontogenetic

M, vs. sd Ontogenetic

M, vs. td Ontogenetic
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Table 1, Table 2 and Table 5 show that La Plata dolphin display positive
allometry for almost all parameters. This is consistent with findings in the work of Del
Castillo et al. (2014) which found that the only bone of the pectoral fin which presented
positive allometry is the radius (105). In the parameters that do not present it,
confidence intervals contain the theoretical exponents. This could be attributed to the
evolutionary origin of this species. The Pontoporidae family is older (from Middle
Miocene) than the family Delphinidae (around late Miocene) (106). That is, older
genus, like Pontoporia, shows a positive allometry while more evolved species present
negative allometry, as porpoises and delphinid species. It has been proposed that in
modern cetaceans, limbs have acquired a new stabilizing and steering function; they
do not generate any propulsive force (39). Various morphological changes facilitated
these functional adaptations and the limb is subjected to varying transverse forces due
to water resistance. It could be inferred that the evolution from a positive to a negative
allometry would be a consequence of the development of new functions like the

increase of swimming speed (104).

4.1.4.2 Allometric relationship in parameters indirectly measured

Material parametrers in cross-sectional long bones, as second moment of area
(), cortical surface area (A), polar moment (J) and strength (o) have been studied at
evolutionary level for different taxa (with reference to phylogeny) (107). Special
emphasis have been devoted to locomotor habits, which have been investigated in
several order of mammals (22, 108-112), and avian long bones (72). Nevertheless,
some studies on theses parameters deal with ontogenetic changes are in humans,
jack rabbits and gulls but not in dolphins (113-115).

Biewener (108) carried out a phylogenetic study with respect to body mass,
which includes eleven species of small mammals and bipedal birds and which uses six
different appendicular bones. The values of / and J for mammals+birds are /= 1.219
M, 4% J = 1.057 M,>"'®, and o for small mammals is o= 214 My°°"" while for large
mammals is o= 35 M,X%. If these phylogenetic results are compared with ontogenetic
values described in tables 2, the slope of both dolphin species lay in the confidence

intervals given by Biewener.
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Pontoporia blainvillei presents positive allometry, even higher than terrestrial
mammals. This is striking if it is taken into account that marine mammals are not
exposed to the forces of gravity as land mammals. Contrarily, Stenella coeruleoalba
shows negative allometry for almost all parameters, as it would be expected for a
marine mammal. Thus, the biomechanical differences of radius bone between both
species of dolphins are considerable. Pinedo showed that Pontoporia blainvillei is well
adapted to the coastal environment, where turbid waters do not require fast-swimming
but instead efficient and rapid movement shifts, coordinated by a skilfull rudder (65).
On the other hand, Stenella coeruleoalba is an open ocean cetacean, being one of the
most agile and faster cetaceans. It travels at a speed around 15 Km/h, and is able to
reach 40 Km/h. A unique behavioural characteristic is that they perform "high arcing
jumps while violently and rapidly making several rotations with the tail before re-
entering the water" (50, 51). This particular movement is called "roto-tailing". Yet, they
often swim in the bow wave of boats. These athletic characteristics along with the need
of a fast rudder would fit the structure (39) of the radius bone and would justify the

negative allometry, characteristic of many marine mammal of pectoral fin (116).

Traditionally, limb proportions or total limb lengths have been scarcely ever
regarded as indicative of velocity, but animals probably do not optimize their anatomy
for the purpose of speed, which occurs only on rare occasions, but for reducing costs
of locomotion (117).

Pontoporia blainvillei resists greater bending loads that Stenella coeruleoalba.
The greater strength could be due to, as mentioned above, they make quick and

sudden movements in the coastal environment.

4.1.4.3 Theoretical allometry

According to Valverde et al. (113) it is not clear at all in allometry whether
differences between slopes calculated in interspecific allometrical situations, that is,
scaling changes between adults of different species, and those -calculated in
intraspecific or ontogenetic allometry, must be or not similar. The two hypotheses
currently accepted for predicting scaling changes among adults, the geometrical
similarity and the elastic similarity (91) are based either in the assumption that shape is
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similar or, inversely, that the body mass increas must generate a differentiated growth
in diameters and lengths, originating consequently a change in proportions and shapes
(118). In interspecific allometry the predictions are made assuming a constant shape

(geometrical similarity) as we see in annex 3.

The comparison between the theoretical allometric exponents for geometric
similarity (annex 3) with the studied parameters is shown in Table 5. Isometry is only
found in the relationships between body length with strength, body mass with body
length and body mass with strength for striped dolphin males. In this cases, as
explained above this seems to be a concidence. The research that has been carried
out on ontogenetic scaling has been fully inductive (113), in the sense that the only
general hypotheses taken into account are those formulated for interspecific allometry,
and in intraspecific studies most of the effort has been devoted to the study of
particular cases, and as signalled by Ford & Corruccini (1985)(119), intraspecific

scaling varies greatly among different species.
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Table 5. A comparison of the theoretical allometric exponents secondary to geometric
similarity with those collected in this studied.

Geometric predicted Geometric predicted for

sp for L Observed Isometry Mb Observed Isometry
® 0.74 <1 025 <033
Sc f 0.78 <1 026 <0.33
,om 1 0.72 <1 0.33 023 <033
® 1.01 > 1 027 <033
Pb f 1.05 > 1 042 2033
m 0.76 <1 016  <0.33
® 0.84 <1 030 <033
Sc f 0.78 <1 0.30 <0.33
m 0.90 < 1 030 <0.33
LR, 1 102 =1 0.33 035 >0.33
Pb f 0.99 < 1 039 20.33
m 1.01 > 1 035 >0.33
® 0.79 <1 030 <0.33
Sc f 0.88 < 1 032 <0.33
m 0.86 <1 029 <033
sd 1 106 =1 0.33 040  >0.33
Pb f 0.76 < 1 030 <0.33
m 1.35 > 1 045 2033
® 350 <399 121 <133
Sc f 312 <3.99 118 <133
m 3.90 <3.99 127 <133
' e 3.99 475 >3.99 1.33 165 =133
Pb f 433 >3.99 157 2133
m 474  >3.99 159 2133
® 2.03 >D 067 =066
Sc f 1.67 <2 064 <0.66
m 2.16 >0 071 2066
Ao 2 2.26 >2 0.66 077 2066
Pb f 2.12 > 075 2066
m 230 >0 076 2066
® 425 >3.99 138 =133
Sc f 354 <3.99 134 2133
m 435 >3.99 143 2133
J 3.99 464 >3.99 1.33 160 =133
Pb f 427  >3.99 180 21.33
m 468 >3.99 160 2133
® 0.69 <1 031 <033
Sc f 0.48 < 1 020 <033
m 1 - 1 0.33 =0.33
° 1 1.84 > 1 0.33 087 =20.33
Pb f 1.99 > 1 1.04 2033
m 1.70 > 1 024 <033
® 034 =033
Sc f 036 >0.33
m 0.33 =0.33
L w - - - 0.33 032 <033
Pb f 0.38 20.33
m 025 <0.33
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4.1.4.4 Interspecific allometric models

We have compared our results with other studies on different odontocetes
species, attempting to do an interspecific comparison between allometric equations.
Table 6 shows body mass related to total body length for some different species and
populations. Whereas the theoretical relationship between mass and volume is M, a L®
(if constant density is considered), we find exponents slightly smaller as it has been
reported in other species (99). Nevertheless, they fall within the range of variation
found between S. coeruleoalba Atlantic population and S. attenuata; the allometric
coefficient difference of the body mass-length is really insignificant. Moreover, in S.
coeruleoalba Mediterranean population, the difference is slightly larger but completely
lies in the confidence interval of Stenellae. It is also noted that between P. phocoena
and D. delphis, which are small species, the range of variation between the allometric

coefficients are lower than in the rest of the species.

Table 6. Interspecific comparison for allometric models, showing species (sp), equations
(eq.), slope confidence intervals (C.l.b)

sp eq. C.lb References

Stenella coeruleoalba 2.927 . .

Atlantic population Mp=0.176L Miyazaqui et al. 1981
Stenella attenuate M,=-0.190L>%° Miyazaqui et al. 1981
Phocoena phocoena M,=0.000083L>°* 2.574—2.690 Lockyer 1995
Delphinus delphis M,=0.1142L>>% 1.967 — 3.124 De Buffrénil et al. 1985.
Stenella coeruleoalba

Mediterranean M,=0.00001L*%¢  2.424 —3.286 Present study
population

Pontoporia blainvillei M,=0.00002L>*°®  2.226 -- 3.429 Present study
4.1.4.5 Sex differences

In striped dolphins’ females, all allometries with body length (L) are negative
(see Table 1 and Table 5) except sagittal diameter (sd) and polar moment (J). Striped
dolphins males show positive allometry in almost all parameters, with the exception of
radius length (/) and sagittal diameter (sd). These results are consistent with Van
Utrecht results for flippers (98).

For La Plata dolphins, size over the radius length increases more in females
than in males, as can be inferred from Figure 26. However, the sagittal diameter

increases faster in males than in females.

79



4.1 Structural allometry of the radius cross-sectional parameters in two dolphin species.

In striped dolphins, significant differences between sexes for relations /L, A/L
and A/M, are found (see Table 3). These differences between sexes for radius length
and cortical surface could be attributed to different physical effort undertaken by males
and females according to their complex social structure. Moreover, three types of
schools have been identified: juvenile, adult and mixed. Adult and mixed schools are
divided into breeding and non-breeding schools (50, 51). If we suppose that females
spend more time than males in breeding schools by looking after the calfs, they would
keep a more constant average speed, without leaving the calfs to make acrobatic
jumps. In consequence, the geometry proportion in female radius could show a slower
growth rate in comparison to males.

La Plata dolphins only present significant differences between sexes in the
second moment of area (/) with respect to body length (see Table 3 and Table 6).
Second moment of area is a geometric property of the cross section related to
bending. We could point out the difference between efficient and rapid shift of
movements of females and males. However, in this study no significant differences for
other parameters were found.

Pinedo found that females are larger than males, and that showed great
variation in the total adult body length (65). The differences found between the two
studies could be due to the existence of several different populations (62, 120, 121).
Pinedos’ study samples present a mix of these stocks, while we studied specimens

only from a small zone in the province of Buenos Aires.
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4.2 Estudio del crecimiento ontogénico del radio de dos especies de delfines

4.2.1 Introduccion

Haeckel (1866) defini6 la ontogenia como el desarrollo de un 6rgano u
organismo desde su origen hasta su formacion definitiva, es decir, el desarrollo
individual (122). EI crecimiento es un fendmeno biolégico complejo a través del cual
los seres vivos, al mismo tiempo que incrementan su masa, maduran
morfolégicamente y adquieren progresivamente su plena capacidad funcional (123).
Por esto, para hacer estudios ontogénicos es esencial determinar la edad de los
animales.

Durante la ontogenia, el desarrollo de la estructura del esqueleto es una
combinacién compleja inherente al crecimiento relativo de la edad y a la adaptacion
mecanica a las cargas aplicadas (124). La edad afecta todas las propiedades del
hueso en animales durante la vida del individuo (78), a la vez que el hueso se ve
afectado por procesos externos e internos. Los externos (Ej. actividad fisica) producen
cambios en la medida y forma de los huesos que, consecuentemente, terminan en
una remodelacion estructural. Estos cambios afectan las propiedades mecanicas del
tejido déseo, durante toda la vida. Los procesos internos (Ej. cambios quimicos)
remodelan su arquitectura interna. Las propiedades mecéanicas se ven afectadas por
otros factores que incluyen, ademas de la edad, el sexo, la especie, el origen del
hueso, el ejercicio y el contenido mineral (27, 125, 126).

En los huesos largos de mamiferos, los niveles de tensién a lo largo de la
diafisis parece que se mantienen constantes a través de la ontogenia (127). El
aumento de la masa corporal, con la edad conlleva un aumento de las cargas
mecanicas sobre los huesos largos. Se cree que éstos compensan estas fuerzas con
mecanismos internos tales como el aumento y redistribucion de la masa ésea (128).
Pero esto, para los cetaceos no tendria que ser asi, ya que se ve una reduccion de
tejido éseo, incluso en los huesos largos, reflejo de una optimizacién del esqueleto a
las condiciones gravitatorias en las que viven (99).

Los cambios relativos a la edad en las propiedades materiales son debidos
principalmente al resultado en el incremento de la mineralizacion del hueso (128). La
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concentracion del contenido mineral del hueso varia con la especie, la edad, la funcién
mecanica del hueso y la condicidn fisiopatoldgica del individuo. Todos estos factores
son interdependientes y cada uno hace del hueso lo que es (78). Los constituyentes
inorganicos de la matriz 6sea son principalmente sales minerales en forma cristalizada
(fosfato calcico en forma de hidroxiapatita, carbonato célcico y en cantidades menores
sulfatos, fluoruros e hidréxido de magnesio). Estas sales se encuentran depositadas
en un reticulo formado por las fibras de colageno. El proceso por el cual estas sales se
depositan y cristalizan en el reticulo se denomina calcificacién. Aunque la dureza del
hueso se debe a sus componentes minerales, un exceso de ellos implica una mayor
fragilidad del hueso (ej. rostro de Mesoplodon densirostris) (129). Es precisamente el
reticulo de colageno y otras proteinas presentes en la matriz o que le aporta al hueso
su flexibilidad y resistencia a la tensién (130).

El crecimiento en mamiferos es una funcién no lineal de la edad y esta
condicionada a la energia disponible, al gasto energético de mantenimiento de los
individuos y al crecimiento potencial de los tejidos (131). Existen varios métodos para
describir el crecimiento; principalmente para el estudios de mamiferos se han utilizado
dos modelos de crecimiento, el de von Bertalanffy (132, 133) y el de Gompertz. El
primero se usé en odontocetos en un par de trabajos (121, 134) mientras que el
segundo ha sido mas utilizado para este suborden debido a que presenta un punto de
inflexion (102, 131, 135, 136), siendo en consecuencia mas apropiado (95, 98, 102,
136-138) en comparacién con el modelo de crecimiento de von Bertalanffy, ya que en
algunos trabajos mencionados se han hecho comparaciones entre ambos modelos
(95, 96, 135, 137).

En general, el modelo de crecimiento de Gompertz relaciona la edad con la
talla o longitud total (102, 137, 139). En el presente trabajo estudiaremos por primera
vez el crecimiento en algunos parametros biométricos del radio de dos especies de
odontocetos, describiendo la curva de crecimiento para cada especie (total de
individuos) y para ambos sexos, ademas de relacionar la edad con los principales
elementos quimicos del hueso.

Los procesos de maduracién 6sea y la variacion en contenido mineral de los
huesos de la aleta de los delfines han sido poco estudiados, por lo que en este trabajo
daremos algunas pautas que ayuden a comprender estos procesos, tanto entre sexos
de una misma especie, como por categorias de edad, y entre las dos especies

estudiadas, ademas de relacionarlos con parametros biométricos. También se vera la
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relacibn de la proporcion fésforo/nitrégeno (P/N) que puede dar una mejor
comprensién de los cambios metabdlicos del hueso, ya que estos dos elementos son
los que juegan el papel mas importante en el deposito 6seo de animales de rapido
crecimiento, y su concentracién varia mucho dependiendo de los alimentos que

consumen (140).

4.2.2 Material y métodos

Como se explicd en el capitulo 2 las dos especies de odontocetos que se
estudiaron son Stenella coeruleoalba y Pontoporia blainvillei. Estas muestras ya
fueron utilizadas en otros trabajos de investigacion, por lo que algunas variables
morfoldgicas como talla y peso (67, 68). junto con la edad fueron calculadas por otros
investigadores (69, 71). El resto de las variables fueron medidas o calculadas como se
especifica en el citado capitulo.

En mamiferos, el crecimiento del cuerpo se describe con modelos no lineales
qgue sigue usualmente patrones de forma sigmoidea, con tendencia asintética, pues
son los que presentan un mejor ajuste entre los valores observados y los esperados
(141). La curva de crecimiento de Gompertz (Figura 30) se calculd usando el
programa online de internet Zunzun (142), que utiliza la ecuacion sigmoidea 2D de
Gompertz (Ecuacion 12), realizandose una cantidad méaxima de 1000 iteraciones con

una tolerancia (margen para error absoluto) de 17°

para cada variable, tanto en lo
referente al total de muestras como a cada sexo en ambas especies. Este modelo se
basa en que la tasa de crecimiento relativo decrece de forma exponencial; la curva es
asimétrica respecto de su punto de inflexién, siendo el ritmo de desarrollo mas lento
después de alcanzado este punto.

_be—kt

y=2e Ecuacion 11

Donde y es la variable calculada, Z es el valor de la asintota maxima de y, e
es la base de los logaritmos naturales, k es el descenso exponencial del crecimiento, t
es la edad y el parametro b describe el crecimiento inicial.
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0,2 .
Punto de
inflexion
0,0 f | ! | ! | !
0 2 4 6 8
Edad

Figura 30. Representacion grafica del modelo de crecimiento de Gompertz

Estas variables se pueden interpretar en términos bioldgicos y utilizarse para
caracterizar el crecimiento de la siguiente manera: el aumento del valor de Zindica un
mayor tamario final de adultos. Biolégicamente, k representa la desaceleracién del
crecimiento; al aumentar Kk, la tasa de crecimiento disminuye con mayor rapidez, y la
asintota se alcanza antes en el tiempo. El aumento de b tiene dos efectos: retrasar el
inicio del aumento del crecimiento de la curva sigmoidea, y retrasar el momento en
que la curva alcanza su asintota. Se establecen con el aumento inicial las condiciones
del parametro b, donde b * k es la tasa de crecimiento en t = 0, el inicio del crecimiento
(132, 133).

Las variables que se relacionaron con la edad fueron talla (L), peso (Mb),
longitud del radio (/), diametro transversal (td), diametro sagital (sd) , segundo
momento del &rea (/), superficie cortical (A), momento polar (J) y resistencia (o).

Las ecuaciones de crecimiento fueron calculadas por separado para el total
de individuos y para cada sexo.

Para la representacion grafica se utilizd6 el programa SIGMAPLOT v9.0,
basado en la siguiente expresién (Ec. 12), que tiene una significacién algebraico-

equivalente a la ecuacion 11.

A

Ecuacién 12
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Donde y es la variable calculada, Z es el valor asintoético de la ecuacion, el parametro
b es la constante de integracion, t es la edad, e es la base de los logaritmos naturales
Y Xo €s la edad inicial (para la equivalencia de las ecuaciones véase anexo 4).

Se utilizaron regresiones lineales (Modelo |) para analizar los cambios a través
del tiempo, del porcentaje de la composicion quimica (Ca, Mg, Na, P, C y N), por lo
que se dividieron los individuos sexados de cada especie en individuos maduros e
inmaduros.

Para analizar la proporcion de hidroxiprolina (ver capitulo 2) y calcular asi
indirectamente el colageno, se utilizaron cuatro muestras de cada sexo por especie,
que representaban diferentes categorias de edad. Las categorias de edad se
consideraron a partir de los trabajos de Calzada et al. (1994) y Corcuera et al. (1994),
tal y como se explica en la metodologia en el apartado de reproduccion de cada
especie.

Se hicieron andlisis estadisticos descriptivos basicos para conocer la media,
desviacidon estandar, e intervalos de confianza para los porcentajes de los elementos
quimicos de ambas especies. Se realizaron andlisis univariables para las diferencias
entre sexos mediante un analisis de varianza (ANOVA) de un factor (sexo); también
se utilizaron andlisis univariables de covarianza para ver las diferencias por categorias
de edad. Finalmente las pruebas de comparaciones multiples entre categorias de
edad se llevaron a cabo mediante el ajuste de Tukey. Todos los andlisis se realizaron
con el paquete estadistico STATISTICA (1984-2002 StatSoft Inc.)

4.2.3 Resultados

4.2.3.1 Patrones de crecimiento

La ecuacion de Gompertz describe adecuadamente el crecimiento en el delfin
listado tanto para el total de individuos como entre sexos (Figura 31). Se encontraron
coeficientes de correlacion () mayores de 0,92. La media de los valores de 7 para
todas las variables medidas dio para el total de muestra (w) 0,967, en hembras (f)
0,963 y en machos (m) 0,971, lo que nos indica que hay una pequefa variacion entre
hembras y machos, siendo las hembras las que presentan  menores (Tabla 7).

Aparentemente en todas las graficas de la Figura 31 el crecimiento entre
hembras, machos y muestras totales es diferente; sin embargo de las variables
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analizadas en Stenella coeruleoalba solamente encontramos diferencia significativa,
en el parametro de crecimiento llamado tasa inicial de crecimiento (x0), para el
diametro sagital (sd), encontrando que es mayor en las hembras (f) (0,52) que en las
muestras totales (-2,96) y en los machos (-3,60). Esto, descrito biolégicamente,
muestra que los didmetros sagitales empiezan a crecer antes en los machos que en
las hembras, siendo éste mas lento y llegando a su crecimiento maximo a una edad
mayor que en las hembras, es decir, en hembras el diametro sagital empieza a crecer
después y su crecimiento es mas rapido. Un patrdn similar se observa en la grafica del
diametro transversal; sin embargo, éste no presenta una diferencia significativa (Tabla
7).

Las variables Zy b no presentan diferencias significativas en ninguna de los
parametros. Biologicamente esto nos dice que tanto hembras como machos son muy
similares en el resultado final de los parametros estudiados en su edad adulta, y
también que comienzan a crecer casi al mismo tiempo en todos los parametros
medidos, a excepcién de los diametros en ambos sexos.

En la Figura 31 se observa que en algunos parametros (segundo momento
del area (l), momento polar (J), superficie cortical (A), resistencia (o)) la tasa inicial de
crecimiento (x0) comienza antes del nacimiento tanto en machos como en hembras,
siendo estas ultimas mayores en |, J y A siguiendo un patron muy similar, mientras
que o es mas grande en los machos, alcanzando en ellos la asintota con mayor

rapidez que en las hembras.
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Figura 31. Representacion grafica de la variacion ontogenética en Stenella coeruleoalba.
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Tabla 7. Ecuacion y parametros estadisticos del modelo de crecimiento Gompertz en
Stenella coeruleoalba. Los parametros son talla (L), peso Mb), longitud del radio (1),
diametro transversal (td), diametro sagital (sd) , segundo momento del area (1), superficie

cortical (A), momento polar (J) y resistencia (o), divididos en el total de muestra (@), en
hembras (f) y en machos (m). La (n) es el numero total de muestras y (P) es el coeficiente
de determinacion. Los intervalos de confianza (C.l.) de las variables del modelo que
presentan diferencias significativas estan marcados con *

n_ r equation C.l.Z C.l.b C.lLk
o 70 0,996 y=196,5*e/(-e®"39%%) 199 85-193,17 3,86-2,10 -0,64--1,96
L f 36 0,998 y=200,6*e/(-e@"%°"287y 203 54-197,27 3,73-1,61 -0,39--1,61
m 37 0,995 y=192*e/(-e® 337273 {97 34-187,00 3,95-1,55 -0,21--2,46
® 63 0,980 y=76,34*e’-e®ZT*¥) 81 16-71,563 5,96-2,68 3,27-0,95
Mb f 32 0,983 y=76,33*e"(—e(a'2’1”’5’85 84,31-68,34  8,67-3,03 4,01-0,20
m 31 0,984 y=76,8"eMN-e®'2¥1'%6 80 45-7311 3,05-0,28 1,96-0,51
® 68 0,996 y=7,04*e’(-e® TVE) 7,16-6,93  3,46-2,38 -0,81--3,14
I f 37 0,997 y=7,14%eN(-e@ ":50/2.08 7,28-6,99  3,05-1,10 -0,50--2,50
m 31 0,996 y=6,96*e"(-e@ 2581376 7,21-6,71  7,63-0,10 0,53--7,71
® 69 0,990 y=1,12"e/(-g® #0354 1,16-1,09  6,68-0,60 -0,17--7,83
td f 36 0,980 y=1,04*en(-@024/03%) 1,09-0,60 10,34--9,62 6,51--7,00
m 32 0,992 y=1,15*e"(-e@>00/553) 1,25-1,06  12,20--1,13 1,00--11,14
® 69 0,995 y=3,04*e’(-e® 2735 3,11-297  5,34-1,93 -1,22--4,70
sd f 39 0,963 y=2,91*eN(-g(@0:52/1.02 3,11-2,71 1,87-0,17 0,98-0,06*
m 32 0,996 y=3,09*e/(-e®360/43¢) 3,22-297  7,90-0,82 -0,48--6,72
® 51 0,925 y=5,71*e/(-e®Z5I3%) 6,30-5,13  5,86-0,70 4,50-0,73
| f 27 0,926 y=6,11*e’(- e‘a“‘”‘“’?) 7,09-513  7,99--0,05 5,12--0,43
m 24 0,941 y=545*eN(-e®371330) 6,34-4,57  7,25-0,61 7,62--0,18
® 51 0,980 y=4,93*e/(-e® V23T 517-469  4,78-127 1,31-0,75
A f 27 0,978 y=5,03*eN-e@0142%) 5,40-4,67  5,20-0,64 1,48--1,77
m 24 0,986 y=4,87*e’(-e®"0¥382) 527-447  6,96-0,68 2,48--0,41
o 51 0,930 y=6,44"e/(- e(“f"”m) 7,09-579  578-0,68 4,39-0,70
J f 27 0,928 y=6,86*e"(-e@22/384) 7,93-578  7,73--0,03 4,95--0,51
m 24 0,945 y=6,16e"(-@%72333) 7,13-519  7,12--0,44 7,54--0,03
o 47 0,945 y=242%eN-e@ ¥ 26 13-2237 5,66--1,77 2,22--4,75
c f 24 0,965 y=22,1*eN(-@ 99171 24,14-20,14  7,40--3,98 5,23--9,13
m 23 0,943 y=26,3*eMN-e® 0128 29312335 3,89--1,31 1,77-2,08

También en franciscana el modelo de Gompertz da una buena descripcion del
crecimiento, ya que en general se encontraron valores de r° mayores que 0,84 y
observamos que la media de los 7 de todas las variables son para el total de muestra
0,946, en hembras 0,953 y en machos 0,963. Esta especie presentan un mayor 7 los

machos que las hembras; ademas hay una disminucién entre los 7 si lo comparamos

con la otra especie (Figura 32).
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Figura 32. Representacion grafica de la variacion ontogenética en Pontoporia blainvillei.
Los diagramas de dispersion que representan los diferentes parametros vs. edad estan
basadas en el modelo de crecimiento de Gompertz.
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4.2 Estudio del crecimiento ontogénico del radio de dos especies de delfine.

En las graficas de franciscana (Figura 32), al igual que en las de delfin listado,
(Figura 31) aparentemente se observan diferencias entre las muestras totales,
hembras y machos. Sin embargo de los tres parametros de crecimiento, sélo
encontramos diferencias significativas en la tasa de crecimiento, al igual que en el
delfin listado, para el didmetro sagital (sd), con la diferencia que para franciscana es
menor en hembras (-54,57) que para las muestras totales (-6,21) y los machos (-2).
También encontramos diferencias significativas en las variables longitud del radio (/) y
diametro transversal (td), encontrando en la primera diferencias tanto en el total de la
muestra, como para ambos sexos, mientras que para el td, al igual que sd, la tasa de
crecimiento en hembras (-7,44) es mucho menor que en el total de la muestra (-2,30)
y que en machos (-2,69) (Tabla 8).

Llama la atencion en Pontoporia blainvillei que presente un crecimiento mas
lento, con asintotas poco pronunciadas en comparacion con Stenella coeruleoalba,
observandose diferencias entre sexos mucho mas marcadas, siendo generalmente los

machos mayores en casi todos los parametros.
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Tabla 8. Ecuacion y parametros estadisticos del modelo de crecimiento Gompertz en
Pontoporia blainvillei. Los parametros son talla (L), peso (Mb), longitud del radio (i),

diametro transversal (td), diametro sagital (sd) , segundo momento del area (1), superficie
cortical (A), momento polar (J) y resistencia (c), divididos en el total de muestra (@), en

hembras (f) y en machos (m). La (n) es el numero total de muestras y (P) es el coeficiente
de determinacion. Los intervalos de confianza (C.I.) de las variables del modelo que
presentan diferencias significativas estan marcados con *.

n_ r equation C.lZ C.l.b C.l.k
® 39 0,995 y=136,80%e"(-e@ 8919 145,17-128,43 3,41-0,41 0,10--3,86
L f 26 0,998 y=135,14%(-e@344/2%, 149,39-120,90 6,15--0,19 0,08--6,97
m 12 0,998 y=161,61*(-e® 2433 188,08-135,14 6,67-0,02 0,13--4,42
® 28 0,950 y=54,96%e/(-e®23)5%) 134,64--24,70 16,19--4,27 11,61--6,89
Mb f 15 0,972 y=29,15*/(-e@ 077230 40,92-17,39 7,98--3,37 2,36--3,91
m 13 0,982 y=133,76*(-e®®8978  405,42--137,90 17,66--2,36 21,64--7,94
® 35 0,987 y=3,62%N-e@ 70102 3,92-3,31 0,23-0,20 -7,08--7,06*
[ f 23 0,985 y=359%e"(-e@948/030) 3,88-3,29 0,31-0,29 -9,49--9,47*
m 9 0,997 y=446*e(-e*"'2"79) 5,05-3,86 3,53-0,06 0,74--2,98*
® 38 0,994 y=1,18%(-e@ 20249 1,30-1,06 4,39-0,59 -0,55--4,05
td f 26 0,983 y=097*er(-e® 744002 1,59-0,34 0,03-0,01 -7,43--7,45*
m 13 0,997 y=1,48*e"(-e* 259512 2,02-0,93 11,16--0,91 -1,39--4,00
® 38 0,994 y=1,90*e(-e@ 21348 2,30-1,50 14,80--7,82 12,15--24,58
sd f 27 0,994 y=1,73*e/(-e@ 5457023 2,00-1,46 0,24-0,22 -54,56--54,58*
m 13 0,996 y=3,36%e"(-e/*200/1008 8,89--2,16 38,26--18,09 12,00--16,00
® 36 0,847 y=0,30*e(-g@04)/0E8 0,37-0,23 1,81--0,48 1,14--0,20
| f 24 0,881 y=0,28%A(-g®05"0E0 0,35-0,22 1,77--0,57 1,15--0,12
m 13 0,905 y=-0,73*eA(-e*"70/"87) 1,19-0,28 3,04-0,70 3,17-0,36
® 40 0,957 y=1,49%eN(-e@000/06T) 1,63-1,35 0,94-0,27 0,27-0,14
A f 28 0,966 y=1,43*en(-e@008/057) 1,58-1,29 0,89-0,25 0,25--0,12
m 14 0,974 y=285*e"(-e@08"410) 4,85-0,85 9,26--1,06 3,47--2,24
® 39 0,879 y=0,43*"(-e@068/064 0,51-0,35 1,22-0,06 0,92-0,44
J f 26 0,875 y=0,38*"(-e@ 06403 0,45-0,35 1,11--0,35 1,00-0,27
m 12 0,912 y=0,81*e/(-e@*12/%%) 1,51-0,10 4,34--0,01 3,56--0,82
® 29 0,960 y=6,37*er(-e@ 021535 11,36-1,38 11,19--3,32 2,33--2,08
c f 23 0,968 y=8,88*r(-e@"%517) 19,81--2,05 13,42--3,07 8,27--5,08
m 8 0,955 y=5,07*er(-e> 10838 15,15--4,99 30,65--22,90 6,40--8,60

En ambas especies las variables que presentaron coeficientes de correlacién
menor fueron las el segundo momento del area (/) y el momento polar (J) (Tabla 7 y
Tabla 8).

4.2.3.2 Analisis quimicos

4.2.3.2.1 Analisis descriptivos

En los andlisis descriptivos de los elementos quimicos se hall6 que para el
delfin listado los coeficiente de variacion son muy pequenos (Tabla 9), observandose

las mayores variaciones en Na y C; mientras que para franciscana (Tabla 10) la
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4.2 Estudio del crecimiento ontogénico del radio de dos especies de delfine.

variacion es mucho mayor en todos los elementos menos en el C, que junto con el N,
presenta los coeficientes de variacibn menores de la tabla y son similares a los

mayores que presenta el delfin listado.

Tabla 9. Analisis descriptivos de la variacion en el porcentaje de los elementos quimicos de
los huesos analizados en Stenella coeruleoalba

elemento n DeS\{laaon Media C.l. C.V.
estandar

Ca 59 1,43 22,14 21,77-22,51 0,06
Mg 58 0,02 0,25 0,25-0,26 0,08
Na 65 0,12 0,79 0,76-0,82 0,15
P 57 0,57 10,23 10,08-10,38 0,05
C 64 3,12 18,17 17,39-18,95 0,17
N 62 0,37 4,62 4,52-4,71 0,08

Tabla 10. Andlisis descriptivos de la variacion en el porcentaje de los elementos quimicos
de los huesos analizados en Pontoporia blainvillei

elemento n DeS\{laaon Media C.l. C.V.
estandar

Ca 39 7,57 15,98 13,53-18,44 0,47
Mg 39 0,07 0,16 0,13-0,18 0,43
Na 39 0,25 0,63 0,55-0,72 0,40
P 39 3,68 7,53 6,34-8,72 0,49
C 39 5,41 42,79 41,04-44,55 0,13
N 39 0,52 3,20 3,03-3,37 0,16

Para la hidroxiprolina (OH-PRO) y el colageno, para ambas especies se tiene
un total de 8 muestras (2 machos y 2 hembras para cada especie) con una media,
intervalos de confianza y desviacién estandar para la primera de M=1,40, C.l.= 0.94-
1,93 y DS=0,28 y del colageno de M=9,93, C.|.= 6.66-13,68 y DS=1,97.

42322 Analisis de varianza

En el analisis de varianza no encontramos diferencias significativas entre
sexos en los elementos quimicos en franciscana (
Tabla 12), mientras que para delfin listado solo encontramos diferencias significativas

en el nitrégeno (Tabla 11)
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Tabla 11. ANOVA del porcentaje de los elementos quimicos entre sexos en Stenella

coeruleoalba
elemento n F p MS
ca ! 20 079 0378 162
Mg ' 2% 0,003 0950 0,001
Na T35 008 0776 0,001
P 1 30 450 0213 051
c 1% 011 o744 106
N 132 ge2r 0004 103

Tabla 12, ANOVA del porcentaje de los elementos quimicos entre sexos en Pontoporia

blainvillei
elemento n F p MS
ca ' 27 109 0301 6286
Mg ' 27 129 0262 0,008
Na ' 27 099 0325 0,063
P 1 27 068 0414 932
c ' 2 219 0147 6245
N T2 086 0358 0234

En el andlisis de varianza por categoria de edad en ambas especies,
encontramos diferencias significativas en Ca y P, y para franciscana también en Mg
(Tabla 13 y Tabla 14).

Tabla 13. ANOVA del porcentaje de los elementos quimicos entre categorias de edad
(sexualmente inmaduros y maduros) en Stenella coeruleoalba

elemento  n F p MS
Ca 59 5,10* 0,003 8,77
Mg 58 1,057 0,37 0,0003
Na 65 1,310 0,28 0,02
P 57 5,72* 0,001 1,53
C 62 3,561 0,02 30,76
N 64 3,090 0,03 0,39
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4.2 Estudio del crecimiento ontogénico del radio de dos especies de delfine.

Tabla 14. ANOVA del porcetaje de los elementos quimicos entre categorias de edad
(sexualmente inmaduros y maduros) en Pontoporia blainvillei

elemento n F p MS
Ca 59 3,61* 0,022 47,55
Mg 58 4,20* 0,012 0,004
Na 65 1,88 0,149 0,059
P 57 2,83* 0,052 11,83
C 62 0,79 0,506 29,84

N 64 2,29 0,094 0,24

Se hizo una comparacion Post-hoc (ya que envuelve variables categéricas)
con el andlisis de comparacién multiple Tukey HSD, encontrandose para el delfin
listado, tanto para Ca como para P, que las diferencias significativas se dan entre
hembras inmaduras y maduras (para Ca el cuadrado de la media (MS)=1,72 con una
probabilidad (p)=0,004 y para P MS=0,27 p=0,002) y entre hembras inmaduras y
machos maduros (para Ca MS=1,72 p=0,004 y para P MS=0,27 p=0,001).

En franciscana las categorias de edad que presentan diferencias significativas
en el Ca son: los machos maduros con las hembras inmaduras (MS=47,55 p=0,02),
con las hembras maduras (MS=47,55 p=0,04), y con los machos inmaduros (p=0,02);
para el P se encontraron diferencias significativas solo entre machos inmaduros y
maduros (MS=11,83 p=0,04); y para el Mg se encontraron diferencias significativas
entre machos maduros y hembras inmaduras (MS=0,04 p=0,01), maduras (MS=0,04

p=0,02), y machos inmaduros (p=0,01).

4.2.3.2.3 Relacion de la edad/talla con los elementos quimicos

La evolucién del porcentaje de los elementos quimicos con la edad se
representa en las figuras 33 y 34. El andlisis que se sigue para estudiar las
variaciones del porcentaje se basa en un modelo lineal, ya que estos no siguen un
modelo de crecimiento sigmoidal como es el modelo general de crecimiento de
Gompertz, ya que presentan una disminucion en la edad adulta.

En las regresiones de los porcentajes de los elementos quimicos con la edad,
encontramos que no siguen ningun patrén concreto. Tanto los porcentajes de los
cuatro elementos principales (Ca, Mg, Na, P) del hueso como el porcentaje de
composicion del Carbono (C) y el Nitrogeno (N) (usados para medir el contenido de
proteinas) (Figura 33 y Figura34). Aunque se observa una tendencia a aumentar los

compuestos quimicos en los individuos inmaduros con la edad, tanto en hembras
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como en macho, mientras que en los individuos maduros disminuye o0 se mantiene;

esta tendencia es mas clara en hembras que en machos, con excepcién de N en

Stenella coeruleoalbay el P en Pontoporia blainvillei.
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Figura 33. Porcentajes de algunos compuestos quimicos en Stenella coeruleoalba por

edad y por categoria de edad

95



4.2 Estudio del crecimiento ontogénico del radio de dos especies de delfine.

—

—

.}

Hembras inmaduras
Hembras maduras
Machos inmaduros
Machos madures

5 035
30r P % 0,30 " %
& (] S o]
o] O . o o -
25 S A o 075 - A
! ® "2 © @ el
o c o]
8 2t ® 4.0 5 § 020 s % 0
= \
=)
L x®
15 / 015 V
® o o ° ® & & @
10+ &g (.g 0 o 010 Bag o 8 o
5 005
i 1 2 3 4 5 8 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7
Edad (afios) Edad (afios)
14 : 18 .
o 16
12
y ﬁ 14 + ry . é
10 = o]
e o 4 o o 127 ~"a
8 @ £ B 1 @ F
8 e o 2P e g O
& e = x® 8+
06 e
. / beo) A/ 0o e > ’@/
6 o]
B i o o] fo] o ® 3 o] d:)
04 G, 8 o 4l SO 0 o
02 2
0 1 2 3 4 5 5 7 8 0 1 2 3 4 5 8 7
Edad (afios) Edad (afios)
45 55
&o)
40 50 -
® &
® @ Lo}
o 35 @] a
5 > oAl & g as|
=y TO—.__ 0 2
5 30 By @ e 5]
= I 2 19} % 40 F
S 75 & %
: 8
i o 35+ ’
15 : ‘ 30
0 1 2 3 4 5 8 7 3 0 1 2 3 4 5 3 7
Edad (afios) Muestras totales Edad (afios)

Figura 34. Porcentajes de algunos compuestos quimicos en Pontoporia blainvillei por sexo,
edad y categoria de edad

Para ambas especies, la hidroxiprolina, y por lo tanto el colageno, al
relacionarlos con la edad y con la talla, nos muestran que mientras mas crecen las
hembras menores son los porcentajes, mientras que para los machos el porcentaje de
ambos aumenta con el crecimiento. Estas diferencias entre sexos se observan mas
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acusadas en hembras de Pontoporia blainvillei que en las de Stenella coeruleoalba

(Figura 35 y Figura 36).
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Figura 35. Regresiones entre porcentaje de hidroxiprolina y talla para ambas especies.
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4.2.3.24 Relacion de parametros mecanicos con los elementos quimicos

Al relacionar la resistencia con los porcentajes de elementos quimicos, tanto
por sexos como por categorias de edad, encontramos que en todos los elementos, los
coeficientes de determinacién son muy altos para Stenella coeruleoalba (Tabla 15); en
particular se observa que en machos inmaduros se presenta una regresion casi
perfecta, aunque esto podria ser debido al n tan bajo. Lo mismo se observa para la
superficie cortical (Tabla 16) y para el segundo momento del &rea (Tabla 17).

Tabla 15. Andlisis de regresion entre la resistencia y los porcentajes de diferentes
elementos quimicos para cada sexo, en categorias de edad, para el radio de Stenella
coeruleoalba. Abreviaciones: f es hembras, m es machos, i es coeficiente de
determinacion, R el coeficiente de correlacion lineal de Pearson, y ES es el error estandar.
Todas con un 95 % de confianza y g.l. de 2.

Categoria 2 .
elemento sexo de edad n R R ES Ecuacién

Inmaduros 9 0.997 0.998 1.341 y=18.46+x0.08
Maduros 16 0.997 0.998 1.262 y=26.90+x-0.19

f

Ca m Inmaduros 3 1 1 0.189 y=16.12+x0.22*
Maduros 17 0.997 0.998 1.199 y=23.24+x-0.01
f Inmaduros 3 0.999 0.999 0.011 y=0.24+x0.0005*
Mg Maduros 18 0.995 0.997 0.017 y=0.30+x-0.002
m Inmaduros 3 0.996 0.998 0.026 y=0.18+x0.003*
Maduros 18 0995 0.998 0.017 y=0.27+x-0.0008
f Inmaduros 9 0.950 0.974 0.197 y=0.84+x-0.005
Na Maduros 19 0.977 0.988 0.128 y=0.83+x-0.001
m Inmaduros 3 0.970 0.985 0.262 y=0.14+x0.02*
Maduros 20 0.990 0.995 0.081 y=0.89+x-0.004
f Inmaduros 8 0.999 0.999 0.322 y=8.37+x0.04
P Maduros 15 0.997 0.998 0.517 y=12.37+x-0.08
m Inmaduros 3 0.999 0.999 0.345 y=8.30+x0.07*
Maduros 15 0.998 0.999 0.376 y=10.73+x-0.009
f Inmaduros 6 0.973 0.986 4.306 y=19.68+x0.06
c Maduros 19 0.977 0.988 2.782 y=19.52+x-0.09
m Inmaduros 3 0.991 0.995 3,468 y=46.35+x-1.03*
Maduros 20 0.978 0.989 2.661 y=15.72+x0.05
f Inmaduros 7 0.990 0.995 0.558 y=5.72+x-0.04
N Maduros 18 0.996 0.998 0.290 y=5.20+x-0.02

Inmaduros 3 0.997 0.998 0.413 y=1.57+x0.12*
Maduros 20 0.998 0.999 0.211 y=4.28+x0.005

98



Capitulo 4 Resultados

Resistencia (MPa)
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Figura 37. Regresiones entre porcentaje de calcio y la resistencia para Stenella
coeruleoalba, entre sexos y entre categoria de edad.
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Tabla 16. Analisis de regresion entre la superficie cortical y los porcentajes de diferentes
elementos quimicos, para cada sexo segun categorias de edad, para el radio de Stenella
coeruleoalba. Abreviaciones: f es hembras, m es machos, ¥ es coeficiente de
determinacion, R el coeficiente de correlacion lineal de Pearson y ES es el error estandar.
Todas con un 95 % de confianza y g.l. de 2.

Categoria R2 R ES

ecuacion
de edad

elemento sexo

f Inmaduros 7 0.996 0.998 1503  y=19.08+x0.40
Maduros 17 0.997 0.998 1.223  y=18.35+x0.84

Ca m Inmaduros 3 0.999 0.999 0.918 y=19.68+x0.60*
Maduros 18 0.997 0.998 1.164 y=20.08+x0.53
; Inmaduros 3 0.999 0.999 0.013 y=0.27+x-0.004*
Mg Maduros 19 0.995 0.997 0.019 y=0.23+x0.004
m Inmaduros 3 1 1 0.00004 y=0.20+x0.02*
Maduros 19 0997 0.998 0.014 y=0.23+x0.003
f Inmaduros 7 0.951 0.975 0.195 y=0.57+x0.04
Na Maduros 20 0.978 0.989 0.124 y=0.57+x0.04
m Inmaduros 3 0.999 0.999 0.023 y=0.20+x0.20*
Maduros 21 0.990 0.995 0.079 y=0.53+x0.05
; Inmaduros 6 0.997 0.998 0.596 y=9.32+x0.02
P Maduros 18 0.997 0.998 0.540 y=8.78+x0.32
m Inmaduros 3 1 0.999 0.150 y=9.06+x0.35*
Maduros 17 0.998 0.999 0.373 y=9.75+x0.14
; Inmaduros 6 0.979 0.989 3.781 y=14.83+x1.69
C Maduros 20 0.978 0.989 2.700 y=20.53+x-0.61
m Inmaduros 3 0.995 0.997 2,625 y=34.54+x-4.12*
Maduros 21 0.974 0.987 2.984 y=23.16+x-1.18
f Inmaduros 7 0.984 0.992 0.702 y=4.52+x0.05
N Maduros 19 0.996 0.998 0.283 y=4.27+x0.09

Inmaduros 3 0.989 0.994 0.803 y=4.37+x0.05*
Maduros 19 0.998 0.999 0.208 y=4.94+x-0.10
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Tabla 17. Andlisis de regresion entre el segundo momento del area y los porcentajes de
diferentes elementos quimicos para cada sexo segun categorias de edad para Stenella
coeruleoalba. Abreviaciones: f es hembras, m es machos, i es coeficiente de
determinacion, R el coeficiente de correlacion lineal de Pearson y ES es el error estandar).
Todas con un 95 % de confianza y g.l. de 2.

Categoria 2
elemento sexo de edad R R ES
f Inmaduros 7 0,996 0,998 1,546 y=19,98+x0,16

Ca Maduros 17 0,996 0,998 1,332 y=21,20+x0,24
Inmaduros 3 0,999 0,999 0,893 y=20,50+x0,41*
Maduros 18 0,997 0,998 1,139 y=21,20+x0,27
; Inmaduros 3 0,999 0,999 0,014 y=0,25+x-0,001*
Maduros 19 0,995 0,997 0,019 y=0,24+x0,001

ecuacion

Mg m Inmaduros 3 1 1 0,0008 y=0,23+x0,01*
Maduros 19 0997 0,998 0,013 y=0,24+x0,002

f Inmaduros 7 0,946 0,973 0,204 y=0,70+x0,007

Na Maduros 20 0,979 0,989 0,123  y=0,67+x0,02
m Inmaduros 3 0,999 0,999 0,031 y=0,48+x0,13*

Maduros 21 0,990 0,995 0,080 y=0,67+x0,02
f Inmaduros 6 0,997 0,998 0,596 y=9,38+x0,01
P Maduros 18 0,997 0,998 0,573 y=9,85+x0,09
Inmaduros 3 1 0,999 0,136 y=9,55+x0,23*
Maduros 17 0,998 0,999 0,370 y=10,09+x0,06
; Inmaduros 6 0,983 0,991 3,392 y=17,74+x1,008
c Maduros 20 0,980 0,990 2,618 y=20,24+x-0,48
Inmaduros 3 0,995 0,997 2,462 y=28,85+x-2,78*

m Maduros 21 0,975 0,987 2,933 y=20,82+x-0,62

f Inmaduros 7 0,984 0,992 0,705  y=4,66+x0,02
N Maduros 19 0,996 0,998 0,286  y=4,53+x0,03

m |nmaduros 3 0,989 0,994 0,801  y=4,42+x0,04"

Maduros 19 0,997 0,998 0,216  y=4,56+x-0,02

Al relacionar la resistencia con los porcentajes de elementos quimicos, tanto
por sexos como por categorias de edad, encontramos que en todos los elementos, los
coeficientes de determinacién son muy altos para Pontoporia blainvillei (Tabla 18); se
observa que Ca, Mg, Na y P de machos maduros, donde el n es tan bajo el coeficiente
de determinacion es menor en comparacion machos inmaduros para Ca, Mg y P,
mientras que para Na es mayor. Mientras que en la relacidén de los porcentajes de los
elementos quimicos con la superficie cortical (Tabla 19) y el segundo momento del
ares, los coeficientes de determinacién son mayores en machos maduros que en

inmaduros.
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Tabla 18. Andlisis de regresion entre la resistencia y los porcentajes de diferentes
elementos quimicos para cada sexo, segun categorias de edad, para el radio de
Pontoporia blainvillei. Abreviaciones: f es hembras, m es machos, R? es coeficiente de
determinacion, R el coeficiente de correlacion lineal de Pearson, y ES es el error estandar.
Todas con un 95 % de confianza y g.l. de 2.

Categoria 2 -
elemento sexo de edad n R R ES ecuacion
f Inmaduros 13 0,877 0,936 5,884 y=7,26+x1,73
Ca Maduros 13 0,829 0,910 8,665 y=3,47+x2,85

Inmaduros 5 0,959 0,979 4,512 y=-12,61+x7,81
Maduros 4 0,863 0,727 9,067 y=4,55+x3,22*

; Inmaduros 13 0,873 0,935 0,059 y=0,06+x0,01

Maduros 13 0,824 0,908 0,087 y=0,02+x0,02

m

Mg m Inmaduros 5 0,953 0,976 0,047 y=-0,12+x0,07
Maduros 4 0,862 0,928 0,094 y=0,10+x-0,01*
f Inmaduros 13 0,896 0,946 0,215 y=0,48+x-0,025

Na Maduros 13 0,858 0,926 0,286 y=0,28+x0,07

Inmaduros 5 0,958 0,979 0,167 y=-0,32+x0,25
Maduros 4 0,970 0,985 0,161 y=0,29+x0,101*
Inmaduros 13 0,882 0,939 2,703 y=3,35+x0,83
P Maduros 13 0,832 0,912 3,930 y=1,84+x1,25
Inmaduros 5 0,958 0,979 2,121 y=-5,74+x3,60
Maduros 4 0,868 0,931 4,140 y=2,63+x1,36"
Inmaduros 13 0,987 0,993 5,431 y=42,15+x0,57
c Maduros 13 0,989 0,994 4,783 y=40,29+x0,62
Inmaduros 5 0,994 0,997 4,440 y=61,90+x-4,81
Maduros 4 0,988 0,994 5,445 y=31,37+x1,21
f Inmaduros 13 0,977 0,988 0,546 y=3,56+x-0,05
N Maduros 13 0,977 0,988 0,491 y=2,85+x0,02
Inmaduros 5 0,997 0,998 0,197 y=1,59+x0,43
Maduros 4 0,992 0,996 0,461 y=3,32+x0,09
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Tabla 19. Andlisis de regresion entre la superficie cortical y los porcentajes de diferentes
elementos quimicos para cada sexo segun categorias de edad, para el radio de Pontoporia
blainvillei. Abreviaciones: f es hembras, m es machos, R es coeficiente de determinacion,
R el coeficiente de correlacion lineal de Pearson y ES es el error estandar. Todas con un
95 % de confianza y g.I. de 2.

Categoria 2 .
elemento sexo de edad n R R ES ecuacion
f Inmaduros 13 0,885 0,941 5,689 y=31,73+x-12,71
Ca Maduros 13 0,829 0,910 8,657 y=39,53+x-15,87

Inmaduros 5 0,828 0,909 9,314 y=36,72+x-14,66*
Maduros 4 0,935 0,967 6,224 y=-8,35+x14,34*
f Inmaduros 13 0,884 0,940 0,056 y=0,32+x-0,13
Mg Maduros 13 0,823 0,907 0,087 y=0,39+x-0,16
Inmaduros 5 0,816 0,903 0,094 y=0,35+x-0,14*
Maduros 4 0,959 0,979 0,051 y=-0,10+x0,16*
f Inmaduros 13 0,908 0,953 0,202 y=1,03+x-0,32
Maduros 13 0,856 0,925 0,289 y=1,18+x-0,38
Inmaduros 5 0,864 0,929 0,30 y=1,33+x-0,52*
Maduros 4 0,977 0,988 0,142 y=0,23+x0,24*
Inmaduros 13 0,891 0,944 2,591 y=15,21+x-6,19
P Maduros 13 0,836 0,914 3,884 y=18,18+x-7,32
Inmaduros 5 0,829 0,910 4,323 y=16,93+x-6,70*
Maduros 4 0,941 0,969 2,775 y=-3,69+x6,56*
Inmaduros 13 0,987 0,993 5,509 y=42,60+x1,33
c Maduros 13 0,993 0,996 3,872 y=27,96+x10,86
Inmaduros 5 0,991 0,995 5,408 y=20,81+x16,42
Maduros 4 0,995 0,997 3,551 y=21,36+x8,41
Inmaduros 13 0,977 0,988 0,548 y=2,86+x0,33
N Maduros 13 0,982 0,991 0,431  y=4,17+x-0,87
Inmaduros 5 0,986 0,993 0,486 y=4,45+x-0,89
Maduros 4 0,999 0,999 0,065 y=5,22+x-0,91

m

Na
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Tabla 20. Anélisis de regresion entre el segundo momento del area y los porcentajes de
diferentes elementos quimicos para cada sexo segun categorias de edad para Pontoporia
blainvillei. Abreviaciones: f es hembras, m es machos, R es coeficiente de determinacion,

R el coeficiente de correlacion lineal de Pearson y ES es el error estandar. Todas con un
95 % de confianza y g.I. de 2.

Categoria 2 .
elemento sexo de edad n R R ES ecuacion
f Inmaduros 13 0,872 0,934 5,999 y=21,87+x-24,28
Ca Maduros 13 0,827 0,909 8,710 y=28,38+x-36,96

Inmaduros 5 0,864 0,930 8,252 y=30,80+x-44,26*
Maduros 4 0,929 0,964 6,518 y=2,39+x26,67"

f Inmaduros 13 0,872 0,934 0,059 y=0,22+x-0,26

Maduros 13 0,819 0,905 0,088 y=0,27+x-0,36

m

Mg m Inmaduros 5 0,854 0,924 0,084 y=0,30+x-0,43*
Maduros 4 0,956 0,977 0,053 y=0,01+x0,30"
f Inmaduros 13 0,907 0,952 0,890 y=0,81+x-0,72
Na Maduros 13 0,858 0,926 0,286  y=0,93+x-0,98
m Inmaduros 5 0,893 0,945 0,268 y=1,10+x-1,52*
Maduros 4 0,974 0,986 0,152 y=0,44+x0,42"
; Inmaduros 13 0,878 0,937 2,744 y=10,46+x-11,97
P Maduros 13 0,834 0,913 3,907 y=13,05+x-17,06
m Inmaduros 5 0,865 0,930 3,837 y=14,25+x-20,33*

Maduros 4 0,936 0,967 2,892 y=1,19+x12,29*
Inmaduros 13 0,987 0,993 5,507 y=43,36+x3,41
C Maduros 13 0,993 0,996 3,970 y=35,74+x24,76

Inmaduros 5 0,992 0,996 4,977 y=31,45+x37,99

Maduros 4 0,995 0,997 3,523 y=27,33+x16,31
Inmaduros 13 0,978 0,988 0,543  y=3,01+x1,01
N Maduros 13 0,986 0,993 0,379  y=3,78+x-2,75
Inmaduros 5 0,989 0,994 0,428 y=4,03+x-2,52

Maduros 4 0,999 0,999 0,085 vy=4,55+x-1,75

4.2.3.25 Relacion de la proporcion de fosforo-nitrogeno en el hueso

Los resultados que muestra la proporcién del fésforo-nitrégeno se muestran
en la Tabla 21.

Tabla 21. Analisis descriptivo de la proporcion del fésforo y el nitrégeno en las dos
especies estudiadas.

sp n  Media Minimo-maximo Desviacidén estdndar
Stenella coeruleoalba 54 2,20 1,71-2,60 0,22
Pontoporia blainvillei 39 2,39 1,07-5,87 1,22

Los andlisis de varianza entre sexos para la proporcién P/N solo muestran
diferencias para Stenella coeruleoalba, mientras que entre categorias de edad

presentan diferencias las dos especies (Tabla 22).
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Tabla 22. ANOVA de la proporcion del fésforo y el nitrégeno en las dos especies
estudiadas entre sexos (hembras (f) y machos (m)) y categorias de edad (inmaduros (im) y
maduros (m)) y g.l. 1.

sp n sSexo categorias de edad  sexo/categorias de edad

F p MS F p__MS F p MS

Stenella coerulecalba 54 17,39* 0,001 0,58 5,26* 0,026 0,17 552* 0,022 0,18
Pontoporia blainvillei 39 2,37 0,132 2,85 11,29* 0,001 13,53 4,84* 0,034 5,81

Al encontrar diferencia entre el analisis de varianza entre factores
sexo/categorias de edad, se realizé una comparacién Post hoc con el analisis de
comparacién Tukey HSD, encontrandose diferencias significativas entre las medias de
hembras inmaduras y hembras maduras, hembras inmaduras y machos inmaduros y
hembras inmaduras y machos maduros en Stenella coeruleoalba. Para Pontoporia
blainvillei las diferencias entre medias que se encontraron fueron entre hembras

inmaduras y machos maduros y entre machos inmaduros y machos maduros.

4.2.3.2.6 Relacion de la proporcion de carbono-nitrégeno en el hueso

Los resultados que muestra la proporcién del carbono-nitrégeno se muestran
en la Tabla 23.

Tabla 23. Andlisis descriptivo de la proporcion del carbono y el nitrégeno en las dos
especies estudiadas.

sp n Media Minimo-maximo Desviacién estandar
Stenella coerulecalba 61 3,93 3,12-6,26 0,80
Pontoporia blainvillei 39 13,90 7,75-20,94 3,67

Los analisis de varianza solo muestran diferencias para Stenella coeruleoalba,
para la proporcion C/N, entre las categorias de edad siendo mayor la proporciéon en
individuos inmaduros que en los maduros. (Tabla 24).

Tabla 24. ANOVA de la proporcion del carbono y el nitrégeno en las dos especies
estudiadas entre sexos (hembras (f) y machos (m)) y categorias de edad (inmaduros (im) y
maduros (m)) y g.l. 1.

SEexo categorias de edad sexo/categorias de edad

SP "TF o WMS F b MS F D MS

Stenella coerulecalba 54 0,93 0,338 0,52 10,78* 0,001 6,09 0,07 0,781 0,04
Pontoporia blainvillei 39 1,32 0,258 17,82 0,80 0,375 10,88 0,05 0,809 0,79
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4.2.32.7 Relacion de la proporcion de calcio fosforo en el hueso

Los resultados que muestra la proporcién del calcio-fosforo se muestran en la
Tabla 25.

Tabla 25. Analisis descriptivo de la proporcion del calcio y el fésforo en las dos especies

estudiadas.
sp n  Media Minimo-maximo Desviacidén estdndar
Stenella coerulecalba 56 2,16 2,01-2,23 0,04
Pontoporia blainvillei 39 2,14 2,08-2,23 0,03

Los analisis de varianza de la proporcion Ca/P presentan diferencias entre
categorias de edad para las dos especies (Tabla 26).

Tabla 26. ANOVA de la proporcion del calcio y el fésforo en las dos especies estudiadas
entre sexos (hembras (f) y machos (m)) y categorias de edad (inmaduros (im) y maduros

(m)yg.l 1.
sp n Sexo categorias de edad  sexo/categorias de edad
F p MS F p MS F p MS

Stenella coeruleoalba 56 2,4 0,129 0,002 22,1* <0,001 0,17 2,1 0,151 0,002
Pontoporia blainvillei 39 13 0,25 0,001 19,2 <0,001 0,01 04 0,551 <0,001

4.2.4 Discusiones

4.2.4.1 Patrones de crecimiento

Los resultados encontrados en las curvas de crecimiento para ambas
especies en general presentan una amplia variacion; esto también se observa en otros
trabajos (65, 95, 96, 98, 99, 102, 136-138).

Como se mencion6 en la introduccion, la mayoria de trabajos relacionan
generalmente la longitud total de los animales con la edad. Si observamos lo
encontrado en otros trabajos, tenemos que en la mayoria de las especies los machos
suelen ser mas grandes que las hembras, (Stenella coeruleoalba (102), Delphinus
delphis (116), Tursiops truncatus (135), Sotalia guianensis (134)), mientras que para
Phocoena phocoena (98, 138) y para Pontoporia blainvillei (121) las hembras son mas
grandes que los machos.

Al comparar este trabajo con los anteriores que utilizaron las mismas
especies, encontramos que para el caso de Stenella coeruleoalba obtuvimos que los
coeficientes de correlaciéon son mayores, tanto en hembras (*=0,998) como en
machos (#=0,995), que los obtenidos por Calzada et al. (1997) (102) siendo en
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hembras 0,72 y en machos 0,79. Estas diferencias también se observan en los
parametros del valor de la asintota maxima (Z o A), en el descenso exponencial del
crecimiento (k) y en el crecimiento inicial (b). Estos analisis no son equivalentes
debido a que en este trabajo el numero de muestra es menor que en el otro.

Para el caso de Pontoporia blainvillei Barreto y Rosas (2006) (121) y Ramos
et al. (2000) (103) encontraron que las hembras eran mas grandes que los machos,
mientras que en este trabajo encontramos que los machos son mas grandes que las
hembras. Esto podrian deberse a dos causas. La primera es que el tamafno de la
muestra es pequefno, en particular en machos, si bien ambos sexos presentan una
distribucién estadistica normal. La segunda razén seria debido a que se trata de una
especie con una longevidad que en hembras puede llegar a los 21 afos, y en machos
a los 15 afnos, y las muestras utilizadas en este estudio llegan sélo hasta los 7 afos;
sin embargo son considerados como adultos. Otra hipotesis, aunque menos plausible,
seria que estas diferencias pueden ser debidas a la variacion geografica, ya que este
trabajo Unicamente representa a una zona de la poblacién del sur de Argentina
mientras que los otros trabajos se han realizado en Brazil (120, 143).

En este tipo de comparaciones hay que tener en cuenta que cada autor
describe el crecimiento con diferentes modelos matematicos (Laird-Gompertz, von
Bertalanffy, entre otros) y que estas ecuaciones tienen sus peculiaridades. También
se debe tomar en cuenta que en algunos casos se excluyen a los neonatos, ademas
del numero de datos totales utilizados, por lo que se tiene que ser muy cauteloso. Y si
a eso anadimos que existen diferencias entre poblaciones de una misma especie,
podemos decir que este tipo de comparaciones sirven para dar una idea general de
cada especie y las diferencias que pueden existir entre poblaciones.

La tasa de crecimiento del diametro sagital en ambas especies presenta
diferencias significativas entre hembras y machos. El dimorfismo sexual en el caso de
el delfin listado ya estaba descrito por Calzada y Aguilar (1996) para el gradiente de
los centros de osificacidon secundaria del radio y el cubito y el cierre de la epifisis,
apareciendo primero en hembras que en machos; también hay que considerar que las
aletas de las hembras maduran mas rdpido que los machos (102), aunque es en
machos que el didmetro sagital comienza a crecer antes. Esto concuerda con lo
encontrado en este trabajo, en la medida en que el diametro sagital es mayor para
hembras inmaduras, lo que reforzaria las teorias que nos indican que existen

diferentes estrategias de crecimiento entre sexos (95, 102, 138).
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Sobre las propiedades geométricas de la seccion transversal del radio, en los
cuatro parametros (/, J, A, o), las hembras son las primeras en crecer y las que
presentan un mayor crecimiento final, a excepcién de la resistencia, en la que son los
machos los que la presentan mayor.

Estas propiedades geométricas estan relacionadas con la masa 6sea, la cual
sufre una remodelacién continua. Se sabe que en todos los mamiferos, los picos de
masa 0sea se presentan en los jévenes adultos, y que el proceso de envejecimiento
conduce a una pérdida de ella. Debido a que las hembras tienen una perdida de masa
mayor que los machos, generada por cambios hormonales y por la lactancia, las de
Stenella coeruleoalba, intentarian compensar estas pérdidas llegando con mayor
rapidez al pico maximo. Considerando que las alteraciones de la estructura 6sea
provocan una disminucion de la resistencia mecénica del hueso, lo anterior podria
explicar los resultados obtenidos en este estudio.

En Pontoporia blainvillei encontramos que la rapidez del crecimiento que se
da en los diametros sagital y transversal y en la longitud del radio entre hembras y
machos inmaduros podria indicarnos, a nivel intraespecifico, que en hembras la
importancia de un rapido crecimiento no es prioritario, en comparacidén con los machos
mientras son animales inmaduros; esto quizas es debido a que lo compensa a nivel
bioquimico como se observa en el Ca (Figura 34) y microestructural al madurar.

A nivel interespecifico se observa externamente que, a diferencia de las aletas
de delfin listado, que son pequefas y delgadas con el extremo de la punta afilado, en
el delfin de La Plata son largas y amplias si se comparan con cualquier otro
odontoceto (66). Pinedo (65) encontrd un desarrollo precoz en las aletas y relaciona el
ancho de la aleta con una adaptaciéon a un ambiente costero. La importancia que
podria tener el desarrollo tan diferente del radio entre las dos especies puede estar
ligado a los dos diferentes hébitats en los que viven.

Encontramos que al igual que en los pocos trabajos donde se a relacionado la
edad con propiedades mecanicas en diferentes mamiferos, como son osos polares,
buey almizclero, ciervo (astas), perros, ratas, ovejas y humanos (109, 128, 144, 145),
en delfines también presentan un incremento con la edad de los parametros

mecanicos, siguiendo un patrén semejante al de otros mamiferos.
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4.24.2 Analisis quimicos

Encontramos que la variacibn de la composicion quimica en los analisis
descriptivos muestra que para el delfin listado las medias de la mayoria de los
elementos son mayores que para franciscana, a excepcion del C y el P en que son
menores (Tabla 9 y Tabla 10). Al compararlos con los valores obtenidos para aves por
Cubo y Casinos (74), en el que se utilizd la misma metodologia, encontramos que son
ligeramente superiores a los hallados para el delfin listado, menos el Na que es casi el
doble en delfines. Los resultados del porcentaje de hidroxiprolina, para ambas
especies, son iguales para los dos trabajos (1,40), encontrdndose en aves un valor
ligeramente superior de colageno (10,37 vs. 9,94). Cubo y Casinos dicen que en las
aves estudiadas, en comparacién, con otros vertebrados, el contenido mineral medio
de Ca, P y OH-PRO es ligeramente inferior, lo que nos indicaria que para el delfin
listado y sobre todo para la franciscana el contenido mineral de estos elementos en
los huesos de las extremidades, es muy inferior en comparacién con otros vertebrados
(146-148).

Si se comparan con los resultados de astas del alce norteamericano (Cervus
elaphus canadensis) encontramos que los valores del Ca de la parte cortical son
similares a los encontrados en el delfin listado, y los encontrados en el la parte
trabecular son similares a los de la franciscana (149); el fésforo y la OH-PRO también
presentan valores muy similares (149, 150).

Por otro lado al compararlos con los resultados encontrados por Honda y
colaboradores (151), que analizaron la composicion de diferentes compuestos
quimicos en varios huesos de delfin listado, encontramos que para el porcentaje de,
Ca ellos obtienen una media de 13,48 y para el porcentaje del P obtienen 19,3. Estos
resultados muestran una gran diferencia con los obtenidos en este trabajo para la
misma especie (% Ca=22,14, % P=10,24). Esto puede ser debido a que la mayoria de
los huesos utilizados en el otro estudio pertenecian a animales inmaduros (n=30
incluyendo fetos, crias y subadultos, y 10 maduros) mientras que en este trabajo la
mayoria de las muestras pertenecian a animales maduros (12 inmaduros y 38
maduros). Siendo que la edad afecta al porcentaje de Ca, como ambos trabajos
demuestran, la diferencia claramente es debida a las edades de los animales
utilizados, sucediendo lo mismo para el P (Figura 33 y Figura 34). Esta misma razén
podria explicar el porqué de los resultados tan bajos en franciscana ya que la
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proporcidon de animales inmaduros es mayor a la de maduros, y de los animales
maduros no tenemos representacion de ejemplares que tengan mas de ocho anos.

Un resultado que llama la atencién es la media tan grande de C que se
observa en franciscana (Tabla 10) en comparacién con el delfin listado (Tabla 9) o con
aves (74). Esto se debe probablemente a la cantidad de grasa (moléculas constituidas
por una unién de atomos de carbono, hidrégeno y oxigeno) que contenian las
muestras.

Al comparar las tasas de P/N, C/N y Ca/P con los resultados de Zioupos y
colaboradores (152) encontramos que la tasa Ca/P es casi la misma que la
encontrada por estos autores en los diferentes tejidos de mamiferos marinos. En el
caso de la tasa de P/N, nuestros resultados se asemejan mas a los del asta del ciervo
y de la dentina, que a los del resto de tejidos mineralizados. Esto podria indicarnos
gue nuestras muestras contienen un porcentaje mayor de colageno.

En el caso de la proporcién del C/N observamos que para el delfin listado es
similar al de otros mamiferos (bovinos); mientras que en el caso de franciscana la
proporcién es muy superior, incluyendo a huesos hipermineralizados como el de
Mesoplodon (153); esto es debido probablemente, como se explicd anteriormente, a la
cantidad de grasa encontrada dentro del hueso.

Los resultados encontrados de la relacion Ca/P son muy similares a los de
Honda y colaboradores (151), tanto para el delfin listado como para franciscana;
ademas tampoco encontramos diferencias significativas entre sexos; sin embargo si
encontramos diferencias para ambas especies entre categorias de edad, a diferencia
de lo hallado en el trabajo de Honda.

Que no aparezca diferencia entre sexos, concuerda con lo encontrado en
fémur de humanos (154).

Si comparamos esta relacién (Ca/P) con la de otros vertebrados (154, 155)
observamos que en general es mayor en cetaceos, segun los resultados tanto de este
trabajo como del de Zioupos (152). Glimcher (156) dice que ciertas enfermedades
metabdlicas, como la osteoporosis, hacen que la relacibn Ca/P aumente. Esto
concuerda con sugerido por De Buffrénil (46) sobre la presencia de un proceso de
osteoporosis secundaria en delfines.
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4.3 Micro- and nanohardness characterization of dolphin radius bone

4.3.1 Introduction

There are two types of osseous tissues: cancellous bone and cortical bone as
illustratred in Figure 39 and Figure 40. Although biologically identical, these tissues
differ in their degree of porosity and organisation. Cancellous bone, also called
trabecular or sponge bone, is characterized by a sponge-like texture, with numerous
cavities, so that it is softer and less dense but at the time stiffer than cortical bone. It
consists of extensively connected bony trabeculae, oriented along stress lines,
covered by the endosteum. Cancellous bone has a larger surface area to mass ratio
and is more metabolically active than cortical bone. Cortical bone, also called compact
or dense bone, surrounds the trabecular bone. It represents approximately 4 times the
mass of cancellous bone in any long bone and its primary structural unit is the
Haversian system (3). (Figure 40). Each Haversian system is a long, often bifurcated,
cylinder parallel to the bone long axis, formed by successive deposition of 4-20
(average 6) concentric layers of lamellae.

Cancellous
bone

Figure 39. Bone classification according to cross section texture in dolphin’s bone.
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Figure 40. Microscopic bone structures were (a) is a compact bone (b) is a Haversian
system and (c) is a trabeculae bone

It is generally regarded almost as a truism that bone architectures are adapted
to their mechanical environment. The relationship between mechanical properties and
structure is usually ascertained only in terms of macroscopic structural differences, and
in particular, the internal histological structure adaptation to the external environment
has been the target of very few studies (157, 158). However, the mechanical
properties relationship to structure is usually ascertained only in terms of macroscopic
structural differences, such as cortical versus cancellous bone. Some studies have
attempted to relate their material properties to microscale structures (from tens of
microns to nanometers) (159-161). Nevertheless, bone mineral density, geometry,
microarchitecture, and composition quality are critical parameters to determine bone
strength, that is, its ability to withstand loading. For this reason, microstructural
information should be included in the analyses to predict individual mechanical bone
properties.

Cetaceans have retarded ossification and a lack of central resorption lead to a
very slow attainment of maturity and the creation of bones that are spongy and without
open marrow cavities (39). The limb skeletons of cetaceans (dolphins and whales)

114



Capitulo 4 Resultados

present differences with respect to other mammals. On the one hand, they have
radical modifications in joints (the only moveable joint in the flipper is the shoulder joint)
and on the other hand, the individual bones are lacking medullar cavities. For this,
Felts and Spurrell (38, 162) examined the external and internal architectures and the
density of dolphin long bones (humerus and radius). They found that cetacean long
bones have no marrow cavity and its trabecular part shows a peculiar hourglass
image, i.e. two parts of approximately conical shape joined by a cylindrical neck. Yet,
radii have absolute densities higher than humeri, although both bones have the same
mineralization ratio.

It is well known that bone mechanical properties deteriorate with age. Age-
related changes in bones are: mineral density decrease, collagen matrix degradation
or porosity increase (163). Microstructural analyses could potentially provide
information about bone evolution but currently it is an underexplored method to
characterise limb bone adaptations (110). De Buffrenil and Schoevaert described the
mechanism responsible for bone porosity in cetaceans during ontogeny. By studying
the histomorphometry and histology of the humeral diaphysis in a growth series of
common dolphin, they found that bone was becoming more eroded than deposited in
the cancellous parts of the cortex during growth, like a disuse osteoporoses process,
also similar to the effect of spaceflight on adult human (46).

Bone tissue undergoes ossification process during the whole life, that is, the
mineralization of the organic matrix in which various metallic ions are involved. Among
the different mineralization processes, calcification is probably the most common,
where calcium carbonates such as calcite and aragonite precipitates in the organic
matrix. To characterize the effect of ossification on bones, bone hardness has been
studied (164, 165). Hardness is the property of matter commonly described as the
material resistance to being scratched by another substance or, in other words, as the
ability of a material to resist plastic deformation. It depends on mineral composition, as
shown by Zioupos et al. (166, 167). Hardness measurement can be carried out at
macro-, micro- or nano- scale, depending on the applied forces and generated
displacements. For materials showing a fine microstructure, non-homogeneity or prone
to cracking. It is best to use micro or nanohardness.

Microhardness is measured by determining the penetration depth when an
indenter (such as a Vickers or Knoop indenter) is forced onto the surface with loads in
the range of 150 to 10000 mN (167, 168), either continuously or cycled. Indentations
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are usually so small that they must be measured with a microscope. Depth is
determined from the steep gradient with a profilometer.

Nanohardness is measured by indenting bone surface using forces in the
range of 0.1 mN to 300 mN and measuring the indentation depth. These tests are
based on a precise measurement of the indentation depth and control of the indenting
forces. Indentation forces are progressive to determine the maximum indentation load
before the sample structure is compromised and the bone no longer stands the plastic
deformation.

We used microindentations and nanoindentations to measure dolphin bone
tissue hardness properties, in order to evaluate ontogenetic implications. The
properties of cortical and trabecular bones in odontocetes (Stenella coeruleoalba and
Pontoporia blainvilleiy were studied to find a relationship between the material
mechanics and chemical composition.

4.3.2 Materials and methods

We performed indentations on a cross section of radius bones of an
ontogenetic series of striped dolphin (Stenella coeruleoalba) and La Plata dolphin
(Pontoporia blainvillei) (find description in chapter 2). The particular studied cross

section is illustrated in Figure 41.

Figure 41. Position of the radii in the pectoral fin (in red) and cross section of the radii along
the sagital diameter.
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Cross-sectional sections were cut in 3.5 mm thick plates using a saw Struers
Accutom-2 (working at a speed of 4/12 rpm- 100). Each radius plate was dehydrated in
a homogeneous solution with 50% methanol (98%) and 50% chloroform (98%) for 24
h. Samples were then put in methanol (98%) for 2 hrs. To clean fat and blood, a
sodium hypochlorate solution (3 drops in 250 ml distilled water) was used for 2 h and
finally they were rinsed with pressured water. Plates were dried in a stove a 36 °C for
24 hours and later they were embedded in slow cure metilmethacrylate (epoxy resin).

To embed in metilmetracrylate, a plastic tube of 3 cm of diameter was cut in
rings of 3 cm length. These rings were placed onto adhesive paper and bone plates
were put in inside every ring and fixed to the adhesive. The epoxy resin solution (resin
mixing was prepared with a ratio of 10 ml polyester casting resin to 6 drops of
hardener) was poured onto the plates that were in the rings. Samples were put in the

vacuum chamber for 48 hr at 36 °C.

The next step of sample preparation consisted of grinding them in a rotary
wheel (are explained in chapter 2) set at 150 rpm with successive 400, 800, and 1200
grit SiC (silicon carbide) papers with water lubrication. Afterwards, samples were
micropolished using naples Metcloth with alumina slurry (0.05 um). Finally, samples

were cleaned and dried to remove moisture excess.

Vickers microhardness of individual samples was measured using an
INDETEC model HWDM?7, at 10 g (0.1 N) on prepared plates. Measurements were
carried out at 9 different points in each plate, symmetrically distributed: 4 in the cortical
bone and 5 in the cancellous bone (Figure 42). They are conventionally called north
(NN), north-centre (NC), centre (CC), south-centre (SC), south (SS), centre-east (EC),
east (EE), centre-west (WC) and west (WW).
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Cortical
bone

Cancellous
bone

Figure 42. Schematic representation of cross section points where did measured hardness
in bone plate.

Vickers nanoindentations were measured with CSM Instruments — Nano
Hardness Tester — and the software Indentation 3.5. The position of each indentation
was manually selected. 6 indentations were performed in each plate at 3 different
points conventionally called west, centre and east. In each point two different

indentations tests were made:

1 - Standard test: the indenter load-time sequence is shown in Figure 43. The indenter
was loaded and unloaded with a 10 mN load for a single cycle which lasted 30 s.
Figure 43b present a typical set of load-displacement data.

2 - Cycled test: nanoindentation is driven under load control using a load-time
sequence as shown in Figure 44. The indenter was loaded and unloaded three times.
In the first two times the load was held constant with 10 mN for 1 s, while the third load

lasted 30 s with the same force.
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Figure 44.a. Graphic of multicycling test where the x-axis represents indentation time (s),

blue line a penetration deep (um), and brown line a normal force and 44b. shows a typical
set of load-displacement curves in indentation data for Stenella coeruleoalba sample.

Statistical analyses were carried out with “Statistica 6.0” software (StatSoft, Inc
1984-2002). Bone microhardness and nanohardness were examined using basic
descriptive statistics analyses for the whole set of samples and, separately, for each
parameter: species, sex, type of bone tissue (indentation positions), and age category.

To carry out parameter comparisons, we used the t-test (independent by groups)

120



Capitulo 4 Resultados

for/between microhardness and nanohardness. In order to determine the differences in
means of microhardness and nanohardness variables, one way and factorial analysis
of variance (ANOVA) was performed with post hoc Tukey HSD pair wise comparison
test. Finally, age was related to hardness and other physicochemical parameters using
linear and Gompertz models.

4.3.3 Results

We performed more than 1900 indentations (micro and nano methods) in 87
samples of Stenella coeruleoalba and 39 samples of Pontoporia blainvillei. In General
Results section 4.3.3.1, we present comparative statistical analyses (descriptive
statistics, t-test and ANOVA) of indentation results for both species, to infer
odontocetes interspecific trends. Afterwards, we studied each species independently.
These results were then compared with physicochemical bone parameters (density,
porosity and mineral content).

4.3.3.1 General results:

We carried out descriptive statistics to evaluate the average hardness values
of both species and a t-test (independent samples by groups) to evaluate the
contribution of each specie. The results in Table 27 show that the nanohardness mean
is nearly twice the value of the microhardness mean. However, the standard deviation
of the former shows more dispersion than that of the latter. The t-test attributed most of
this dispersion to Pontoporia blainvillei data. This analysis showed significant statistical
differences between species in microhardness (t-value= 2.43 p=0,015) (Figure 45) and
nanohardness (t-value=-2.10 p=0,035)(Figure 46). It is striking that the highest
microhardness is observed in the striped dolphin while in most nanoindendations it
occurs in La Plata dolphin.
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Table 27. Means, maximum and minimum values and standard deviation of total hardness
measurements at both micro and nano scale are displayed. Abbreviation: n=sample size
and Std. Dev.=standard deviation.

Variable n Mean Minimun Maximum Std. Dev.

Microhardness 797 48.4662 23.00 74.00 8.468
Nanohardness 451 78.0200 17.04 175.68 26.844
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Figure 45. T-test box plot of microhardness for both species. A central circle to indicate the
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Figure 46. T-test box plot of nanohardness for both species

4.3.3.1.1 Microhardness ANOVA

We carried out the analysis of variance (ANOVA) for microhardness to
investigate the effect of each parameter (specie, sex, type of bone and age category).
Table 28 shows significant differences for every parameter. However, when we
performed the factorial ANOVA to determine the relationship between parameters,
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neither significant differences nor interactions between factors were found (see Table

A5. 1 in annex 5).

Table 28 ANOVA test of microhardness measurements for data obtained in different
variables in both species with 0.95 confidence intervals. * stands for significant differences.

Variables F p
species 591 0.015*
sex 7.86 0.005*
type of bone 28.44 <0.0001*
age category 3.84 0.009*

Microhardness ANOVA test for species and position in the bone (Table 29) did
not present significant differences; when including other parameters (factorial ANOVA

test) no interactions were found either (see Table A5. 2).

Table 29 ANOVA between species in microhardness in any position with 0.95 confidence
intervals and degree of freedom=1.

Position F p

CC 1.548 0.217
CN 0.279 0.598
NN 0.529 0.469
SC 0.468 0.495
SS 0.798 0.374
EC 0.074 0.786
EE 0.880 0.350

WC 0.760 0.385
WWwW 0.170 0.680

4.3.3.1.2 Nanohardness ANOVA

One way nanohardness ANOVA statistics showed significant differences
between species, bone type and indentation kind, as depicted in Table 30. No
significant differences in most of the variable were found when factorial ANOVA was
performed. Differences were only found for for those cases which related species with
bone type or kind of indentation, and finally, age category with kind of indentation, as
illustrated in Table 31.
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Table 30 ANOVA in nanohardness for all parameters with 0.95 confidence intervals and
degree of freedom=1. * stands for significant differences.

Variables F p
species 444 0.035*
sex 0.69 040
types of bone 19.35 0.00001*
age category 045 049

kind of indentation 18.11 0.00002*

Table 31. Factorial ANOVA examining the effect of species between means of different
variables in nanohardness with 0.95 confidence intervals and degree of freedom=1. *
stands for significant differences.

Variables F p
species/sex 2.03 0.15
species/types of bone 7.43 0.006*
species/age category 0.06 0.81
species/kind of indentation 6.82 0.009*
sex/types of bone 0.39 0.53
sex/age category 0.18 0.67
sex/kind of indentation 0.99 0.32
types of bone/age category 3.42 0.06
types of bone/kind of indentation 0.53 0.46
age category/kind of indentation 423 0.04*
species/sex/types of bone 0.89 0.34
species/sex/age category 0.63 0.42
species/sex/kind of indentation 0.19 0.65
species/types of bone/age category 263 0.10
species/types of bone/kind of indentation 0.07 0.72
species/age category/kind of indentation 2.95 0.08
sex/types of bone/age category 0.37 0.54
sex/types of bone/kind of indentation 0.83 0.36
sex/age category/kind of indentation 0.12 0.72
types of bone/age category/kind of indentation 0.60 0.43
species/sex/types of bone/age category 0.18 0.67
species/sex/types of bone/kind of indentation 0.09 0.75
species/sex/age category/kind of indentation 0.03 0.85
species/ types of bone/age category/kind of indentation 2.16 0.14
sex/types of bone/age category/kind of indentation 1.77 0.18

If we analyse nanohardness at different positions, we find significant
differences for cortical bone for both indentation kinds and between species (Table 32),
but when we include the age category factor only differences in the standard
indentation for position E are found (Table 33).
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Table 32 ANOVA between species in nanohardness for any position, where C is travecular
bone, E and W are cortical bone, with 0.95 confidence intervals and degree of freedom=1. *
stands for significant differences.

Standard indentation Cyclic indentation
F p F p
species/C  0.40 0.52 0.72 0.39
species/E  8.99 0.003* 13.87 0.0003*
species’'W 9.114 0.003* 15.17 0.002*

Position

Table 33 ANOVA between age categories and species in nanohardness for any position
with 0.95 confidence and degree of freedom=1. * stands for significant differences.

Standard indentation Cyclic indentation

Position
F p F p
species/age category/C  0.05 0.80 0.23 0.63
species/age category/E  4.07 0.04* 3.39 0.06
species/age category/W 0.07 0.78 0.05 0.80
4.3.3.2 Stenella coeruleoalba

We investigated for Stenella coeruleoalba the relationship between micro and
nanohardness with sex, type of bone, age category and positions in the bone. We

concluded with the ontogenetic study.

4.3.3.2.1 Microhardness

4.3.3.2.1.1 Statistical Analyses.

Table 34 shows microhardness descriptive statistics analysis for sex, type of
bone, and age category. We observed that male microhardness means and variance
are larger than female ones. It is also found that cancellous bone is harder and shows
less variance that cortical bone. For age categories, sexually immature samples

present a larger microhardness and have a higher variance than the sexually mature.
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Table 34. Descriptive statistics analysis in microhardness of sex of bone for Stenella

coeruleoalba.
n mean Variance Std.dev. Stid. Er. C.I. 95%
Sex females bone 234 4813 6262  7.91 052  47.11-49.15
males bone 216 50.16 84.61 9.19 0.62 48.92-51.39
Cancellous bone 250 50.70 58.31 7.63 0.48 49.75-51.65
Type ofbone 0 421 bone 200 47.10 86.84  9.31 0.66  45.80-48.40
Sexually mature 356 46.48 58.83  7.67 079  44.88-48.03
Age category  goally immature 93 49.80 76.06  8.72 046  48.89-50.71

With respect to position in the bone (data in Table 35), comparing the NN

position (anterioposterior) and SS (posterior) positions of the radius, we observed that

microhardness is lower than in the other positions, being higher all along the
transversal diameter (EE, EC, WW and WC) (Table 35 and Figure 47).

Table 35. Descriptive statistics analysis in microhardness of different positions for Stenella

coeruleoalba.

Position n mean Variance Std. dev. Std. err. C.l. 95%

CC 50 51.41 47.46 6.88 0.97 49.56 - 53.37
NC 50 48.35 67.25 8.20 1.15 46.02 - 50.68
NN 50 42.16 73.06 8.54 1.20 39.74 - 44.59
SC 50 48.44 71.24 8.44 1.19 46.04— 50.84
SS 50 41.77 66.78 8.17 1.15 39.44— 44.09
EC 50 52.90 43.93 6.62 0.93 51.01-54.78
EE 50 52.59 55.97 7.97 1.05 50.46— 54.71
WC 50 52.40 47.20 6.87 0.97 50.45—- 54.36
WW 50 51.87 49.02 7.00 0.99 49.88— 53.86

+ hardness

- hardness

Figure 47. Cross-sectional representation of colors of microhardness average for position,

where the dark area has more harshly than the light.
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The t-test for independent groups between sexes showed significant
differences between females and males for striped dolphin (t-value=-2.52, p=0.01) as

shown in Figure 48.
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Figure 48. Box plots of microhardness between sexes for Stenella coeruleoalba.

The t-test also showed highly significant differences between types of bone for
striped dolphin (t-value=4.50, p<0.00001), as shown in Figure 49, where no
overlapping of the 95 % confidence interval was found.
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Figure 49. Box plots of microhardness between types of bone for Stenella coeruleoalba.

Finally the t-test for independent samples by groups showed significant
differences too, between age categories for striped dolphin (t-value=2.99, p<0.002), as

shown in Figure 50.
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Figure 50. Box plots of microhardness between age categories for Stenella coeruleoalba.

The one-way ANOVA analyses for sex, type of bone and age category
showed significant differences for microhardness in Stenella coeruleoalba as shown in
Table 36. Factorial ANOVA test revealed no significant difference (Table 37) between-
parameter at the 95% confidence level. However, the post-hoc analysis revealed
significant differences for sex/type of bone between cortical bone and cancellous bone
in females; between female cortical bone and male cancellous bone; and finally
between cortical bone and cancellous bone in males. For sex/age category the post-
hoc analysis showed that significant differences between sexually mature males and
sexually immature females existed. In the relationship for type of bone/age category,
the post-hoc analysis revealed that significant differences between cortical and
cancellous bone in sexually mature exist, and also between immature cortical bone
and mature cancellous bone.

In sex/type of bone/age category, the post-hoc analysis found significant
differences in females between cancellous immature samples bones and cortical
mature samples bones. We also found significant differences between cancellous
bone samples in mature males with cortical bone samples in both female and male of

couple immature and mature samples.
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Table 36 Analysis of varianza (ANOVA) of parameters in microhardness for Stenella
coeruleoalba. * stands for significant differences.

Variables F p

Sex 6.35 0.009*
types of bone 19.76 >0.001*
age category 8.78  0.003*

Table 37 Factorial Anova of microhardness for Stenella coeruleoalba

Variables F p
sex/type of bone 0.47 0.48
sex/age category 0.06 0.79

types of bone/age category 0.17 0.67
sex/type of bone/age category 0.10 0.75

4.3.3.2.1.2 Age relationships

Gompertz model has been commonly used to relate age with other
parameters. We have performed the ontogenetic study in Chapter 4. However,
hardness and physicochemical characteristics do not fit to this model, so that we have
considered using linear regressions. When we relate microhardness vs. age in
different cross section positions, we find that both trabecular bone and cortical bone
the hardness increases with age. An example of this increase is shown in Figure 51 for

trabecular bone and Figure 52 for cortical bone.
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Figure 51. Microhardness in trabecular bone (EC position) against age in Stenella
coeruleoalba. Regression lines fitted to the data for sex.
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Figure 52. Microhardness in corticalr bone (EE position) against age in Stenella
coeruleoalba. Regression lines fitted to the data for sex.

4.3.3.2.2 Nanohardness

4.3.3.2.2.1 Statistical Analyses

We investigated the basic statistics behaviour of nanohardness for sexes, type
of bone, age category (Table 38) and kind of indentation (Table 39 and Table 40). We
found that males present higher nanohardness means than females (Table 38). With
respect to the type of bone, both cancellous and cortical bones had similar
nanohardness means but cancellous bone presented more variance. Moreover, we
also observed that nanohardness in sexually mature individuals is higher than in
sexually immature ones. With respect to kind of indentation, significantly higher values
of hardness in cycling indentation were found in contrast to standard indentation in all
positions. Moreover, trabecular bone presented more variance for both kind of
indentations (Table 39 and Table 40).
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Table 38. Descriptive statistics analysis in nanohardness of sex, type of bone and age
category for Stenella coeruleoalba.

n mean Variance Std.dev. Std. Er. C.l. 95%

Sex females bone 154 71.47 69.44 12.73 1.02 69.44-73.50
males bone 141 73.11 122.86 11.08 0.93 71.27-74.96
Type of bone Cancellousbone 96 72.09 191.97 13.85 1.41 69.28-74.90
Cortical bone 199 72.40 133.94 11.57 0.82 70.78-74.02

Age category Sexually mature 207 74.05 143.31 11.97 0.83 72.41-75.69
Sexually immature 90 68.13 121.75 11.03 1.16 65.82-70.44

Table 39. Descriptive statistics analysis in nanohardness for standard indentation of all
positions of bone for Stenella coeruleoalba. Cs: centre standard indentation, Es: east
standard indentation. Ws: west standard indentation.

Position n mean Variance Std.dev. Std. Er. C.l. 95%

Cs 48 69.87 227,70 15.08 2.17 65.49-74.25
Es 50 70.24 87.73 9.36 1.32 67.58-72.90
Ws 50 69.66 203.26  9.36 2.01 65.61-73.71

Table 40. Descriptive statistics analysis in nanohardness for cyclic indentation for all
positions of bone for Stenella coeruleoalba. Cm: centre cycling indentation, Em: east
cycling indentation. Wm: west cycling indentation.

Position n mean Variance Std.dev. Std.Er. C.l. 95%

Cm 48 74.31 150.23 12.25 1.76 70.75-77.87
Em 49 7553 111.43 10.55 1.50 72.50-78.56
Wm 50 74.23 115.49 10.74 1.51 71.17-77.28

The t-test between sexes (females and males) (t-value=1.17, p=0.23) and
between types of bone (t-value=-0.64, p=0.52) did not show statistical significant
differences for striped dolphin. In contrast, t-test results showed significant differences
between sexually mature and sexually immature for striped dolphin (t-value=4.01,
p<0.007) as shown in Figure 53. Similarly, we observed statistical significant
differences between type of indentation test for striped dolphin (t-value=-3.54, p<0.004)
as depicted in Figure 54.
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Figure 53. Boxplots of age category in nanohardness can also reveal the independence of
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Figure 54. Box plots of type of test in nanohardness can also reveal the independence of

One-way ANOVA analysis in types of bone, age category and kind of
indentation showed significant differences for nanohardness in Stenella coeruleoalba
but did not show significant differences for sex and type of bones (Table 41). Yet, none
of the factors related to the variance analysis of Stenella coeruleoalba nanohardness

samples for Stenella coeruleoalba.

showed significant differences, as illustrated in Table 42.
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Table 41 Anova nanohardness for Stenella coeruleoalba. * stands for significant

differences.
Variables F P
Sex 1.39 0.23
types of bone 0.41 0.52
age category 16.12 <0.001*

kind of indentation 12.57 0.0004*

Table 42 Factorial Anova of nanohardness for Stenella coeruleoalba. * stands for significant

differences.

Variables F p
sex/type of bone 0.002 0.96
sex/age category 3.16  0.07
sex/kind of indentation 0.002 0.96
types of bone/age category 0.001 0.97
types of bone/kind of indentation 0.41 0.52
age category/kind of indentation 0.05 0.81*
sex/type of bone/age category 1.16 0.28
sex/type of bone/kind of indentation 0.22 0.63
sex/age category/kind of indentation 0.18 0.67

types of bone/age category/kind of indentation 0.05 0.81
sex/types of bone/age category/kind of indentation 1.87 0.17

4.3.3.2.2.2 Age relationships

When we plotted nanohardness vs. age we observed that hardness increased
with age in the three analysed positions, for both type of test (standard and cyclic) and
for both type of bone (cancellous and cortical). An example of this increase is shown in

Figure 55 and Figure 56.
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Figure 55. Standard nanohardness in trabecular bone (E position) against age in Stenella
coeruleoalba. Regression lines were fitted to data for sex.
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Figure 56. Cyclic nanohardness in trabecular bone (W position) against age in Stenella
coeruleoalba. Regression lines were fitted to data for sex.

4.3.3.3 Pontoporia blainvillei

We carried out an investigation on the relationship between micro and
nanohardness with sex, type of bone, age category and positions in the bone for
Pontoporia blainvillei. Ontogenetic implications are developed at the end of the section.

4.3.3.3.1 Microhardness

4.3.3.3.1.1 Statistical analyses

In La Plata dolphin we found that males had a higher microhardness, while
females had a higher dispersion (Table 43). We found that cancellous bone had a
greater microhardness than the cortical bone and also a greater dispersion. By age
category, sexually mature samples showed a greater microhardness and higher

dispersion than the sexually immature ones.

Table 43. Microhardness descriptive statistics analyses for sex, type of bone and age
category in Pontoporia blaivillei.

n mean Variance Std.dev. Std. Er. C.l. 95%
Sex females bone 239 4717 75.76 8.70 0.56 46.06-48.28
males bone 108 48.66 48.09 6.93 0.66 47.34-49.98
Type Cancellous bone 189 48.88 66.85 8.17 0.59 47.71-50.06
Cortical bone 158 46.14 64.49 8.03 0.63 44.88-47.40
Sexually mature 144 48.17 81.12 9.00 0.75 46.20-48.30
Age calegory g, ially inmature 203 47.25 5777  7.60 053  46.20-48.30
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We found that cancellous bone had a larger microhardness than cortical bone
(CC, NC, SC, EC and WC position), finding the hardest in the transverse axis, that is,

in the centre, east and west positions (Table 44 and Figure 57).

Table 44. Descriptive statistics analysis in microhardness of different positions for
Pontoporia blaivillei.

Position n mean Variance Std. dev. Std. err. C.l. 95%

CC 38 49.19 61.50 7.84 1.27 46.62 - 51.77
NC 38 46.75 69.13 8.31 1.34 44.02 - 49.48
NN 35 42.73 72.75 8.52 1.44 39.80 - 45.66
SC 38 45.33 80.15 8.95 1.45 42.39 — 48.28
SS 36 43.55 71.00 8.42 1.40 40.70 — 46.40
EC 37 51.42 58.60 7.65 1.25 48.86 — 53.97
EE 38 49.22 38.87 6.23 1.01 4717 -51.27
WC 38 51.80 39.03 6.24 1.01 49.74 —53.85
WW 37 50.30 44.28 6.65 1.09 48.08 — 52.52

+ hardness

- hardness

Figure 57. Microhardness cross-sectional representation as a function of position. The
transversal diameter presents a larger microhargness than sagital one.

The t-test for independent samples by groups between sexes did not show
statistical significant differences between females and males for La Plata dolphins (t-
value=-1.56, p=0.11) as showed in Figure 58. On the contrary, we found highly
statistical significant differences between types of bone for La plata dolphin (t-
value=3.14, p<0.001) as shown in Figure 59. Finally, no significant differences
between age categories for La Plata dolphin were found (t-value=-1.03, p<0.30) as it is

inferred from Figure 60.
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Figure 60. T-test box plot for age category did not show significant differences in Pontoporia

blainvillei.

One-way Anova microhardness analysis provided significant differences for

bone types but for sex and age categories in Pontoporia blainvillei, as shown in Table

45. Factorial ANOVA showed significant differences between bone types and age

categories (Table 46). In a more specific analyses we considered the post-hoc Tukey

HSD test, which showed that these differences were found between sexually

immatures for cortical bone and sexually immature for trabecular bone (0.0045) (Figure

61).

Table 45 Analysis of varianza (ANOVA) of parameters in microhardness for Pontoporia
blainvillei. * stands for significant differences.

Variables F

Sex 2.45

p

0.11
types of bone 9.87 0.001*

0.30

age category 1.06

Table 46 Factorial ANOVA for microhardness between all parameters in Pontoporia
blainvillei. * stands for significant differences.

Variables F p
sex/type of bone 0.05 0.81
sex/age category 0.11 0.73
types of bone/age category 459 0.03*
sex/type of bone/age category 0.28 0.59
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Figure 61. Factorial ANOVA analyses of microhardness for different bone types in
Pontoporia blainvillei. ANOVA factors between age category and type of bone were F=4.59
p=0.03 (mean square MS = 0.8 and degrees of freedom = 1). The vertical bars denote 0.95
confidence intervals.

4.3.3.3.1.2 Age relationships

Figure 62 and Figure 63 show that microhardness decreases with age for

trabecular bone with no sex dependence, whereas it increases for cortical bone (in a

similar way as described in (9)). It is also worth noting that at younger ages, cancellous

bone has a slightly larger microhardness than in trabecular one.
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Figure 62. Regression of the microhardness to age for females and males for Pontoporia
blainvillei in cancellous bone.
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Figure 63. Regression of the microhardness to age for females and males for Pontoporia

4.3.3.3.2

4.3.3.3.2.1

blainvillei in cortical bone.

Nanohardness

Statistical

analyses

The results show that nanohardness mean and dispersion is higher in females

than in males. In bone type analyses, we found that cortical bone had a greater

nanohardness the cancellous bone and also a greater variance. Among age

categories, we found no differences in mean but sexually immatures had a larger

variance (Table 47).

Table 47. Descriptive statistics analyses in nanohardness for sex, type of bone and age

category in Pontoporia blaivillei.

n mean Variance Std.dev. Std. Er. C.l. 95%
Sex females bone 151 110.88 5190.86 72.04 5.86 99.30-122.47
males bone 63 99.03 3728.69 61.06 7.69 83.65-114.40
Tvoe Cancellous bone 74 89.78 3537.15 59.47 6.91 76.00-103.56
yp Cortical bone 140 116.70 5199.72 72.10 6.09 104.65-128.75
Age Sexually mature 101 107.04 3989,53 63,16 6.28 94.57-119.51
category  Sexually immature 113 107,70 5509.62 74.22 6.98 93.87-121.54

Between types of indentation we found that the means in cyclic indentation

were greater than in standard indentation, being at positions E and W of cortical bone

where the higher nanohardness were located (Table 48 and Table 49).
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Table 48. Nanohardness descriptive statistics analysis for standard indentation at all
positions of bone for Pontoporia blainvillei.

Position n mean Variance Std.dev. Std.Er. C.I. 95%

Cs 37 67.05 986,35 31.40 5.16 56.58-77.52
Es 38 101.92 5478.79 74.01 12.01 77.59-126.25
Ws 36 89.04 1785.43 42.25 7.04 74.74-103.34

Table 49. Nanohardness descriptive statistics analysis for cyclic indentation at all positions
of bone for Pontoporia blainvillei.

Positon n mean Variance Std.dev. Std. Er. C.l. 95%

Cm 38 120.58 7458.79 86.36 14.01 92.19-148.97
Em 34 136.87 7537.16 86.81 14.88 106.58-167.16
Wm 32 143.94 4368.03 66.09 11.68 120.11-167.77

The t-test for independent samples by groups between sexes (t-value=1.29,
p=0.19), and between age categories (t-value=0.37, p=0.70) did not show statistical
significant differences for La Plata dolphin. However, it showed highly statistical
significant differences between types of bone (t-value=-2.84, p=0.004) as depicted in
Figure 64. This analysis also illustrated a significant difference between type of test for
this specie (t-value=-5.01, p<0.001. See Figure 65).
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Figure 64.Nanohardness t-test box plots for types of bone in Pontoporia blainvillei. Samples
present significant differences.
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Figure 65. Nanohardness t-test box plots for type of test in Pontoporia blainvillei. Significant
differences come out.

One-way ANOVA analyses for types of bone and kind of indentation showed
significant differences for nanohardness in Pontoporia blainvillei but did not show
significant differences for sex and age category (Table 50). None of the factors related
to the variance analysis in Pontoporia blainvillei nanohardness presented significant
differences (Table 51).

Table 50 Nanohardness ANOVA for Pontoporia blainvillei

Variables F p

Sex 1.67 0.19
types of bone 8.11  0.004*
age category 0.13 0.70

kind of indentation 25.19 <0.001*

Table 51 Nanohardness factorial ANOVA for Pontoporia blainvillei

Variables F P

sex/type of bone 1.65 0.20
sex/age category 0.93 0.33
sex/kind of indentation 0.01 0.89
types of bone/age category 145 0.22
types of bone/kind of indentation 0.10 0.74
age category/kind of indentation 0.52 0.46
sex/type of bone/age category 0.38 0.53
sex/type of bone/kind of indentation 1.31 0.25
sex/age category/kind of indentation 0.12 0.72
types of bone/age category/kind of indentation 0.19 0.65
sex/types of bone/age category/kind of indentation 0.000 1.00
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4.3.3.3.2.2 Age relationships

Nanohardness showed a trend to increase with age for cancellous bone,
whereas for cortical bone it decreased, as inferred from Figure 66 and Figure 67.

Decrease is much more significant for cortical bone.
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Figure 66. Regression of the nanohardness to age for females and males for Pontoporia
blainvillei in cancellous bone.
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Figure 67. Regression of the nanohardness to age for females and males for Pontoporia
blainvillei in cortical bone.
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4.3.34 Physicochemical characteristics of bone

In this section, we present the results of real density, porosity and mineral
content, from a statistical point of view, allometric and ontogenetic.

4.3.3.4.1 Statistical analyses

The following three tables present the basic relationships between structure
and composition. The data show similarities between species (Table 52) in the three
analysed parameters, being slightly higher for Pontoporia blainvillei (Table 54) than for
Stenella coeruleoalba (Table 53). With regard to dispersion, it is small for real density

and mineral content but for porosity in the three studied cases.

Table 52. Descriptive statistics analysis for different parameters that characterise the bone

for all samples.
Parameters n mean Variance Std.dev. Std.Er. C.l. 95%
Real density 84 152 0.04 0.20 0.02 1.47-1.56
% Porosity 80 58.59 137.69 11.73 1.31 55.98-61.20
Mineral contend 85 0.64 0.01 0.11 0.01 0.61-0.66

Table 53. Descriptive statistics analysis for different parameters that characterize the bone
for Stenella coeruleoalba.

Parameters n mean Variance Std.dev. Std.Er. C.l. 95%
Real density 49 1.40 0.01 0.11 0.02 1.37-1.44
% Porosity 48 56.59 70.68 8.40 1.21 54.15-59.04
Mineral contend 49 0.58 0.005 0.07 0.01 0.55-0.60

Table 54. Descriptive statistics analysis for different parameters that characterize the bone
for Pontoporia blainvillei

Parameters n mean Variance Std.dev. Std.Er. C.l. 95%
Real density 35 1.67 0.038 0.18 0.03 1.61-1.74
Porosity 32 61.58 228.32 15.11 2.67 56.14-67.03
Mineral contend 34 0.73 0.009 0.09 0.01 0.70-0.77

4.3.34.2

Our

Allometric relationships

allometric analyses between

porosity and strength for

Stenella

coeruleoalba and Pontoporia blainvillei of the whole, female, male and age category
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for sex, respectively (whole, sexually immature and sexually mature) are shown in
Table 55. Although the correlation coefficient was very low, we observed a larger
increase of strength with porosity in males than in females for both species. Yet, in
Pontoporia blainvillei it was also larger for immature males.

Table 56 shows the relationship between real density and strength for Stenella
coeruleoalba and Pontoporia blainvillei for the whole, female, male samples and age
category for sex, respectively. These results also shown that the correlation coefficient
is very low; however we observed that the increase of real density on the strength is
larger in males than in females for both species, and keeps constant for immature

males.

Table 55. Allometric relationships of radius bone calculated for the porosity (po) related to
strength (o). 95% confidence intervals for a the y-intercept and b the slope are given. Other
abbreviations: Sc Stenella coeruleoalba, Pb Pontoporia blainvillei, @ whole, f females, m
males, n sample size, r correlation coefficient, Degrees of Freedom=2. Significant
correlation are marked with an asterisk (*). C.1. b of red colour present a negative allometric

value.

sp age category [n r equation Cla Clb
® 44 0.193 y=99.37*p00.37  1037.03-9.525 0.211--0.958
of 22 0.121 y=39.36"p00.16  445.39-3.478 0.446--0.763
f |immature 9 0.010 y=20.51*p00.01 2375.08-0.177 1.163--1.190
Sc mature 13 0.199 y=56.72"p00.24 1264.72-2.543 0.539--1.016
®m 22 0.286 y=438.17*p00.73 41395.43-4.638 0.406--1.860
m | immature 8 0.606 y=10507.3"po1.55 347671-3.230  0.478--3.577
mature 14 0.068 y=49.43*p00.17  26307.85-0.093 1.388--1.729
28 0.144 y=2.18"p00.15 12.038-0.396 0.569--0.267
of 20 0.008 y=4.07"po0.009  34.761-0.479 0.528-0.510
immature 11 0.029 y=3.37*p00.02 22.69-0.500 0.485--0.448
Pb mature 9 0.319 y=29.41*po0.42  3050.06-0.284 0.691--1.529
®m 9 0.441 y=0.58"p00.46 16.929-0.020 1.310--0.380
immature 7 0.462 y=0.60"po0.44 28.926-0.013 1.409-0.530
mature 4 0.227 y=0,83*p00.35 2855532-0.0001 4.065--3.360
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Table 56. Allometric relationships of radius bone calculated for the real density (dr) related
to strength (o). 95% confidence intervals for a the y-intercept and b the slope are given.
Other abbreviations: Sc Stenella coeruleoalba, Pb Pontoporia blainvillei, @ whole, f females,

m males, n sample size, r correlation coefficient, Degrees of Freedom=2.

Sp age category |n r equation C.la Clb
46 0.191 y=16.99"dr0.41 26.026-11.095 1.047--0.224
of 24 0.128 y=19.02*dr0.16* 27.190-13.311 0.712--0.389
immature 9 0458 y=12.62*dr0.70 27.265-5.844 1.914--0.512
Sc mature 15 0.167 y=24.51*dr0.16 35.855-16.764 0.415--0.743
om 22 0.354 y=4.27*dr2.47 35.248-0.515 5.510--0.565
immature 8 0.655 y=0.39*dr5.93  40.087-0.004 12.763--0.891
mature 15 0.112 y=15.37*dr0.69 226.704-1.042 4.505--3.133
® 28 0.492 y=2.24*dr1.12  3.313-1.522 1.880-0.370
of 20 0.421 y=2.36"dr1.07 4.209-1.330 2.148--0. 002
f |immature 11 0.293 y=2.43*dr0.77 6.124-0.967 2.553--1.004
Pb mature 9 0492 y=2.84*dr1.01 6.372-0.269  2.462--0.444
om 9 0.524 y=2.29"dr0.94 4.294-1.227 2.294--0.421
m | immature 7 0.357 y=0.73*dr3.26  78.024-0.007 13.063--6.534
mature 4 0.721 y=2,32*dr1.01 11.101-0.488 3.975--1.946
4.3.34.3 Age relationships
4.3.3.4.3.1 Real density

Figure 67 illustrates the regression of real density to age for Stenella coeruleoalba. The
slope of the regression curves is larger for males than for females, that is, bone density
increases with age more for males than females. Correlation coefficient (/) is very low
for the whole samples and both sexes. In Pontoporia blainvillei (Figure 69) real density

increases with age, being slightly higher in females than in males.
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Figure 69. Relationships between percentage of real density and age for Pontoporia
blainvillei, which includes the linear equation and coefficient of determination (1)

4.3.3.4.3.2 Porosity

We did not observe significant changes when relating the porosity to age in
either specie. In a comparison between sexes, we observed the same for Stenella
coeruleoalba for both sexes (see Figure 70), but for Pontoporia blainvillei (see Figure
71) we noted that males presented a small increase in porosity while it decreased in

females.
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Figure 71. Relationships between percentage of porosity and age for Pontoporia blainvillei.
The linear equation and coefficient of determination (12 ) is included.

4.3.3.4.3.3 Mineral content

The growth of mineral content is shown in Figure 72 and Figure 73. Again,
there is an important dispersion of values in both species. However, important
differences are found when the mineral content is analysed. Pontoporia blainvillei
presents a higher mineral content values in contrast to Stenella coeruleoalba. The

immature females have a higher mineral content than immature males. For Stenella
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coeruleoalba, the mineral content increase with age is faster in males than in females
(Figure 72), as it is inferred from the slopes of the regression curve. On the contrary, in
Pontoporia blainvillei we observed that males always have a higher mineral content

than females, since the slope was almost the same for both sexes. (Figure 73).
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Figure 72. Relationships between percentage of mineral content and age for Stenella
coeruleoalba, which includes the linear equation and coefficient of determination (r)
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4.3.3.4.4 Percentage porosity relationships

When we related the porosity with parameters as real density, mineral content
and strength, we found unusual results as described below. In females, when porosity
increases also does real density. However, in males, when porosity increases, real
density decreases too (Figure 74 and Figure 75). This is observed for both studied
species. As in humans and several species studied (168), in Stenella coeruleoalba the
mineral content decreases with increasing porosity (Figure 76). Pontoporia blainvillei,
unlike Stenella coeruleoalba, maintains the mineral content when porosity increases
(Figure 77).

Real density (g/cm®)

T T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 70 75
% Porosity

——¢ female
— —¢ male

Figure 74. Relationships between real density and percentage of porosity for Stenella
coeruleoalba between sex.
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Pontoporia blainvillei, for females and males.

When porosity increases, we do not observe significant changes in the

strength that the bone is able to undertake in either species; bone resistance only

decreased slightly in males of Stenella coeruleoalba (Figure 78 and Figure 79).
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Figure 78. Relationships between strength and percentage of porosity for Stenella

coeruleoalba, for females and males.
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Figure 79. Relationships between strength and percentage of porosity for Pontoporia
blainvillei, for females and males.

4.3.4 Discussions

4.3.4.1 General results

Our characterization of bone’s architecture showed clear mechanical
differences in hardness at different scales (micro and nanohardness as inferred from
Table 27). The average values of microhardness (Figure 45) correspond to similar
values of other mammal such as: rats (17) bovine femur (169) and humans (154, 170,
171). Nanohardness average values scale (Figure 46) also corresponds similar to
those found in rats (172, 173).

It may surprise that the magnitude of the nanohardness is greater than the
microhardness; however, as Zhang et al. (174) suggest, these differences are likely
due to defects (pores, Haversian canals) in bone, which create a ‘softening’ influence
on the load/deformation characteristics in microhardness measurement. In other
words, this differences may be due to the complexity that arises from the hierarchical
structural organization of bone at microscopic level (4); specially in cancellous bone,
which is made of an interconnecting framework of trabeculae in a big number of
combinations (175).

The large dispersion observed in nanohardness measurements (Figure 46)
could be due that the measures were conducted in different lamellae, between which
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there is a wide variation as Rho et al (176) observed and can be explained by the bone
structural units at nanoscopic scale (177).

From Table 28, it is reasonable to accept microharness differences in species,
as Zioupos et al. (166) or Whitenack et al.(178) have reported for several species,
especially when the two species belong to different families. Similarly, type of bone
presents also significant differences because of their different structure, as described
in the introduction of the chapter. However, sex and age category present differences
at the micro level, but these differences disaapear at the nano level, as shown in Table
30.

It is also worth pointing out that each species had an opposite behavior at
microstructural and nanostructural levels. Stenella coeruleoalba showed a higher
microhardness and lower nanohardness while Pontoporia blainvillei had a lower
microhardness and higher nanohardness. This suggests that microstructural
heterogeneity can influence the fracture toughness of bone (9). Thus, these
compensation mechanisms underlying bone properties behave differently in each
species.

The significant difference between species and type of bone (cancellous and
cortical) for hardness was clear both at micro and nano levels, showing the influence of
thes two factors on bone mechanical properties. These results, evaluated for species
of the same suborder agree with Zioupos et al. results for different orders (166, 179).
However, it is noteworthy that although there were significant differences between
sexes and age category for microhardness, they were not noted for nanohardness.
This could be because, at nanostructural level, factors such as sexes and age
category are not affected by the behaviour of bone structural units (177).

In microhardness, no significant differences were found for indentations
performed at different positions. However, when we plotted the results, three distinct
areas were observed (Figure 80): the first group containing Nn and Ss positions is
cortical bone, the second group containing Nc, Sc, and Cc positions is trabecular and
the third contains the Ec, Ee, Wc and Ww positions, for both cortical to trabecular
bone. Thus, microhardness decreases from the center of the bone towards the outer

surface.
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Figure 81. Plot for two species to show nanohardness means for positions.

For nanohardness measurements, we found significant differences between
species. Taking into consideration Table 39 and Table 40, and Figure 81, we observe
that multicycle indentations show larger values than simple indentations for both
species. This last observation is more significant for Pontoporia blainvillei than for
Stenella coeruleoalba.
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4.3.4.2 Results per species

Figure 47 and Figure 57 colors plotted the position of microhardness in the
cross section radio of both species, which shows two axes: the horizontal axis and the
sagittal axis. We found that the transverse axis had higher microhardness than the
sagittal axis. This is consistent with Bernoulli's equation (V4/2p+P=constant, where V =
fluid velocity at the section considered, P = pressure and p= density of fluid), since the
form along the streamline and hydrodynamic fin will have to have a higher hardness in
dorsal and ventral sides to withstand the pressure of the fluid (water) and less severe
will be the front of the fin and back in radioulna joint (134, 180).

Due to the importance of the sagittal axis in the long bones and especially the
radius on the fin of a dolphin, nanohardness variation along this axis was studied,
finding a greater hardness in cortical bone than in trabecular one for both species.
This agrees with Hengsberg and colleagues (181), who assumed that it was due to the
mineral content of each type of bone. In fact, higher values were found for La Plata
Dolphin, which also has a larger mineral content than that Stenella coeruleoalba as

already shown in Table 53 and Table 54.

4.3.4.3 Stenella coeruleoalba

Stenella coeruleoalba microhardness results (Figure 48, Figure 49 and Figure
50) show significant differences in all variables for a one way ANOVA (sex, bone type
and age category). When sex is not related to the type of bone, we found significant
differences between males and females, as Coats (154) found in humans. However,
when we related sex with type of bone no significant differences were found (Table
39). These results agree with Huja et al. (182) and Zioupos et al. (179), where neither
differences between sexes for cortical bone nor mechanical properties of bone were
found.

In the present study, microhardness in Stenella coeruleoalba increases with
age for both types of bone. These results are similar to those reported for baboon bone
(163) but are different to those reported for mice bones (183). This discrepancy may

be attributed to differences between species.
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This study used nano-indentation to investigate the mechanical properties of
the microstructure of bone between sexes, type of bone, age category and kind of
indentation. In most of the previous studies, (181, 184-188) only specimens of one sex
to avoid disparity in their results were considered, but in the species studied there were
no differences between sexes (Table 38), although the mean of males was higher than
of females and this is consistent with the findings for Hoffler et al. (189). Coinciding
with the findings of Fan et al. (190) in children with osteogenesis imperfecta, we also
found no differences between types of bone for nanohardness, this differs with the
findings or Rho et al. (188) in human vertebrae and tibiae.

Nanohardness has been studied as a function of age (134, 184, 190) but not
as a function of age category. Because it is often difficult to exactly know the age of a
speciment, age category shows the same behaviour that age, thus simplifying the
analysis.

An interesting results in ANOVA factor was that differences were only found
for standard/cycle indentation related to category age (Table 42). Considering that we
performed two different indentation procedures, it is acceptable to find different
nanohardness values.

Figure 55 and

Figure 56 suggest that there were overall a slight increase with age, both in standard
nanoindentations and cyclic nanoindentations and to both types of bone, agreeing with
the findings in Rho et al (184) in human femoral bone. Moreover, Rho et al. (78)
investigated nanohardness in osteons cross sections, along the different lamellas of a
single osteon; in general, they found a decline in both elastic modulus and hardness
from the centre of the osteon outward. These results were achieved using a similar
methodology to our multicycle indentations.

4.3.4.4 Pontoporia blainvillei

Unlike Stenella coeruleoalba, Pontoporia blainvillei showed no significant
differences between sexes for microhardness (Figure 58), although males, like other
species, have larger hardness than females. This was also observed in Coats work
(154) for osteoarthritis and osteoporosis in human bones. The only parameter which
showed significant differences in Pontoporia blainvillei was type of bone; several
studies that evaluated microhardness for different type of bone have always found
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significant differences regardless of the species (163, 191, 192). When we related
variables of factorial ANOVA (Table 46), we observe that there were significant
differences in type of bone with age category between sexually immature.

Cortical bone hardness, like in Stenella coeruleoalba, increases with age
(Figure 63). while it decreases for the trabecullar bone (Figure 62). This can be due to
the changes undergone by this type of bone, which is constantly growing and

remodeling due to tye large number of osteoblasts.

4.3.4.4.1 Nanohardness

Nanohardness results in La Plata dolphin draw attention because they present
very high variances (Table 47, Table 48 and Table 49). This dispersion of
nanohardness measurements could be attributed to the many samples that belong to
individuals who were in growth stage. This could induce some differences with respect
to Stenella coeruleoalba, since no significant differences between age categories were
found. However we found differences between types of bones, as in other species, and
type of test. However, no differences in sex were found.

Nanohardness of cancellous bone increases in Pontoporia blainvillei with age
(Figure 62), coinciding with what was found in Stenella coeruleoalba (Figure 55).
However, we find that it decrease for cortical bone with age; this could occur because
compact bone, as mentioned above, presents a great variety of internal architectures.
One of them is “primary” lamellar bone (mostly formed by modeling on periosteal or
endosteal surfaces during growth) and another one, secondary, is lamellar bone,
composed of secondary osteons (formed by remodeling). Secondary bone is weaker
than primary bone (193); because older individuals have more secondary osteons.
Statistical differences between species can be attributed to having a reduced number
of adults in this species compared with Stenella coeruleoalba.

4.3.4.5 Physicochemical characteristics of bone

Generally, the relationships explored in this study follow a theme that is
present in many currents studies, that is, quantitatively describing tissue mechanical
properties via organizational and compositional characteristics. The uniqueness of this
study was in extent of the parameters used; in addition to integrating an allometric
relationship between these parameters (Table 1 and Table 56); and finally relate to

157



4.3 Micro- and nanohardness characterization of dolphin radius bone.

age (Figure 68, Figure 69, Figure 70, Figure 71, Figure 72 and Figure 73) and with
porosity.

It is noteworthy that unlike humans, in odontocetes real density increases with
age (Figure 68 and Figure 69) and porosity measurements is maintained (Figure 70
and Figure 71). For many mammals, including humans, it is common that bone’s
porosity increases with age but our results do not show this behaviour because we
measured the overall porosity in cortical and trabecular bone. Thus, comparisons with
other studies are not possible, either due to the methodology used (168) or to study
only one type of bone, usually the compact bone (194-196). However, it could be
attributed to a secondary adaptation to the marine environment, where both density
and mineral content increase to keep the porosity constant, and thus avoiding either
disuse osteoporosis or simply cracks and fractures in the bones.
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5 Discusion general

En este capitulo se discute de manera general los resultados especificos encontrados
con las diferentes técnicas de andlisis. Primero se evaluan las comparaciones a nivel
de especie y sexo y luego se analizan las relaciones entre los resultados de los
subcapitulo 4.2 y 4.3 analisis quimicos y durezas de material, pues es patente la

relacidon entre dureza del material y su composicion quimica.

Comparacion a nivel de especie.

En cetaceos el tamafno y la forma de las aletas ha sido asociada con la
ecologia de cada especie (197-199). Por otro lado, se ha observado una relacién de la
escala alométrica de los huesos de las aletas como respuesta de las exigencias
ecoldgicas. (45). Los resultados obtenidos en este estudio también muestran
claramente que la asociacién alométrica se ajusta a esta premisa, tanto en Stenella
coeruleoalba como en Pontoporia blainvillei. De esta manera se justifica que mientras
Stenella coeruleoalba presenta alometrias negativas por tratarse de una especie
pelagica que requiere de grandes velocidades de natacién (199), Pontoporia blainvillei
presenta alometrias positivas por tratarse de una especie estuarina de natacién lenta
y precisa. Esta4 adaptacion ecoldgica también es sugerida en Sanchez & Berta (198).
Cabe destacar también que las alometrias presentes en Pontoporia blainvillei son
superiores a las de algunos mamiferos terrestres.

Los resultados encontrados en las curvas de crecimiento muestran un
crecimiento mas rapido para Stenella coeruleoalba y uno mas lento en Pontoporia
blainvillei. Crecimientos diferentes en diferentes especies son esperables, tal como se
ha reportado anteriormente (61, 91, 92, 94, 95, 98, 129-131).

Finalmente, es de destacar que la composicion quimica del hueso es
significativamente distinta en Stenella coeruleoalba y Pontoporia blainvillei. En la
primera, el porcentaje de calcio varia entre 20 % y 25 % para el total de muestras,

mientras que en la segunda varia entre 8 % y 30 %. Este patrén de dispersion se
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manifiesta en todos los elementos. Por ultimo, destacar que, por lo general la relacion
de mineralizacién vs. materia organica es del 70 % - 30 %, como se ha presentado en
la introduccion. El nivel habitual de carbono ronda el 8 %. Un aumento de carbono
conlleva que los huesos sean mas débiles. En Stenella coeruleoalba el porcentaje de
carbono es del orden del 18 %, pero en Pontoporia blainvillei este porcentaje varia
entre el 35 % y el 50 %, como se desprende de las figuras 33 y 34. Podemos
correlacionar estos resultados con los analisis de durezas. La microdureza (Figura 45)
es mayor en Stenella coeruleoalba que en Pontoporia blainvillei, cosa razonable
atendiendo a la relacién mineralizacién-materia organica. Caso contrario ocurre en
nanodurezas, donde el valor medio y la dispersion de los resultados son superiores en
Pontoporia blainvillei (Figura 45). La dispersion de las nanodurezas esta claramente
ligada a la dispersibn de composicién quimica, mientras que el valor medio lo

atribuimos a la estructura interna del hueso.

Comparacion a nivel de sexo.

Los patrones alométricos son muy similares entre sexos en ambas especies,
como era esperable. Por lo que respecta al crecimiento, en ambas especies se ha
hallado un dimorfismo sexual, como se habia planteado en Calzada y Aguilar (68); y
en Barreto y Rosas (121) y Ramos et al. (103). Nosotros corroboramos también este
comportamiento ya que la tasa de crecimiento del didmetro sagital en ambas especies
presenta diferencias significativas entre hembras y machos. Lo asociamos a diferentes
estrategias de crecimiento entre sexos, como se habia planteado ya en cetaceos (93,
100, 135).

Relaciéon ontogénica dureza-densidad/porosidad

Si analizamos la densidad real, que es un parametro estrechamente
relacionado con la dureza, no encontramos diferencias entre sexos. Contrariamente al
estudio de McCalden et al. (200), en nuestro caso se concluye que el contenido
mineral no esta relacionado con la edad, tal como se desprende de las Figuras 71 y
72)
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Los resultados obtenidos muestran una disminucién de la porosidad con la
edad en Stenella coeruleoalba (del 60 % al 52 % para la serie ontogenética Fig. 70) y
un aumento en Pontoporia blainvillei (del 58 % al 62 % para la serie ontogenética Fig.
71) mientras que la densidad aumenta en ambas especies (8% vs. 27 %). Esto implica
un cambio en la composicion quimica del hueso, que se manifiesta en un aumento del
contenido mineral 37 al 47 % en Stenella coeruleoalba y del 70 % al 73 % en
Pontoporia blainvillei.

El hueso de Pontoporia blainvillei es mas poroso que el de Stenella
coeruleoalba en adultos y su mineralizaciéon también es mas elevada. El hueso de
Pontoporia blainvillei resiste mucho menos las fuerzas externas que Stenella
coeruleoalba tal como se ilustra en la Figura 82, lo que implica que una alta
mineralizacion es contraproducente para garantizar la flexibilidad del hueso.

La mineralizacion del hueso no es homogénea ni espacialmente ni
temporalmente. A medida que envejece el hueso (y aumenta su mineralizacion), por
un lado disminuye la microdureza trabecular (9 % en la Figura 62) pero aumenta la
cortical (8 % en la Figura 63) y por otro aumenta la nanodureza trabecular y disminuye
la cortical (Figuras 66 y 67). El comportamiento de la microdureza debe asociarse a la
proporcion de porosidad del hueso (163, 171) mientras el de la nanodureza a la
mineralizacion. El tamafo del indentador micro hace un promedio mientras que el
nano permite ajustar la zona compacta y por ende, inferir con mas precisién los

efectos de la mineralizacion.

Relaciéon ontogenética de la resistencia y la composicion quimica del hueso.

No son frecuentes en la literatura trabajos que estudien la variacion
ontogenética de las propiedades mecanicas. Por ejemplo, se ha relacionado la edad
con la resistencia en diferentes mamiferos (0sos polares, buey almizclero, astas de
ciervo, perros, ratas, ovejas y humanos) (109, 126, 128, 144) y se ha encontrado que
ésta aumenta con la edad.

En este trabajo hemos relacionado la edad con la resistencia y la composicidén
quimica del hueso (Figura 82) para las dos especies de delfin. Se observa un

incremento de la resistencia con la edad, siguiendo el patron de otros mamiferos.
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Recuperando también las Figuras 37 y 38, podemos decir que la resistencia presenta
dos regimenes de comportamiento: para individuos inmaduros, la resistencia aumenta
con la concentracion de calcio. Por el contrario, para individuos maduros, la
resistencia decrece con ese mismo parametro. Esto es significativo porqué a medida
que el hueso envejece pierde calcio y por tanto, su resistencia aumenta, tal como se
indica en los estudios citados. Destacar también que la resistencia del hueso de
Stenella coeruleoalba es 8 veces mayor que la de Pontoporia blainvillei, hecho que
puede justificarse por una mayor concentracién de materia organica en el hueso y por
la relacién C/N, que también se usa para indicar el grado de mineralizacién del hueso.
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Figura 82 — Representacion de la resistencia y del porcentaje de calcio en funcion de la
edad y el sexo para Stenella Coreuleoalba y Pontoporia Blainvillei.

Relacion porosidad-dureza-resistencia (micro-nano hardness)

En este trabajo se determind y comparé algunas de las propiedades

mecanicas como son microdureza y nanodureza, tanto entre sexos y edades como las
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diferencias que hay entre el hueso cortical y el trabecular. Por otro lado se ha medido
la densidad y porosidad del hueso y finalmente la resistencia del material.

Para comparar el comportamiento a nivel estructural, hay que resaltar que las
durezas se han medido perpendicularmente a la seccion transversal del hueso, para
poder discriminar la dureza de las lamelas. Por el contrario, la resistencia se ha
evaluado en la direccidén paralela a la seccién transversal, para comprobar cémo se
romperia debido a una fuerza externa transversal. Dado que el hueso cortical esta
formado por canales y lamelas longitudinales paralelas, que lo convierte en un sistema
anisotrépico, lo que debemos relacionar es la capacidad de estas estructuras para
acomodar los esfuerzos transversales, mientras que las durezas nos indicaran la
reaccidn del hueso a esfuerzos longitudinales. A nivel general, no se puede relacionar
la dureza con la carga perpendicular ni con el médulo de Young (201). En este marco
observamos que la resistencia en Stenella coeruleoalba disminuye con el aumento de
la porosidad (Figura 78), comportamiento esperable que se da generalmente en otros
mamiferos (179). Los resultados de Pontoporia blainvillei no son suficientes para
extraer una conclusion al respecto. Notese que en las Figuras 62 y 62 para Pontoporia
blainvillei, la microdureza aumenta en el cortical (aproximadamente de 47 a 52
Vickers) y disminuye en el trabecular (de 48 a 40 Vickers). Este resultado implica que
con la edad, el hueso pasa de tener una dureza homogénea a una dureza asimetrica,
mayor en la envolvente cortical que el interior trabecular. Esta asimetria podria
justificar una disminucién de la resistencia con la edad, porqué la estructura puede
colapsar de manera mas facil con el interior “mas hueco” (202). En Stenella
coeruleoalba la microdureza aumenta con la edad tanto en el hueso cortical como en

el trabecular.

Relacion contenido mineral — analisis quimicos.

En los resultados de contenido mineral se determind el porcentaje de
minerales por diferencia de densidades (171). Los andlisis quimicos se llevaron a
cabo por espectrometria Optica, de acuerdo con la metodologia normal (74). La
tendencia obtenida para el conjunto de las muestras se comporta bien en ambos
casos, pero en general la suma individual de porcentajes de calcio, magnesio, fésforo
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y sodio obtenidos por espectrometria da valores ligeramente inferiores a la del
contenido mineral global obtenido por diferencia de densidades. Estas ligeras

diferencias se achacan a la variabilidad de las técnicas y muestras.

Evaluacion global.

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan datos muy interesantes para
poder decir que ambas especies de odontocetos Stenella coeruleoalba 'y Pontoporia
blainvillei, como consecuencia de su adaptacion secundaria extrema al medio
acuatico, son capaces de neutralizar las limitaciones gravitatorias inherentes al medio
terrestre. Esto a niveles evolutivos tendria una gran relevancia, debido a que al
compararlo con la evolucion de otro mamifero marino como es el manati, que se
caracteriza por presentar una hipermineralizacion de sus huesos, comprobaria esta
diferencia entre las adaptaciones secundarias al medio acuatico y daria una vision
mas clara de los diferentes procesos evolutivos (41).

Finalmente, pero no menos importante, la proporcién de Ca/P para ambas
especies es mayor que la presente en otros vertebrados, lo que puede sugerir un
proceso de osteoporosis secundaria no patolégica en estos delfines (140, 202).
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6 Conclusiones

Morfologia y crecimiento.

1.

Se han encontrado patrones alométricos negativos en el radio de Stenella
coeruleoalba como sucede en otros odontocetos oceanicos. Por el contrario,
los patrones alométricos son positivos en Pontoporia blainvillei. Estas
diferencias biomecanicas del radio en ambas especies podrian ser debidas a
una adaptacion a los medios respectivos (oceanica vs. estuarina).

Las diferencias encontradas entre sexos en Stenella coeruleoalba pueden
atribuirse al esfuerzo correspondiente que realizan machos y hembras de
acuerdo a su estructura social compleja, en la que los machos presentan una
mayor actividad fisica que las hembras.

En Stenella coeruleoalba los pardmetros mecanicos crecen mas y mas rapido
en las hembras que en los machos. Puede tratarse de una posible
compensacién de la pérdida de masa 6sea respecto a los machos, generada
por cambios hormonales y de lactancia, alcanzando el pico maximo con mayor
rapidez. Pontoporia blainvillei el crecimiento es mas lento y no se observa este
tipo de compensacion.

La tasa inicial de crecimiento del diametro sagital del radio para Stenella
coeruleoalba muestra que los machos empiezan a crecer antes que las
hembras, pero en estas el crecimiento es mas rapido. Contrariamente en
Pontoporia blainvillei el diametro sagital empieza a crecer antes en las hembras
que en los machos. Estas diferencias ya habian sido descritas por otros
autores

El didmetro sagital es menos sensible a las variaciones de talla, masa y edad
qgue el diametro transversal, hecho que esta asociado a la fuerza hidrodinamica
de estabilizacion de la aleta.

Analisis quimicos.

6. Pontoporia blainvillei presenta una hipermineralizacion del hueso en

comparacion con los contenidos minerales considerados normales, entre los
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que se encuentra Stenella coeruleoalba. Como consecuencia, sus huesos
ofrecen menos resistencia contra fuerzas transversales.

La relacion Ca/P encontrada para ambas especies, es mayor en animales
maduros que en otros vertebrados y es similar a la que presenta el hueso como
consecuencia de enfermedades metabdlicas, lo que puede sugerir un proceso
de osteoporosis no patoldgica secundaria en estos delfines, que concuerda con
lo descrito en Delphinus delphis.

La cuantificacidn de contenido mineral mediante técnicas de densidad y
espectrometria Optica lleva a resultados comparables dentro del error

experimental y muestral.

Arquitectura y Durezas.

9.

Contrariamente a lo previsto, la porosidad no aumenta con la edad en Stenella
coeruleoalba pero si lo hace en Pontoporia blainvillei. En cambio, la densidad
aumenta tanto en una especie como en la otra. Lo que si es cierto es que el

hueso de las hembras es mas poroso que el de los machos.

10.La resistencia del hueso no depende tanto de su porosidad como de su

11

composicion quimica y de su arquitectura. Asi, el hueso de Stenella
coeruleoalba es mucho mas resistente que el de Pontoporia blainvillei, 1o que

concuerda con una mayor densidad y menor porosidad y contenido mineral.

.La microarquitectura del hueso es una funcién espacial y temporal. Desde el

punto de vista espacial, de acuerdo con los resultados de microdurezas y las
nanodurezas, el hueso es mas duro desde el centro hacia el exterior. Desde el
punto de vista temporal, la dureza promedio del hueso (microdureza) cambia
con la edad, aumentando en todo el hueso de Stenella coeruleoalba y en el
cortical de Pontoporia blainvillei y disminuyendo en el hueso trabecular de
Pontoporia blainvillei. Esta observacion, junto con el hecho que el hueso sea
mas denso, permitiria inferir que la microarquitectura dota a la estructura de

mayor resistencia.

12.La dureza es ligeramente mayor en machos que en hembras, hecho que esta

de acuerdo también con la mineralizacién, una menor porosidad y una mayor

resistencia.
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Capitulo 8 Resumen

8 Resumen

8.1 Capitulo 1: Introduccién

El hueso es un tejido dinamico y complejo, cuyas funciones son el control del
metabolismo de Ca, P y Mg (funcién fisiolégica) y de soporte y proteccion de érganos
(funcién mecénica). Si bien los huesos tienen diferentes formas y tamanos, poseen
una estructura comun: una corteza de hueso compacto o cortical, que por su
superficie interna esta en contacto con el hueso esponjoso o trabecular, que se
caracterizan por:

- Hueso cortical: con aspecto de una masa sélida y continda, su superficie externa
esta recubierta por el periostio. Compuesto por sustancia intersticial calcificada, la
matriz ésea, depositada en capas llamadas lamelas. Se caracteriza por espacios
abiertos parcialmente rellenos ubicados en la cavidad medular recubierta por el
endostio. En su interior existe una red de finos canales longitudinales (canales de
Havers) y transversales (canales de Volkmann) que transportan los vasos que
posibilitan su nutricidn y los nervios que transmiten sensibilidad.

- Hueso trabecular: Se encuentra en la parte interna del hueso cortical. Presenta una
disposicion tridimensional de trabéculas, con médula ésea en su interior y que se
entrecruzan en diferentes direcciones.

La diferencia principal entre ambos tejidos dseos viene dada por la porosidad que en
el hueso cortical varia entre el 5 % y el 30 %, mientras que en el hueso trabecular
varia entre el 30 % y el 90 %.

Este trabajo versa sobre los huesos largos que son en los que predomina la longitud
sobre anchura y espesor. Presentan una capa exterior gruesa de hueso compacto y
contienen hueso esponjoso.

Cuando los huesos pierden una cantidad excesiva de proteinas y minerales,
especialmente calcio se produce la osteoporosis, significa literalmente "huesos
porosos". Con el tiempo, se reduce la masa ésea, y por lo tanto la fuerza del hueso.
Como resultado, los huesos se vuelven fragiles y se rompen facilmente.

La mayoria de los casos de osteoporosis se producen como una aceleracion del
proceso de envejecimiento normal, lo que se conoce como osteoporosis primaria y es
mayor en hembras que en machos. La osteoporosis también puede ser causada como
consecuencia de otros procesos como son: el uso prolongado de ciertos
medicamentos y a consecuencia de otras enfermedades especialmente la
inmovilizacion prolongada que resultan en la pérdida de hueso. Si es asi, esto se
denomina osteoporosis secundaria o de desuso.

Una de las técnicas mas utilizadas para la descripcion cuantitativa, analisis e
interpretacién de la forma bioldgica y su variacion es la morfometria. Existe una gran
diversidad de formas y tamafos en la naturaleza que presentan unas normas
generales que determinan un patrén basico de organizacion las cuales se han tratado
de relacionar con una modelizacion matematica. Una de ellas es el estudio de las
proporciones animales, por medio de una ecuacion que permite describir el
crecimiento de una regidon con respecto a otras o respecto al organismo en su
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conjunto. Este analisis consiste basicamente en el ajuste de las variables a estudiar a
la funcién potencial y = a * x °, conocida como ecuacién de crecimiento alométrico.

Para analizar el movimiento y otras caracteristicas mecanicas de los seres vivos se
utiliza la Biomecanica. EI comportamiento mecanico del hueso puede estudiarse bien
por las caracteristicas materiales del tejido, a través de pruebas mecanicas de
secciones del hueso, por las propiedades estructurales, tomando el hueso como una
unidad anatomica entera; o bien considerando su forma y arquitectura, que configuran
su geometria. Ambos métodos, con el objetivo de registrar las resistencias y las
deformaciones 6seas que acontecen en las situaciones de carga, permiten crear
curvas y modelos para el estudio de la resistencia, energia de absorcion, plasticidad,
elasticidad y modelos arquitecténicos. El hueso es el Unico tejido capaz de adaptarse
mecanicamente, y modificar su calidad y geometria en respuesta a cargas impuestas
sobre el mismo. Las propiedades mecanicas del hueso son modeladas por fuerzas
intrinsecas y extrinsecas. Las primeras pueden ser consideradas fisioldégicas, mientras
que las fuerzas extrinsecas no tienen limite en su magnitud y direccién. Ambos tipos
de fuerzas causan alteraciones en la geometria del hueso, las caracteristicas
microscopicas, la densidad, el grado de mineralizacién, y la orientacidén y disposicién
de las fibras colagenas.

Los huesos responden a las fuerzas aplicadas sobre su superficie siguiendo un patrén
caracteristico. La primera fase de deformacién es elastica y depende de la rigidez del
hueso. En esta fase, la deformacion es temporal, y se mantiene solo durante el tiempo
de aplicacion de la fuerza, tras lo cual el hueso recupera su forma original. Si la fuerza
aumenta, se entra en una fase plastica, y el hueso, aunque se recupera parcialmente,
queda deformado. Por ultimo cuando la fuerza aplicada es superior a la resistencia del
tejido, se produce la fractura.

Los huesos formados fundamentalmente por tejido éseo compacto o cortical son
elasticos y poco plasticos. En estos huesos, la resistencia sera mayor cuando la
fuerza se aplique de forma vertical al sentido de la carga.

En los huesos integrados por tejido éseo esponjoso, la resistencia es mayor cuando la
fuerza se aplica a lo largo del eje vertical de las trabéculas vertebrales, y también
cuando es paralela a los sistemas trabeculares del cuello femoral. Estos huesos, al
ser menos densos que los formados por tejido 6seo cortical, son menos elasticos y
mas plasticos, por lo que pueden presentar deformaciones mayores.

El desarrollo y la estructura de los huesos de las extremidades son algunas de las
caracteristicas mas interesantes de la anatomia de los cetaceos, ya que pueden
revelar mucho sobre la adaptacién al medio pues muestran modificaciones drasticas
de proporciones y articulaciones en comparacién con los mamiferos terrestres. En
particular, la extremidad pectoral o aletas de los cetdceos representa una adaptacion
muy avanzada de una extremidad mamiferos primitivos en el medio acuético

Galileo (1638) sugiri6 que los esqueletos de los vertebrados acuaticos fueron
proporcionalmente mas ligeros (en relacidbn a la masa corporal) y crecieron mas
lentamente que los de los vertebrados terrestres. Este hecho se entiende como una
consecuencia de que los huesos en agua no tienen que soportar el peso del cuerpo
(Thompson, 1915). De Buffrénil et al. (1985), demostré que la masa ésea de los
delfines comunes (Delphinus delphis) fue proporcionalmente menor que la de los
mamiferos terrestres, lo cual es consistente con las predicciones de Galileo sobre
vertebrados marinos.
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En los cetaceos, los huesos de las aletas carecen de una cavidad medular libre y
tienen una textura esponjosa y, ademas, de Buffrénil y Schovaert (1988) sugieren que
durante la vida de Delphinus delphis hay una actividad intensa de remodelacién en la
estructura interna de las aletas, que se asemeja un proceso osteoporético.
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8.2 Capitulo 2 : Materia y Métodos

En esta investigacién se han estudiado dos especies, Stenella coeruleoalba y
Pontoporia blainvillei, de las que se disponia series ontogenéticas de huesos de la
aleta pectoral que abarcaban desde neonatos hasta individuos plenamente adultos.
Se eligio el radio por ser uno de los huesos largos generalmente mas estudiados en
biomecanica. Las mencionadas especies no soOlo fueron escogidas por la
disponibilidad del material sino también porque se trataba de animales distanciados
tanto desde el punto de vista filogenético como ambiental.

Las muestras de Stenella coeruleoalba, provienen de animales muertos en 1990
durante la epidemia de morbilivirus epizodtica que se dio en el Mediterraneo
occidental. Se utilizaron un total de 97 ejemplares (47 hembras, 38 machos y 12
animales de sexo indeterminado) con edades comprendidas entre 0 a 34 anos v,
longitudes entre 94 cm (fetos) hasta 211 cm (adultos).

Las muestras de Pontoporia blainvillei provienen de animales atrapados en las redes
de enmalle frente Necoche (Argentina) entre 1988 y 1992. Estas muestras contiene 37
ejemplares (26 hembras y 11 machos), con edades comprendidas entre 6 meses y 7
anos, y con longitudes que variaban de 101 cm a 157 cm.

En ambos casos, los radios de aletas se han conservado congelados.

Para los analisis biométricos, la longitud total o talla (L) de los delfines se midié
usando el método Norris. Para la masa corporal (M) se utilizo una balanza estandar.
La edad (a) de los organismos se calculé utilizando las lineas de crecimiento de los
dientes.

Se extrajeron los radios de las aletas en ambas especies, se limpiaron y midieron
varios parametros geométricos: la longitud (/), el diametro sagital (sd) y el diametro
transversal (td) para cada radio con un pie de rey MITUTOYO (£ 0.1 mm de grado de
precision).

Para relacionar las medidas de los siguientes parametros /, sd, td, I, scy o respecto a
la Lya Mpy L con respecto a Mp; en cada una de las especies estudiadas se utilizé un
modelo basado en una relacién alométrica normal.

Se realizaron ensayos de flexién para calcular la carga de fractura con una maquina
hidraulica universal INSTRON 8511 (Universitat de Barcelona) para Stenella
coeruleoalba y una maquina Dartec Series HC10 (Cranfield University) para los
huesos de Pontoporia blainvillei. Para ambas especies se utilizé el método en flexion
por tres puntos. Los huesos se cargaron en direccidn del plano sagital, en el punto
medio de la longitud del radio y se llevaron a fractura. La velocidad del actuador fue de
0,5 mm/min, con una fuerza estética de 10 kN y de 5 kN de fuerza dinamica en la
célula de carga. La envergadura de los puntos de flexién dependié de la longitud del
hueso.

Se determind la resistencia (o) en funcion de la carga maxima (Pmax), la envergadura
(S), la superficie cortical (sc) y el diametro sagital (sd). Se hicieron fotografias de cada
seccion transversal de los huesos (Canon Powershot G-3), mostrando la superficie de
ruptura; con las cuales se estimaron la superficie cortical (sc) y el segundo momento
del area (/) mediante el programa IMAT (Serveis Cientifico Tecnics de la Universitat de
Barcelona).

Después de los ensayos de flexion, se cortaron 3 placas de las muestras por la
seccion transversal de cada hueso en segmentos semicirculares de 3 mm aprox. Se
limpiaron con metanol-cloroformo (50% por 48 h), después con metanol (100 % por 2
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h) y finalmente en agua destilada (250 ml) con 3 gotas de hipoclorito de sodio en
constante movimiento mediante una rotadora (Stuart Scientific Roller SRT1).
Posteriormente cada placa fue limpiada a presion con agua caliente, y secada en una
estufa (modelo Gallenkamp) a 36° C por 24 horas.

Para el andlisis de dureza superficial (Microdurezas y Nanodurezas), una de las
placas de cada muestra, se envolvié de resina (10 ml de Polyester casting y 6 gotas
de endurecedor), dentro de anillos de PVC previamente etiquetados, se colocaron en
una bomba de vacio (Bauhler Vacuum) durante 12 horas. Las muestras se dejaron
secar en la estufa por 48 horas a 36°C para posteriormente lijar y pulir en una pulidora
(Metaserv Rotary Pregrinder con lijas de SiC e irrigacién constante de agua y con
micropulidor de aluminio).

Las técnicas cuantitativas de micro y macro dureza se realizaron utilizando dos
indentadores. Para las microindentaciones se usé un indentador HWDM?7 Indentec,
con el que se realizaron 9 indentaciones con cargas de 10 g. por muestra. Las
nanoindentaciones se realizarén con un Nano Hardness Tester de CSM Instruments y
el software Indentation. Se realizaron 6 indentaciones, 3 con la secuencia “estandar”
con 10 mN con 30 s de carga, 30 s estacionado y 30 s de descarga del indentador y 3
con la multiciclica con cargas de 10 mN, y los tiempos fueron de 30 s carga, 10 s
estacionado, 30 s descarga, 1 s descanso, 30 s carga, 10 s estacionado, 30 s
descarga, 1 s descanso, 30 s carga, 30 s estacionado, 30 s descarga

Se utiliz6 otra placa del hueso de cada una de las muestras para realizar los analisis
quimicos, la cual fue triturada para homogeneizarla en un mortero de agata y después
puesta a secar en una estufa a 105 ¢ C durante 24 h para poder realizar los siguientes
analisis quimicos:

-Andlisis de metales (Ca, Mg, Na y P). Se realiz6 por descomposicién acida de las
muestras (0,075 gr de hueso en franciscana y 0,040 gr para el delfin listado) en
Selecta Bloc-digest con acido nitrico concentrado y acido perclorico. Se analizaron en
el espectrometro éptico de emisiébn de plasma acoplado por inducciéon simultdnea
(ICP-OES) modelo PerkinElmer Optima 3200 RL.

- Andlisis de elementos no metalicos (C y N). Se pesaron 100 mg de la muestra
homogeneizada y se cuantificaron ambos elementos utilizando un analizador
elemental NA 1500 (C.E. Instruments).

- Analisis de amonodacidos (prolina y hidroxiprolina). Se estimé la cantidad de colageno
presente en los huesos por medio de la cromatografia de intercambio iGnico.

Para determina la densidad, porosidad y contenido mineral de las muestra, la ultima
placa se corto y pulié hasta darle la forma de un paralelepipedo. Se obtuvieron la
masa y el volumen inicial (V), la masa seca (W), la masa humeda (W,), la masa
sumergida (Ws) y el volumen de la matriz (V).

La Wy se determino después de poner las muestras en la estufa a 36° por 12 horas,
pesando todas las muestras con una balanza (Metter Toledo ®). Para calcular la W,
se pusieron las muestras, en agua destilada durante 12 horas. Después se
centrifugaron en agua a 3000 r.p.m. por 2 minutos y se pesaron. Para calcular la W
se utilizo el método de imbibicion que consiste en poner las muestras en agua
destilada por 12 horas, después se centrifugaron a 1000 r.p.m. por 5 minutos, y
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finalmente se pesaron sumergiéndolas en una vaso con agua destilada y tarada
previamente, mediante una bascula digital.

Se calcul6 la densidad real (d;) por medio de la densidad aparente (d;) d.=W,/V. A
partir de estos datos se infiri6 el contenido mineral (Cy;) poniendo las muestras en una
solucién EDTA durante 14 dias cambiandose cada 2 dias y se enjuagaron con agua
destilada para después secarlas en la estufa a 36° C durante 12 horas.

Para analizar las relaciones alométricas se utilizaron dos modelos de regresion: el
modelo de minimos cuadrados (I), y el modelo la mediana geométrica (ll), por medio
del programa estadistico Alometra.

El modelo | se utilizé cuando la variable dependiente se calculaba indirectamente
(para los parametros /'y o) y el modelo Il se utilizé cuando la variable dependiente se
media directamente (para los parametros /, sd, td, y sc). Paralelamente se calcularon
los coeficientes de correlacién en cada andlisis. Las regresiones se calcularon para el
total de la muestra y para cada sexo, por separado y para cada una de las especies
(Stenella coeruleoalba'y Pontoporia blainvillei)

Para comparar las correlaciones de los parametros L y M, se utilizé una prueba de
hipbtesis Z-test para la igualdad de dos correlaciones utilizando el paquete estadistico
SYSTAT v.9.

Para comparar las diferencias entre sexos en cada especie se realizo un analisis de
covarianza (ANCOVA).

Para relacionar diferentes parametros con la edad se utilizé el modelo de crecimiento
de Gompertz.

Se realizaron andlisis estadisticos descriptivos basicos y pruebas de comparacion
multiple por medio del ajuste de Tukey, también se hicieron ANOVAs de un factor y de
varios factores utilizando el paquete estadistico STATISTICA v.6 (1984-2002 StatSoft
Inc.)
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8.3 Capitulo 4: Resultados

8.3.1 4.1 Alometria estructural de los parametros de la seccion transversal de radio
en dos especies de delfines.

Existian desde hace muchos afos algunos interrogantes que se formulaban con
frecuencia sobre las modificaciones estructurales presentes en la masa o la estructura
del esqueleto de los mamiferos marinos. Desde el siglo XVII se habia asumido que los
esqueletos de vertebrados acuaticos eran proporcionalmente mas ligeros que los de
los vertebrados terrestres, basdndose en el hecho que los animales acuéticos tienden
a la flotabilidad neutra (D’Arcy Thompson, 1915). La confirmacién empirica fue hecha
por de Buffrénil (1985) que mostré que la masa esquelética del delfin comun
(Delphinus delphis) era proporcionalmente mas baja que la correspondiente en los
mamiferos terrestres.

La aleta pectoral de los cetdceos representa el paso de la extremidad de mamifero
plesiomérfica a una extremidad de mamifero acuatico altamente adaptado, de tal
manera que los huesos se han modificado drasticamente tanto en sus proporciones
como en sus articulaciones en comparacion con el modelo que existe en los
mamiferos terrestres (Felt and Spurrell, 1966). Aunque estructuralmente las
modificaciones ontogenéticas de los huesos de la aleta (como son los cambios en la
textura y los procesos de remodelacion) se entienden bien después del trabajo
realizado por de Buffrénil (1988), no hay datos en lo que respecta a la longitud ni a los
diferentes pardmetros de las secciones transversales. El Unico antecedente hasta la
fecha del tema, desde el punto de vista interespecifico, es el de Dawson (1994) que
realiz6 un estudio alométrico de la longitud y de los didmetros en el humero, el radio y
el cubito de 23 especies de cetaceos.

La existencia de relaciones alométricas entre dos 0 mas dimensiones corporales
produce cambios en la forma de los organismos. La expresion de estos cambios de
forma se asocia a los cambios de tamafo corporal, manifestdndose a lo largo de
trayectorias tanto ontogenéticas como filogenéticas. La alometria entre caracteres
morfoldgicos, fisiologicos y/o reproductivos es sin duda una de las fuentes mas
importantes de diversificacién. Sin embargo, en biologia evolutiva es muy discutido el
significado adaptativo de estos cambios en las proporciones.

Se analizaron las proporciones 6seas del radio en Stenella coeruleoalba 'y Pontoporia
blaivillei con el modelo potencial alométrico. Los parametro geométricos medidos
fueron longitud del radio (/), diametro transversal (td), diametro sagital (sd), segundo
momento del area (l), superficie cortical (A), momento polar (J) y resistencia (o), las
medidas se realizaron en el los planos transversal y sagital. La longitud total y la masa
de estos especimenes ya fueron publicados (Calzada N et al. 1996; Calzada N & A.
Aguilar, 1995 and 1996 and; Calzada N et al. 1997). Se utilizé el programa IMAT para
calcular, la seccién transversal para los parametros el | y J. Los analisis se realizaron
para el total de las muestras de cada especie y para los dos sexos utilizando el
Modelo | o el Modelo Il de regresiones segun los parametros calculados y se
compararon las diferencias entre sexos con ANCOVA.
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El resultado de este trabajo proporciona los datos de la variacion morfolégica durante
la ontogenia del radio en el delfin listado (Stenella coeruleoalba) y el delfin de La Plata
(Pontoporia blainvillei) basado en diversas medidas.

Se relacionaron los parametros antes mencionados con talla y peso. Se encontr6 que
hay correlacion con todos los parametros en Stenella coeruleoalba, mientras que en
Pontoporia blainvillei hay un nimero mayor de correlaciones con la talla que con el
peso y se presentan mayormente en machos.

Stenella coeruleoalba muestra alometria negativa para muchos parametros (/, td y sd).
Se encontraron resultados similares al estudio interespecifico/filogenético de Dawson
(1994) en cetaceos; mostrando que los diametros radio exhiben alometria negativa
con respecto a la longitud de los huesos y la masa corporal. De hecho, el analisis
alométrico en Phocoena phocoena a partir de mediciones externas del cuerpo (Read
AJ, Tolley KA , 1997) y de diferentes mediciones esqueléticos (Galatius A., 2005)
también mostrd alometria negativa.

El delfin de La Plata present6 alometria positiva para casi todos los parametros,
siendo mayores que algunos mamiferos terrestres. Esto es sorprendente si se tiene
en cuenta que los mamiferos marinos no estan expuestos a las fuerzas de la
gravedad como los mamiferos terrestres. Esto podria atribuirse al origen evolutivo de
esta especie; la familia Pontoporidae es mas antigua (del Mioceno Medio) que la
familia Delphinidae (alrededor del Mioceno tardio) (Hamilton H, 2001). Es decir,
géneros mas antiguos, como Pontoporidae, muestra una alometria positiva mientras
que las especies mas evolucionadas, como las marsopas y los delfinidos, presente
alometria negativa, tal y como presento Stenella coeruleoalba para casi todos los
parametros, como se esperaria de un mamifero marino. Por lo tanto, las diferencias
biomecénicas del radio entre las dos especies de delfines son considerables.

Se ha propuesto que, en cetaceos modernos, las extremidades han adquirido una
nueva funciébn para estabilizar y dar direccidbn; no generan ninguna fuerza de
propulsion (Felts WJL, 1966). Varios cambios morfologicos facilitaron estas
adaptaciones funcionales ya que la extremidad se somete a diferentes fuerzas
transversales debido a la resistencia del agua. Se podria inferir que la evolucién de
una alometria positiva a una negativa seria una consecuencia del desarrollo de
nuevas funciones como el aumento de la velocidad de natacion (100).

Pinedo (1991) mostré que Pontoporia blainvillei esta bien adaptada al medio ambiente
costero, donde las aguas turbias no requieren nadar rapidamente, pero si de
movimientos mas eficaces y rapidos, coordinado por un timén habil. Por otro lado,
Stenella coeruleoalba es un cetaceo de mar abierto, considerado uno de los cetaceos
mas agiles y rapidos (Archer, F., 2002 and Reeves, R.R. et al, 2002), estas
caracteristicas atléticas junto con la necesidad de un timén rapido encajaria la
estructura (Felts, WJL, 1966) del hueso radio y justificaria la alometria negativa,
caracteristica de muchos de los mamiferos marinos de la aleta pectoral (Murphy, S, &
E. Rogan, 2006).

Pontoporia blainvillei resiste mayores cargas de flexién que Stenella coeruleoalba. La
mayor fortaleza podria ser debido a, como se mencioné anteriormente, hacen
movimientos rapidos y repentinos en el medio ambiente costero.

En delfines listados, encontramos que para las relaciones alométricas con la longitud
del cuerpo (L), en las hembras todas son negativas excepto el diametro sagital (sd) y
momento polar (J) y en machos las alometrias son positivas en casi todos los
parametros, exceptuando la longitud del radio (/) y el diametro sagital (sd). Estos
resultados concuerdan con los resultados de Van Utrecht para aletas (como menciona
Galeatus 2005).
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Para los delfines de La Plata, el tamafo en toda la longitud del radio aumenta mas en
hembras que en machos. Sin embargo, el didmetro sagital aumenta mas rapido en los
machos que en las hembras.

Al realizar la comparacién entre sexos para cada especie, se encontraron diferencias
significativas en los delfines listados para los parametros longitud (/) y la superficie
cortical (A) vs. talla y la superficie cortical (A) vs. masa corporal. Sin embargo, para el
delfin de La Plata la unica diferencia entre sexos esta en momento de inercia (l) vs.
talla..

Para Stenella coeruleoalba estas diferencias entre los sexos para longitud del radio y
la superficie cortical podrian atribuirse a diferencias en el esfuerzo fisico realizado por
machos y hembras en funcién de su estructura social compleja, lo que queda reflejado
en los tres tipos de escuelas: juvenil, adulto y mezclado que presentan. Las escuelas
de adultos y mixtos se dividen en escuelas de cria y no cria (Archer F , 2002 & Van
Waerebeek K. et al., 1998). Si suponemos que las hembras dedican mas tiempo que
los machos en las escuelas de cria para su cuidado, mantendrian una velocidad
media mas constante, sin alejarse de las crias para hacer saltos acrobaticos. En
consecuencia, la proporcion de geometria en radio hembras podria mostrar una tasa
de crecimiento mas lento en comparaciéon con los machos.
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8.3.2 4.2 Estudio del crecimiento ontogénico del radio de dos especies de delfines.

Haeckel (1866) definié la ontogenia como el desarrollo de un érgano u organismo
desde su origen hasta su formacion definitiva.

Durante la ontogenia, el desarrollo de la estructura del esqueleto es una combinacién
compleja inherente al crecimiento relativo de la edad y a la adaptacion mecanica a las
cargas aplicadas. La edad afecta a todas las propiedades del hueso en animales
durante la vida del individuo, a la vez que el hueso se ve afectado por procesos
externos e internos. Los externos terminan en una remodelacion estructural y los
internos remodelan su arquitectura interna.

Los cambios relativos a la edad en las propiedades materiales son debidos
principalmente al resultado del incremento de la mineralizacion del hueso. La
concentracion del contenido mineral del hueso varia con la especie, la edad, la funcién
mecanica del hueso y la condicién fisiopatoldgica del individuo. Todos estos factores
son interdependientes y cada uno hace del hueso lo que es. Los constituyentes
inorganicos de la matriz 6sea son principalmente sales minerales en forma cristalizada
(fosfato calcico en forma de hidroxiapatita, carbonato célcico y en cantidades menores
sulfatos, fluoruros e hidroxido de magnesio).

Aunque la dureza del hueso se debe a sus componentes minerales, un exceso de
ellos implica una mayor fragilidad del hueso. Es precisamente el reticulo de colageno
y otras proteinas presentes en la matriz o que le aporta al hueso su flexibilidad y la
resistencia a la tensién

El crecimiento en mamiferos es una funcién no lineal de la edad y esta condicionada a
la energia disponible, al gasto energético de mantenimiento de los individuos y al
crecimiento potencial de los tejidos. El modelo de crecimiento de Gompertz, es el mas
recomendado para odontocetos ya que presenta un punto de inflexién.

La curva de crecimiento de Gompertz se calcul6 usando el programa online de
internet Zunzun, que utiliza la ecuacién sigmoidea 2D de Gompertz y=Ze®*"*" : donde
y es la variable calculada, Z es el valor de la asintota maxima de y, e es la base de los
logaritmos naturales, k es el descenso exponencial del crecimiento, tes la edad y el
parametro b describe el crecimiento inicial.

Las variables que se relacionaron con la edad fueron talla (L), peso (Mb), longitud del
radio (/), didmetro transversal (td), diametro sagital (sd) , segundo momento del area
(), superficie cortical (A), momento polar (J) y resistencia (o).

Se utilizaron regresiones lineales (Modelo |) para analizar los cambios a través del
tiempo, del porcentaje de la composicién quimica (Ca, Mg, Na, P, C y N), por lo que
se dividieron los individuos sexados de cada especie en individuos maduros e
inmaduros (Calzada et al. (1994) y Corcuera et al. (1994)).

Se utiliz6 la cromatografia de intercambio i6nico para analizar la proporcién de
hidroxiprolina y calcular el colageno. Se analizaron cuatro muestras de cada sexo por
especie, que representaban diferentes categorias de edad.

Se hicieron analisis estadisticos descriptivos basicos para los porcentajes de los
elementos quimicos de ambas especies. Para las diferencias entre sexos mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de un factor (sexo); también se utilizaron analisis
univariables de covarianza para ver las diferencias por categorias de edad. Las
pruebas de comparaciones mdultiples entre categorias de edad se llevaron a cabo
mediante el ajuste de Tukey.
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Los resultados muestran que la ecuacién de Gompertz describe adecuadamente el
crecimiento en el de ambas especies. Los resultados encontrados en las curvas de
crecimiento para ambas especies en general presentan una amplia variacién; esto
también se observa en otros trabajos (Pinedo 1991; Read & Tolley 1997; Lockyer C
1995; Galatius A 2005; De Buffrénil et al. 1985; Calzada N et al. 1997; Stolen MK et al.
2002; Kasuya & Brownell 1979; Read & Gaskin 1990).

Al comparar este trabajo con los anteriores que utilizaron las mismas especies,
encontramos que para el caso de Stenella coeruleoalba obtuvimos que los
coeficientes de determinacién son mayores, tanto en hembras como en machos, que
los obtenidos por Calzada et al. (1997). Estas diferencias también se observan en los
parametros del valor de la asintota maxima (Z o A), en el descenso exponencial del
crecimiento (k) y en el crecimiento inicial (b).

Llama la atencidén en Pontoporia blainvillei que presente un crecimiento mas lento, con
asintotas poco pronunciadas en comparacion con Stenella coeruleoalba,
observandose diferencias entre sexos mucho mas marcadas, siendo generalmente los
machos mayores en casi todos los parametros.

Para el caso de Pontoporia blainvillei Barreto y Rosas (2006) y Ramos et al. (2000)
encontraron que las hembras eran mas grandes que los machos, mientras que en
este trabajo encontramos que los machos son mas grandes que las hembras. Esto
podrian deberse a que el tamano de la muestra es pequeno, en particular en machos,
si bien presentan una distribucion estadistica normal. Otra razon seria debida a que es
una especie con una longevidad que en hembras puede llegar a los 21 afnos, y en
machos a los 15 afos, y las muestras utilizadas en este estudio llegan sélo hasta los 7
anos; sin embargo son considerados como adultos. Otra hipétesis, aunque menos
plausible, seria que estas diferencias pueden ser debidas a la variacién geografica, ya
gue este trabajo Unicamente representa a una zona de la poblacion del sur (113, 136).
Aparentemente el crecimiento entre hembras, machos y muestras totales es diferente;
sin embargo de las variables analizadas en Stenella coeruleoalba solamente
encontramos diferencia significativa, en el parametro de crecimiento llamado tasa
inicial de crecimiento (x0), para el diametro sagital (sd), encontrando que es mayor en
hembras que en muestras totales y machos. Esto descrito bioldgicamente muestra
que los didmetros sagitales empiezan a crecer antes en los machos que en las
hembras, siendo éste mas lento y llegando a su crecimiento maximo a una edad
mayor que en las hembras, es decir, en hembras el diametro sagital empieza a crecer
después y su crecimiento es mas rapido. Un patrén similar se observa en la grafica del
diametro transversal; aunque no presenta una diferencia significativa.

Para Pontoporia blainvillei encontramos diferencias significativas en la tasa de
crecimiento (x0), para el diametro sagital (sd) y para didmetro transversal (td),
encontrando en ambos casos una menor tasa de crecimiento en hembras que para
muestras totales y machos. También encontramos diferencias significativas en las
variables longitud del radio (/) encontrando diferencias tanto en el total de la muestra,
como para ambos sexos.

Por lo anterior podemos decir que la tasa de crecimiento del didmetro sagital en
ambas especies presenta diferencias significativas entre hembras y machos. El
dimorfismo sexual en el caso de el delfin listado ya estaba descrito por Calzada y
Aguilar (1996); también hay que considerar que las aletas de las hembras maduran
mas rapido que los machos (Calzada et al. 1997), aunque es en machos que el
diametro sagital comienza a crecer antes. Esto concuerda con lo encontrado en este
trabajo, en la medida en que el diametro sagital es mayor para hembras inmaduras, lo
que reforzaria las teorias que nos indican que existen diferentes estrategias de
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crecimiento entre sexos (Read & Tolley 1997, Calzada et al 1997, Read & Gaskin
1990).

A nivel interespecifico se observa externamente que a diferencia de las aletas de
delfin listado, que son pequenas y delgadas con el extremo de la punta afilado, en el
delfin de La Plata son largas y amplias si se comparan con cualquier otro odontoceto
(62). Pinedo (61) encontré un desarrollo precoz en las aletas y relaciona el ancho de la
aleta con una adaptacion a un ambiente costero. La importancia que podria tener el
desarrollo tan diferente del radio entre las dos especies puede estar ligado a los dos
diferentes habitats en los que viven.

Al relacionar la resistencia con los porcentajes de elementos quimicos, tanto por
sexos como por categorias de edad, encontramos que en todos los elementos, los
coeficientes de determinacién son muy altos para Stenella coeruleoalba. Lo mismo se
observa para la superficie cortical y para el segundo momento del area. Este patron es
semejante al de otros mamiferos.

Los analisis de los elementos quimicos estudiados mostraron poca variacién. No se
encontraron diferencias significativas entre sexos en los elementos quimicos en
franciscana, mientras que para delfin listado solo encontramos diferencias
significativas en el nitrbgeno

En el analisis por categoria de edad en ambas especies, encontramos diferencias
significativas en Ca y P, y para franciscana también en Mg. Siendo las diferencias
significativas para delfin listado, tanto en Ca como en P, entre hembras inmaduras y
maduras y entre hembras inmaduras y machos maduros. En franciscana las
categorias de edad que presentan diferencias significativas en el Ca son: los machos
maduros con las hembras inmaduras, con las hembras maduras y con los machos
inmaduros; para el P se encontraron diferencias significativas solo entre machos
inmaduros y maduros y para el Mg entre machos maduros y hembras inmaduras

En las regresiones de los porcentajes de los elementos quimicos con la edad,
encontramos que no siguen ningln patrén concreto

Para ambas especies, al relacionar la hidroxiprolina y el colageno con la edad y con la
talla, se observa que mientras mas crecen las hembras menores son los porcentajes,
mientras que para los machos el porcentaje de ambos aumenta con el crecimiento.
Estas diferencias entre sexos se observan mas acusadas en hembras de Pontoporia
blainvillei que en las de Stenella coeruleoalba. Aunque presentan valores muy
similares a otros vertebrados.

Los andlisis de la proporcion Ca/P presentan diferencias entre categorias de edad
para las dos especies Si comparamos esta relacion (Ca/P) con la de otros vertebrados
(Biltz & Pellegrino, 1969 y Coats et al. 2003) observamos que en general es mayor en
cetaceos, segun los resultados tanto de este trabajo como del de Zioupos et al.
(2000). Glimcher et al. (2006) dicen que ciertas enfermedades metabdlicas, como la
osteoporosis, hacen que la relacion Ca/P aumente. Esto concuerda con sugerido por
De Buffrenil & Schoevaert (1988) sobre la presencia de un proceso de osteoporosis
secundaria en delfines.
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8.3.3 4.3 Caracterizacion de micro y nanodureza en radio del delfin.

La capacidad del hueso para llevar a cabo las cargas macroscopicas esta claramente
determinada por su microestructura interna. A nivel microscopico, y teniendo en
cuenta la seccion transversal, como se dijo anteriormente, el hueso se clasifica en dos
componentes estructurales basicos: el hueso esponjoso y el cortical.

Generalmente se considera casi como una obviedad que las arquitecturas de los
huesos se adaptan a su entorno mecanico. Sin embargo, la estructura histolégica
interna de la adaptacién al entorno externo no se ha investigado hasta hace poco y no
se han alcanzado conclusiones claras todavia. (Currey 2003 y Rho et al. 2001) La
relacién de propiedades mecanicas de la estructura sélo se comprueba por lo general
en términos de diferencias estructurales macroscépicas, tales como hueso cortical
frente a esponjoso. Algunos estudios han tratado de relacionar las propiedades con
las estructuras a microescala (desde decenas de micras a nandmetros) (Ziv et al.
1996, Hengsberg 2002 y Stauber & Mdiller 2006). Sin embargo, la densidad mineral
Osea, la geometria, la microarquitectura y la calidad de su composicion son
parametros criticos para determinar la resistencia del hueso. Por esta razén, la
informacion microestructural se debe incluir en los andlisis para predecir las
propiedades mecanicas individuales del hueso.

El esqueleto de las extremidades en cetaceos tienen modificaciones radicales en las
articulaciones y los huesos carecen de cavidad medular; tal y como encontraron Felts
y Spurrell (1966 y 1965) que examinaron las arquitectura externa e interna y la
densidad de los huesos largos de delfines, encontrando también que la parte
trabecular muestra una forma de reloj de arena peculiar. Sin embargo, los radios
tienen densidades absolutas mas altas que los humeros, aunque ambos huesos
tienen la misma proporcién de mineralizacion.

Las propiedades mecanicas del hueso se deterioran con la edad. Estos cambios
comprenden la disminucion de la densidad mineral, la degradacién de la matriz de
colageno o el aumento de la porosidad (Phelps et al. 2000). Los analisis
microestructurales pueden proporcionar informacidn sobre la evolucidén del hueso pero
en la actualidad es un método poco explorado para caracterizar las adaptaciones
Oseas de las extremidades (Ruff & Runestad, 1992).

Para caracterizar la osificacion en los huesos se ha estudiado la dureza del hueso
(.Weaver, 1966 y Currey JD,& Brear 1990). La dureza es la propiedad de la materia
comunmente descrita como la capacidad de un material para resistir la deformacioén
plastica, y depende de la composiciébn mineral, tal como muestran Zioupos et al.
(2000). La medicién de la dureza se puede llevar a cabo a nivel macro, micro o
nanoescala, dependiendo de las fuerzas aplicadas y los desplazamientos generados.
El estudio de la macrodureza es un método rapido y simple para obtener las
propiedades mecanicas del material en general. Sin embargo, para los materiales que
muestran una microestructura fina, falta de homogeneidad o propensos a agrietarse,
es mejor utilizar las micro o nano-mediciones de dureza

Se utilizd un indentador modelo INDETEC HWDM7 para medir la microdureza (10 g
(0,1 N)). Las mediciones se llevaron a cabo en 9 puntos diferentes en cada placa,
distribuidos simétricamente: 4 en el hueso cortical (norte=NN, sur=SS, este=EE y
oeste=WW.y 5 en el hueso esponjoso (norte-centro=NC, central=CC, sur-central=SC,
centro-este=CE y centro-oeste=WC).
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Las nanoindentaciones (Vickers) se realizaron con un Nano Durometro de CSM
Instruments con el software Indentation 3.5. La posicion de cada indentacién fue
seleccionada manualmente (cerca de la posiciones de las microindentaciones WW,
CCy EE). Se realizaron 6 hendiduras en cada placa en 3 puntos diferentes: oeste (Ws
y Wm), centro (Cs y Cm) y el este (Es y Em). En cada punto se realizaron dos
muescas diferentes: prueba estandar y prueba de un ciclo. Para examinar los
resultados se utilizaron diferenties analisis estadistico tanto para el total de las
muestras y para cada parametro (especie, sexo, tipo de hueso (posicion) y categoria
de edad).. Se relacioné la edad con la dureza y otros parametros fisico-quimicos por
medio de modelos lineales y Gompertz.

Los resultados en Stenella coeruleoalba Muestra que la varianza de microdureza en
machos son mas grandes que en hembras. También se encontr6 que el hueso
esponjoso era mas duro y presenta menos varianza que el hueso cortical. Por lo que
respecta a las categorias de edad, los sexualmente inmaduros presentaron una
microdureza mas grande y mostraban una varianza superior a la madurez sexual.

Con respecto a la posicion en el hueso, la posicion NN (anterioposterior) y SS
(posterior), presentan una microdureza menor que las posiciones que se encuentran a
lo largo del diametro transversal (EE, CE, WW y WC).

Se encontraron diferencias significativas entre sexos, entre los tipos de hueso y entre
las categorias de edad para delfin listado. Al relacionar las diferente variables se
observo diferencias significativas entre sexo/tipo de hueso para el hueso cortical y
hueso esponjoso en hembras; entre el hueso cortical de hembras y hueso esponjoso
de machos; vy, finalmente, entre el hueso cortical y el hueso esponjoso de machos.
Para sexo/categoria de edad el analisis mostrd diferencias significativas entre machos
sexualmente maduros y hembras sexualmente inmaduras. En la relacion de tipo de
hueso/categoria de edad, existen diferencias significativas entre el hueso cortical y
trabecular en los sexualmente maduros, y también entre el hueso cortical y los
sexualmente inmaduros y hueso esponjoso y los sexualmente maduros.

Al relacionar sexo/tipo de hueso/categoria de edad, el andlisis encontrd diferencias
significativas en hembras entre hueso esponjoso y sexualmente inmaduras y hueso
cortical y sexualmente maduras. También encontramos diferencias significativas entre
las muestras de hueso esponjoso en machos sexualmente maduros con muestras de
hueso cortical, tanto en hembras y machos de ambas categorias de edad,
sexualmente inmaduras y sexualmente maduras.

Cuando relacionamos microdureza vs. edad en diferentes posiciones de la seccion
transversal, encontramos que tanto hueso trabecular y cortical la dureza aumenta con
la edad.

En Stenella coeruleoalba los resultados del andlisis de nanodureza por sexos, el tipo
de hueso, categoria de edad y tipo de indentacién. Se encontr6 que los machos
presentan mayor nanodureza que las hembras. Con respecto al tipo de hueso, los
huesos esponjoso y cortical tienen similares nanodurezas, pero el hueso esponjoso
presente mas varianza. También se observd que nanodureza en individuos
sexualmente maduros es mayor que en sexualmente inmaduros. Con respecto al tipo
de indentacidn, los valores significativamente mas altos de dureza se presentan en la
indentacién ciclica para todas las posiciones. Por otra parte, el hueso trabecular
presentd mayor variacion para ambos tipo de indentacion.

No se muestran diferencias significativas para delfin listado entre sexos (hembras y
machos) y entre tipos de hueso. Pero si entre sexualmente maduros y sexualmente
inmaduros. También se observan diferencias significativas entre el tipo de indentacién.
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La ANOVA de nanodureza en Stenella coeruleoalba mostré diferencias significativas
en categoria de edad y tipo de indentacién pero no para sexo y tipo de huesos. Sin
embargo, ANOVA factorial de nanodureza para Stenella coeruleoalba no mostro
diferencias significativas.

Cuando se compara nanodureza vs. edad se observd que aumenta la dureza con la
edad en las tres variables analizadas, tipo de indentacion (estandar y ciclica) y para
ambos tipo de hueso (trabecular y cortical).

En Pontoporia blaivillei en el andlisis de microdureza encontramos que los machos
presentan una mayor microdureza, mientras que las hembra tienen una mayor
dispersion. El hueso esponjoso presenta una microdureza mayor que el hueso cortical
y también una mayor dispersion. Por categoria de edad, los individuos sexualmente
maduros mostraron una mayor microdureza y mayor dispersién de los sexualmente
inmaduros.

Se encontr6 que el hueso esponjoso (posiciones: CC, NC, SC, CE y WC) tiene una
microdureza menor que el hueso cortical, encontrando las mayores en las posiciones
este y oeste en el diametro sagital.

Se encontraron diferencias altamente significativas en el delfin de La plata entre los
tipos de huesos. Por el contrario no mostraron diferencias entre sexos ni entre
categoria de edad.

En Pontoporia blainvillei. la ANOVA factorial Unicamente presenté diferencias
significativas para tipos de hueso/categorias de edad, un andlisis especifico post-hoc
de Tukey HSD, mostr6 que estas diferencias se encuentran entre individuos
sexualmente inmaduros para hueso cortical y sexualmente inmaduros para el hueso
trabecular.

Al relacionar la microdureza con la edad encontramos que disminuye con la edad para
el hueso trabecular sin dependencia del sexo, mientras que aumenta para el hueso
cortical.

En el delfin de La plata la nanodureza es mayor en hembras que en machos vy
también presentan mayor dispersion. Entre los tipo de hueso encontramos que el
hueso cortical tenia una mayor nanodureza que el hueso esponjoso y también una
mayor varianza. Entre las categorias de edad, los individuos sexualmente inmaduros
presentan una mayor varianza pero no se encontraron diferencias con los
sexualmente maduros.

Entre los tipos de indentacion, se encontrd la indentacion ciclica fue mayor que la
indentacién estandar, siendo en las posiciones E y W del hueso cortical, donde
encuentra la nanodureza mas grande.

El andlisis de varianza no presenté diferencias significativas entre sexos ni entre
categorias de edad para el delfin de La Plata. Sin embargo, se encontraron
diferencias significativas entre tipos de hueso y entre el tipo de indentacion.

El analisis de ANOVA factorial no mostré diferencias significativas para ninguno de los
factores relacionados en nanodureza para Pontoporia blainvillei. Al relacionar la
nanodureza con la edad se observa una tendencia a aumentar con los afnos en el
hueso esponjoso, mientras que para el hueso cortical disminuye.

En Stenella coeruleoalba y Pontoporia blainvillei los resultados de la relacién
alometrica entre la densidad real y la resistencia tanto para las muestras totales como
para ambos sexos y las categorias de edad, muestran coeficientes de correlacion muy
bajos. Sin embargo se observo que la densidad real relacionada con la resistencia es
mayor en machos que en hembras para ambas especies, y se mantiene constante
para machos inmaduros.
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En Stenella coeruleoalba la relacion de la densidad real a la edad presenta la
pendiente de las curvas de regresién es mayor para los machos que para hembras, es
decir, aumenta la densidad ésea en machos con la edad. El coeficiente de correlacion
es muy bajo para el total de la muestra y ambos sexos. En Pontoporia blainvillei
aumenta la densidad real con la edad, siendo ligeramente mayor en hembras que en
machos.

No observamos cambios significativos al relacionar la porosidad de la edad, en
cualquiera de las especies. Al comparar entre sexos, tampoco observamos difrencia
en Stenella coeruleoalba , pero en Pontoporia blainvillei observamos que los machos
presentan un pequefio aumento en la porosidad y disminucién en hembras.

Nuestra caracterizacion de la arquitectura del hueso mostré diferencias mecanicas
claras en la dureza en diferentes escalas (micro y nanodureza). Los valores promedio
de microdureza, corresponden a valores similares de otro mamifero, tales como: ratas
fémur (16) bovina (161) y los seres humanos (147, 162, 163). Para nanodureza
valores promedio de la escala corresponde también similares a los encontrados en las
ratas (164, 165).

Puede sorprender que la magnitud de la nanodureza es mayor que la microdureza;
Sin embargo, como Zhang et al. (166) sugieren, estas diferencias pueden deberse a
la complejidad que surge de la organizacidén estructural jerarquica de hueso a nivel
microscopico (152).

La gran dispersidon observada en las mediciones nanodureza podria ser debido que se
llevaron a cabo las medidas en diferentes laminas, entre las cuales hay una amplia
variacion como observamos Rho et al (167) y se puede explicar por las unidades
estructurales de hueso a escala nanoscépica (168).

Es razonable aceptar las diferencias de microdureza en especie, tal y como Zioupos et
al. (158) o Whitenack et al. (169) han encontrado en varias especies, especialmente
cuando los dos especies pertenecen a diferentes familias. Del mismo modo, el tipo de
hueso presenta también diferencias significativas debido a su diferente estructura,
como se describe en la introduccién del capitulo. Sin embargo, el sexo y categoria de
edad presentan diferencias en el nivel micro, pero estas diferencias disaparecen a
nivel nano.

Cada especie presento un comportamiento opuesto a niveles microestructurales y
nanoestructurales. Stenella coeruleoalba mostré6 una mayor microdureza y una menor
nanodureza mientras Pontoporia blainvillei una menor microdureza y mayor
nanodureza. Esto sugiere que la heterogeneidad microestructural puede influir en la
resistencia a la fractura de los huesos (155). Por lo tanto, estos mecanismos de
compensacion subyacentes propiedades éseas se comportan de manera diferente en
cada especie.

La diferencia significativa entre las especies y tipo de hueso (trabecular y cortical) para
la dureza fue claro tanto en micro y nano niveles, que muestra la influencia de thes
dos factores en las propiedades mecanicas del hueso. Estos resultados, evaluados
para especies del mismo suborden de acuerdo con Zioupos et al. resultados para
diferentes pedidos (158, 170). Sin embargo, hay que destacar que, si bien habia
diferencias significativas entre sexos y categoria de edad de microdureza, no se
destacan por nanodureza. Esto podria deberse a que, a nivel nanoestructural, factores
como el sexo y categoria de edad no se vean afectados por el comportamiento de las
unidades estructurales de hueso (168).

Debido a la importancia del eje sagital en los huesos largos y, especialmente, el radio
en la aleta de un delfin, se estudi6é la variacion nanodureza largo de este eje, la
busqueda de una mayor dureza en el hueso cortical que en una trabecular para
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ambas especies. Esto concuerda con Hengsberg et al. (172), que suponen que era
debido al contenido mineral de cada tipo de hueso. De hecho, se encontré que los
valores mas altos del delfin de La Plata, también tiene un contenido mineral mas
grande que el que presenta Stenella coeruleoalba.

Resultados de microdureza Stenella coeruleoalba muestran diferencias significativas
en todas las variables para un ANOVA de una via (sexo, tipo de hueso y categoria de
edad). Cuando el sexo no esta relacionado con el tipo de hueso, encontramos
diferencias significativas entre machos y hembras, como Coats (147) encontro para
humanos. Sin embargo, cuando los relacionamos sexo con tipo de hueso no se
encuentran diferencias significativas. Estos resultados concuerdan con Huja et al.
(173) y Zioupos et al. (170), donde no encontraron diferencias entre sexos para hueso
cortical ni para las propiedades mecanicas del hueso.

En el presente estudio, microdureza en Stenella coeruleoalba aumenta con la edad
para ambos tipos de hueso. Estos resultados son similares a los reportados para el
hueso de babuino (155), pero son diferentes a los reportados para ratones huesos
(174). Esta discrepancia puede atribuirse a las diferencias entre las especies.

Este estudio utiliza nano-indentacién para investigar las propiedades mecénicas de la
microestructura del hueso entre sexos, el tipo de hueso, categoria de edad y tipo de
indentacién. En la mayoria de los estudios previos, (172, 175-179) sélo ejemplares de
un mismo sexo para evitar la disparidad de sus resultados se consideran, pero en las
especies estudiadas no hubo diferencias entre sexos (Tabla 38), aunque la media de
los machos era mas alta que en hembras y esto es consistente con los hallazgos de
Hoffler et al. (180). Coincidiendo con las conclusiones de Fan et al. (181) en nifios con
osteogénesis imperfecta, también encontraron diferencias entre los tipos de hueso
para nanodureza, esto difiere con los hallazgos de Rho et al. (179) en las vértebras y
tibias humanas.

A diferencia de Stenella coeruleoalba, Pontoporia blainvillei no mostrd diferencias
significativas entre sexos para microdureza, aunque los machos, al igual que otras
especies, tiene dureza mayor que las hembras. Esto también se observd en el trabajo
Coats (147) para la osteoartritis y osteoporosis huesos en humanos. El Unico
parametro que mostrd diferencias significativas en Pontoporia blainvillei es el tipo de
hueso; varios estudios han encontrado diferencias significativas entre el tipo de hueso
independientemente de la especie (155, 182, 183). Cuando nos relacionamos
variables de ANOVA factorial, se observa que existen diferencias significativas en el
tipo de hueso con la categoria de edad entre sexualmente inmaduros.

Resultados nanodureza en La Plata delfines llaman la atencion porque presentan altas
varianzas Esta dispersion de las mediciones nanodureza podria atribuirse a las
muchas muestras que pertenecen a individuos que estadn en etapa de crecimiento.
Esto podria inducir a algunas diferencias con respecto a Stenella coeruleoalba, ya que
se encontraron diferencias significativas entre las categorias de edad. Sin embargo,
encontramos diferencias entre los tipos de huesos; como en otras especies, y el tipo
de indentacién. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre sexos.

Es de destacar que a diferencia de los seres humanos, en odontocetos aumenta la
densidad real con las mediciones de la edad y la porosidad se mantiene. Para muchos
mamiferos, incluyendo el hombre, es comun que la porosidad del hueso aumente con
la edad, nuestros resultados no muestran este comportamiento; porque medimos la
porosidad total que incluia tanto hueso cortical como trabecular. Por lo que no son
comparables con otros estudios debido a la metodologia utilizada (160) ya que
generalmente estudian solo el hueso compacto (185-187). Sin embargo, podria ser
atribuido a una adaptacidén secundaria para el medio marino, donde tanto la densidad
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y aumento de contenido de minerales para mantener la porosidad constante, y por lo
tanto evitando ya sea osteoporosis por desuso o simplemente grietas y fracturas en
los huesos.
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9 Anexos

9.1 Anexo 1. Datos de los parametros utilizados en el estudio.

Parametro datos cedidos datos medidos datos calculados
Longitud o talla X
Peso X

Longitud del radio

Diametro sagital

Didmetro transversal

Edad X
Segundo momento de area
Superficie cortical

Momento polar

Resistencia

Médulo de Young

X X X

XX X XX

9.2 Anexo 2 Medidas Externas

UMBILICUS

GENITAL SLIT

ANUS

1. Longitud estandar: la punta de la mandibula superior a lo mas profundo de muesca
en la aleta caudal. [1]

2. Longitud de la apertura de la boca: la punta de la mandibula superior al angulo de la
apertura de la boca [3]

3. Longitud, la punta de la mandibula superior hasta el centro del ojo. [2]

4. Longitud, la punta de la mandibula superior hasta el borde posterior del espiraculo
5. Longitud, la punta de la mandibula superior al meato auditivo externo.

6. Longitud, la punta de la mandibula superior a la punta de la aleta dorsal. [11]
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7. Longitud, la punta de la mandibula superior a la insercidén anterior de la aleta.

8. Longitud, la punta de la mandibula superior al punto medio del ombligo [12] 9.
Longitud, la punta de la mandibula superior al borde anterior de la hendidura genital.
10. Longitud, la punta de la mandibula superior al punto medio del ano. [14]

11. Circunferencia, a nivel de los ojos.

12. Circunferencia, a nivel de la axila. [21]

13. Circunferencia, en el punto medio entre la axila y la insercién anterior de la aleta
dorsal

14. Circunferencia, a la insercion anterior de la aleta dorsal. [22]

15. Circunferencia, en la insercion posterior de la aleta dorsal.

16. Circunferencia, a nivel del ano. [23]

17. Circunferencia, en el punto medio entre el ano y la parte mas profunda de

muesca en aleta caudal.

18. Longitud de base de la aleta dorsal. [33]

19. Altura de la aleta dorsal: la punta de la aleta a la base. [32]

20. Ancho maximo de la aleta izquierda [31]

21. Ancho de la base de la aleta izquierda en la insercién.

22. Longitud anterior izquierda aleta, de insercién anterior a punta. [29]

23. Longitud posterior izquierda aleta, desde la axila hasta la punta. [30]

24. Duracion de la aleta caudal: desde la insercién hasta la punta izquierda de la aleta
caudal.

25. Profundidad de la aleta caudal: distancia mas corta de la muesca a anterior
fronteriza de la aleta caudal. [35]

26. Ancho de la envergadura de aleta caudal de punta a punta. [34]

9.3 Anexo 3 Principio de similitud.

Hipo6tesis de similitud geométrica: Las relaciones proporcionales que se esperarian
encontrar (22, 26), en series interespecificas de adultos, son:

LCXMbO.SS
L3 M,

sde L
td o< L

L1 .33

[ o<

| o Mb1 .33

L 3.99

[ <

Sd°< Mb 0.33
td o Mb 0.33

Sco L?
SC o< Mb 0.66

O < Mb 0.33
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Hipotesis de similitud geométrica:

L Mb 0.25

Sd o Mb 0.375
td o< Mb 0.375

A o Mb 0.75

| o< Mb1.5
Jo< Mb1.5

O o< Mb 0.0
Pmax o M, °87

E o< My %°

F/x o< My *7°
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9.4 Anexo 4 Equivalencia de las ecuaciones del Modelo de Gompertz

Donde y es la variable calculada, Z es el valor asintético de la ecuacion, el parametro
b es la constante de integracion, t es la edad, e es la base de los logaritmos naturales
Y Xo €s la edad inicial.

s

y=Ze( J

y:Ze[ ]

y = Ze[_b'e ;]
(667"

y =Ze

donde
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9.5 Annex 5 Other tables and graphs of Subchapter 4.3
Factorial ANOVA test of microhardness examining effect of species (Stenella coeruleoalba

and Pontoporia blainvillei) between different variables with 0.95 confidence intervals and
degree of freedom=1

Variables F p

species/sex 0.00 0.97
species/type of bone 0.99 0.31
species/age category 242 012
sex/ type of bone 0.02 0.89
sex/age category 0.04 0.84
type of bone /age category 2.29 0.13
species/sex/type of bone 0.21 0.64
species/sex/age category 0.43 0.51
species/type of bone/age category 2.19 0.13
sex/type of bone/age category 0.13 0.71
species/sex/type of bone/age category 0.15  0.69

ANOVA between age categories and species in microhardness in any position with 0.95
confidence intervals and degree of freedom=1

Position F P

species/age category/Cc  0.794 0.375
species/age category /Cn  0.288 0.593
species/age category /Nn  0.057 0.811
species/age category /Sc = 2.128 0.148
species/age category /Ss  0.852 0.358
species/age category /Ec 3.400 0.068
species/age category /Ee  0.003 0.954
species/age category /Wc  3.227 0.076
species/age category /Ww 3.545 0.063

A two-way analysis in microhardness using sex and type of bone not showed
significant differences (F=0.36 p=0.54) but the post-hoc Tukey HSD test showed
significant differences between cortical and cancellous bone in females, and between
female cortical bone and males cancellous bone, and finally between cortical and

cancellous bone in males.
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Figure A5.82. Anova for two factors between sex and type of bone of Stenella

coeruleoalba.

A two-way analysis in microhardness using age category and types of bones showed
no significant differences (F=0.10 p=0.74) but the post-hoc Tukey HSD test shown that
exist significant differences between cortical and cancellous bone in sexually mature,
and between immature cortical bone and mature cancellous bone.
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Figure A5.83. Anova for two factors between type of bone and age category of Stenella

coeruleoalba.

A two-way analysis in microhardness using sex and age category no show significant
differences (F=0.05 p=0.82) together but the post-hoc Tukey HSD test shown that exist
significant differences between sexually mature males and sexually immature females
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Figure A5.84. Anova for two factors between sex and age category of Stenella
coeruleoalba.

The t-test for independent samples by groups between sexes do not show statistically
significant differences between females and males for striped dolphin (t-value=1.17,
p=0.23 and F-ratio variances=1.31, p=0.09) as showed in Figure A5.85.
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Figure A5.85. Box plots of sex in nanohardness for Stenella coeruleoalba.

The t-test for independent samples by groups showed highly statistically significant
differences between types of bone for striped dolphin (t-value=-0.64, p=0.52 and F-
ratio variances=1.55, p=0.01) is shown in Figure A5.86
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Figure A5.86. Box plots of types of bone in nanohardness for Stenella coeruleoalba.

130

125} -1

120

115}

110

105

100

Nanohardness (Vickers)

95

90 f

851

4 Mean

80 . . . . 4
females males % ;?EG*SE
Sex

Figure A5.87. Box plots of sex in nanohardness for Pontoporia blainvillei.

The t-test for independent samples by groups not showed statistically significant
differences between age categories for La Plata dolphin is shown in Figure A5.88.
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Figure A5.88. Boxplots of age category in nanohardness for Pontoporia blainvillei.
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