UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GEOCIENCIAS

ANALISE DA MICROESTRUTURA OSSEA DE PROVELOSAURUS AMERICANUS
(PARAREPTILIA, PAREIASAURIA) DA FORMACAO RIO DO RASTO (PERMIANO
MEDIO/SUPERIOR) DO RIO GRANDE DO SUL.

BRODSKY DANTAS MACEDO DE FARIAS

ORIENTADORA: Profa. Dra. Marina Bento Soares

Porto Alegre — 2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GEOCIENCIAS

ANALISE DA MICROESTRUTURA OSSEA DE PROVELOSAURUS AMERICANUS
(PARAREPTILIA, PAREIASAURIA) DA FORMACAO RIO DO RASTO (PERMIANO
MEDIO-SUPERIOR) DO RIO GRANDE DO SUL.

BRODSKY DANTAS MACEDO DE FARIAS

ORIENTADORA: Prof? Dra. Marina Bento Soares

BANCA EXAMINADORA:
Dra. Juliana Manso Saydo - Centro de Tecnologia e Geociéncias (CTG),

Universidade Federal de Pernambuco, Pernambuco, Brasil.
Dr. Ignacio Cerda — Instituto de Investigaciones en Paleobiologia y Geologia (IIPG)
Museo Provincial Carlos Ameghino, Rio negro, Argentina.

Dr. Flavio Augusto Pretto — Centro de Apoio a Pesquisa Paleontologica (CAPPA),

Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

Dissertacdo de Mestrado apresentada
como requisito parcial para a
obtencdo do Titulo de Mestre em
Geociéncias.

Porto Alegre, 2019



CIP - Catalogagao na Publicagao

Farias, Brodsky Dantas Macedo de

ANALISE DA MICROESTRUTURA OSSEA DE PROVELOSAURUS
AMERICANUS (PARAREPTILIA, PAREIASAURIA) DA FORMACAO
RIO DO RASTO (PERMIANO MEDIO/SUPERIOR) DO RIO GRANDE
DO SUL / Brodsky Dantas Macedo de Farias. -- 2019.

93 £

Orientador: Marina Bento Soares.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Instituto de Geociéncias, Programa
de Pés-Graduacdo em Geociéncias, Porto Alegre, BR-RS,
2019.

. 1. Parareptilia. 2. Pareiasauria. 3.
Osteohistologia. 4. Histéria de vida. 5. Registro de
crescimento. I. Socares, Marina Bento, orient. II.
Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Sobre a Estrutura desta Dissertagao

A dissertacdo de mestrado aqui apresentada segue a Norma 103 - Submisséo de
teses e dissertacdes na forma de artigos do PPGGEO-UFRGS, sendo estruturada
em torno de um artigo a ser publicado em periddico cientifico indexado. Sua
organizagdo compreende as seguintes partes principais:

Parte I: Texto integrador contendo uma introducdo sobre o tema e descricdo do
objeto da pesquisa do Mestrado, onde estdo sumarizados 0s objetivos, a
metodologia empregada e o referencial tedrico de pesquisa desenvolvida, seguidos
de uma discusséo integradora contendo os principais resultados e interpretacdes
deles derivados.

Parte Il Artigo submetido em periddico com corpo editorial permanente e revisores
independentes, escrito pelo autor durante o desenvolvimento de seu Mestrado,
acompanhado de carta de submisséo.

Parte Ill: Anexos contendo os resumos publicados em eventos pelo autor durante o
tempo de realizacédo do Curso de Mestrado.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha mée Sandra Ney, minha avO Brazilicia Nicinha, meu
falecido avdo Sebastido Avelino, que sempre sonhou em ver o neto finalizando todas
as etapas da universidade e ao meu companheiro Claudio Meireles por todo o apoio
incondicional desde o inicio da minha jornada académica, em 2012.

Agradeco a minha orientadora professora Marina Bento Soares pela sugestéo
da realizacdo desse trabalho, pela orientacéo objetiva, por fomentar minha liberdade
intelectual, mas sempre intervindo em momentos em que eu me excedi por
inexperiéncia e pelas inimeras portas que ela me abriu neste mestrado académico.
Gostaria de agradecer ao professor Cesar Schultz pelos aprendizados no decorrer
desses dois anos; as professoras Ana Maria Ribeiro e Julia Desojo pelos
ensinamentos praticos e por me darem a chance de trabalhar com outros materiais
paralelamente ao mestrado. Sou grato também ao professor Leo Hartmann pelo
auxilio na estruturacédo do artigo e a Dra. Jennifer Botha pelas corre¢coes do meu

trabalho.

Agradeco a Fabio Veiga por me ensinar a técnica padrao de preparacao de
materiais histologicos fosseis, aos técnicos Marcelo e Lucas pela preparacéao
mecanica dos elementos estudados nesse trabalho e também ao fotégrafo Luiz

Flavio Lopes pelas fotografias das laminas histolégicas.

Agradeco ainda a Narla Stutz e & Angela Scaramuzza pelo apoio em
momentos estressante tipicos da poés-graduacdo; a equipe do Laboratério de
Paleontologia de Vertebrados por toda a ajuda e ensinamentos que acarretaram

nessa dissertacao.

Da mesma forma, sou grato pela ajuda financeira fornecida pela Capes e
Propesq, e a UFRGS (Programa de Po6s-Graduacdo em Geociéncias e
Departamento de Paleontologia e Estratigrafia) pelo espaco cedido e pela estrutura

tecnoldgica essencial para o tipo de trabalho realizado nesse mestrado.



RESUMO

A Paleohistologia se tornou bastante popular dentro da Paleontologia como uma das
ferramentas mais confidveis para obter informagdes paleobioldgicas de vertebrados
fosseis, ndo acessiveis por meio de estudos anatdbmicos tradicionais. A presente
dissertacdo de mestrado utilizou essa ferramenta para obter os dados histolégicos
de Provelosaurus americanus, uma espécie do clado Pareiasauria encontrada
apenas na América do Sul, e tecer as primeiras inferéncias relacionadas aos seus
padrbes de crescimento, estagio ontogenético e fisiologia, comparando-o com as
poucas espécies de pareiassauros ja estudadas paleohistologicamente. As
descricdes Osteo-histolégicas de P. americanus aqui apresentadas provém de
elementos pertencentes a um unico individuo (UFRGS-PV-0233-P) que foi
encontrado em afloramento da Formacédo Rio do Rasto (Permiano Médio-Superior)
da cidade de Acegua, Rio Grande do Sul, Brasil. Foram preparadas laminas
paleohistologicas de o0ssos longos, costelas e osteodermas. Os resultados obtidos
mostram que 0s 0ssos longos apresentam uma matriz do tipo paralelo-fibrosa
alternada com lamelar-zonal, com o espacamento entre as linhas de crescimento,
padrdo consistente para Pareiasauria. A baixa vascularizacdo do tecido se mantém
constante até a regido periférica do cortex. A presenca de vascularizacao, de tecido
0sseo paraleo-fibroso e a auséncia de EFS (External Fundamental System) nessa
regido indicam que o crescimento 6sseo ainda estava ocorrendo sob taxas muito
baixas. A auséncia de uma mudanca clara no nivel de vascularizacédo, bem como de
espacamento entre as LAGS em direcdo a regido periférica do cértex sugere um
estagio ontogenético sub-adulto para esse individuo. A costela apresentou o maior
namero de linhas de crescimento indicando uma idade minima de pelo menos 14
anos para esse individuo. Os osteodermas apresentaram resultados contrastantes
em relacdo aos poucos osteodermas de pareiassauros ja estudados, mostrando
uma estrutura trilaminar (diploe) composta de um nucleo esponjoso e duas camadas
de coOrtex compacto. A existéncia dessa estrutura sugere uma ossificacdo

metapléstica pelo menos nos estagios iniciais de desenvolvimento.

Palavras-chave: Parareptilia; Pareiasauria; Osteohistologia; Modo de vida; Registro

de crescimento; Armadura 6ssea.



ABSTRACT

The Paleohistology has become very popular in Paleontology as one of the most
reliable tools used to extract paleobiological data from fossil vertebrates, not
accessible through traditional anatomical studies. This dissertation thesis utilized this
tool to obtain histological data of Provelosaurus americanus, a small-sized species
within Pareiasauria clade, only found in South America, and makes the first
inferences related to its growth patterns, ontogenetic stage and physiology,
comparing it with the few pareiasaurian species studied until now. The osteo-
histological descriptions of P. americanus here provided come from fossil elements
belonging to a sole individual found in outcrops of Rio do Rasto Formation (Middle to
Late Permian) of the Acegua town, Rio Grande do Sul, Brazil. Standard
paleohistological slides were prepared using long bones, ribs and osteoderms. All the
long bones presented a parallel-fibered alternated with lamellar-zonal bone matrix
with spaced growth lines, a pattern consistent within Pareiasauria. The low
vascularization of the tissue is constant towards the outermost cortex. The presence
of vascularization, parallel-fibered bone tissue and absence of EFS (External
Fundamental System) indicate growth was still occuring at low rates. The absence of
a clear change in vascularization, as well in the space between the LAGs towards the
outermost cortex, suggests a sub-adult ontogenetic stage for this individual.
However, the presence of vascularization, a parallel-fibred bone matrix, as well as
the absence of an EFS (External Fundamental System) in this region suggest that
bone growth was still occurring at very slow rates. The rib showed the higher number
of growth lines, pointing to a minimal age of at least fourteen years to this individual .
The osteoderms presented contrasting results when compared with the few studied
pareiasaurian osteoderms, showing a trilaminar structure (diploe) composed of a
central core and two layers of cortical bone. Its presence suggests a metaplastic

ossification in at least the initial development stages.

Keywords: Parareptilia; Pareiasauria; Osteohistology; Life style; Growth record,;

Dermal armor.
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2. INTRODUCAO

Parareptilia é considerado o terceiro maior clado dos amniotas, sendo
particularmente diverso e conspicuo durante o Permiano (TSUJI, 2011). Dentro de
Parareptilia se encontra Pareiasauria, um grupo-chave dos ecossistemas terrestres
do Meso-Neopermiano (LEE, 1997a; BENTON, 2014), com espécies que podem ser
encontradas principalmente na Africa do Sul e na Russia, € em menor nimero na
China, Brasil, Alemanha, Escocia (ARAUJO, 1985a), Nigéria, Marrocos, Tanzania e
Zambia (TSUJI, 2011). Pareiasauria é conhecido pela falta de consenso em relacao
a validade de suas espécies e suas relagdes filogenéticas (LEE, 1997a). Recentes
revisdes taxondmicas langaram novas perspectivas na sua filogenia, bioestratigrafia
e tendéncias evolutivas (LEE, 1997a; TSUJI, 2011, 2013; TURNER et al., 2015;
BENTON, 2016).

Os pareiassauros eram animais herbivoros e seu tamanho variava entre 1 e
3,5 metros (LEE, 1997a). As formas basais apresentavam geralmente tamanhos
massivos e uma armadura de osteodermas limitada a regido das vértebras dorsais,
enquanto as formas derivadas possuiam tamanhos mais reduzidos e uma carapaca
de osteodermas fusionados recobrindo o dorso e regides dos membros (LEE,
1997a,b; SCHEYER; SANDER, 2009; CANOVILLE; CHINSAMY, 2017). Informacgdes
provenientes de estudos anatdomicos, tafondémicos e de isOtopos estaveis
argumentam um estilo de vida terrestre (CANNOVILE et al.,, 2014; REY ET AL.,
2015), enquanto estudos paleohistolégicos disputam um modo de vida aquatico ou
semi-aquatico para os pareiassauros (KRILLOFF et al., 2008).

A paleohistologia € um ramo da paleontologia que trata da microestrutura
ossea de fosseis (CHINSAMY; RAATH, 1992) e tem sido uma poderosa ferramenta
utilizada para decifrar sinais bioldgicos que ficam registrados nos tecidos fossilizados
de vertebrados (FRANCILLON-VIELLOT, 1990; CHINSAMY-TURAN, 2012). A
analise da histologia 6ssea pode contribuir com informa¢des acerca da filogenia,
biomecanica, idade individual, estagio ontogenético, padrées de crescimento e modo
de vida de varios taxons, enriquecendo os dados classicos fornecidos por descri¢cdes
morfologicas (RICQLES, 2011; CHINSAMY-TURAN, 2005, 2012; PADIAN; LAMM,
2013; SAYAO, 2014; CANNOVILE AND CHINSAMY, 2017).

A maioria dos estudos acerca da microestrutura Ossea de vertebrados

extintos é realizada preferencialmente utilizando-se 0ssos longos. I1sso ocorre devido
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a baixa taxa de remodelac&o dssea na regido da diafise neste tipo de 0sso, 0 que 0s
torna mais propensos a preservar os registros da historia do desenvolvimento 6sseo
do animal (FRANCILLON-VIEILLOT et al. 1990; HORNER et al. 1999; CHINSAMY-
TURAN, 2012). Outros tipos de elementos, como costelas, falanges e osteodermas
também vem sendo alvo de estudos histoldgicos, fornecendo dados adicionais aos
obtidos pela andlise de ossos longos (p.e. SCHEYER; SANDER, 2009; STEIN;
SANDER, 2009; CERDA; DESOJO, 2011; CERDA et al.,, 2013; WASKOW,;
SANDER, 2014; CERDA et al., 2015; WASKOW; MATEUS, 2017) Analises ésteo-
histologicas vém sendo feitas rotineiramente em diversos grupos como dinossauros
(e.g. CASE, 1978; CHINSAMY, 1990; CHINSAMY, 1993; CHINSAMY, 1994;
HORNER; PADIAN, 2004; SCHWEITZER; WITTMEYER; HORNER, 2005) e
terapsidos nao-mamalianos (e.g. CHINSAMY; RUBIDGE, 1993; BOTHA;
CHINSAMY, 2005; RAY et al., 2009; BOTHA-BRINK; ANGIELCZYK, 2010;
CHINSAMY-TURAN, 2012; JASINOSKI; CHINSAMY, 2012; NASTERLACK et al.,
2012). Entretanto, poucos sao 0s estudos que acessaram a microestrutura 6ssea em
pareiassauros, 0s quais foram realizados com uma amostra bastante limitada
(RICQLES, 1974; SCHEYER et al., 2009; TSUJI et al., 2015; LOOY et al., 2016),
exceto o recente estudo conduzido por Canoville e Chinsamy (2017), que descreveu
extensivamente a histologia 6ssea de varias espécies de pareiassauros da Africa do
Sul, utilizando uma amostra consideravel de multiplos individuos e elementos
0sseos. Perspectivas sobre as estratégias de crescimento de algumas espécies de
pareiassauros foram fornecidas por estes estudos, evidenciando um crescimento
rapido nos estagios ontogenéticos iniciais, representado por um tecido bastante
vascularizado e alta taxa de deposicdo 6ssea, mudando para um crescimento lento
com pouca vascularizacdo em fases adultas, coincidindo com a maturidade sexual
(RICQLES, 1974; SCHEYER et al., 2009; TSUJI et al., 2015; LOOY et al., 2016;
CANNOVILE AND CHINSAMY, 2017).

No que se refere aos pareiassauros da Ameérica do Sul, este € o primeiro
trabalho a tecer inferéncias paleobiolégicas a partir da descricdo detalhada dos
tecidos O6sseos de alguns elementos do pés-cranio de Provelosaurus americanus
Araudjo, 1985a, Unica espécie sulamericana encontrada até o momento, que é
proveniente de afloramentos que constituem a formacdo Rio do Rasto (Permiano
Médio-Superior) do Rio Grande do Sul (ARAUJO, 1985a). O registro fossil da
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espécie compreende o holétipo (UFRGS-PV-0231-P), materiais referidos (UFRGS-
PV-0232-P e UFRGS-PV-0233-P), além de algumas poucas outras ocorréncias.
Devido ao desenvolvimento apenas de estudos de cunho taxondmico e
bioestratigrafico, aspectos da paleobiologia de P. americanus permanecem
praticamente desconhecidos. O artigo cientifico intitulado “Bone microstructure of the
pareiasaur Provelosaurus americanus from the Permian of southern Brazil”
submetido ao periddico Historical Biology, apresentado na segunda parte dessa
dissertacdo, fornece as primeiras conclusbes acerca da paleobiologia de P.
americanus. Considerando que menos da metade de todas as espécies conhecidas
de pareiassauros foram analisadas histologicamente, as conclusdes desse trabalho
contribuem na consolidagdo dos conhecimentos acerca dos aspectos

paleobiolégicos de Pareiasauria.

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

O objetivo principal da presente dissertacdo € realizar a primeira analise da
microestrutura 6ssea de Provelosaurus americanus, proveniente da Formacéao Rio
do Rasto (Bacia do Parana), Permiano do Rio Grande do Sul, e com base na sua

microestrutura 0ssea, inferir aspectos de sua paleobiologia.

3.2 Objetivos especificos

a) Apresentar uma descricdo detalhada da histologia de varios elementos
0sseos (radio, ulna, tibia, fibula, costela, metatarsal e osteodermas) do espécime de
Provelosaurus americanus UFRGS-PV-0233-P;

b) Tecer inferéncias sobre a historia de vida do espécime Provelosaurus
americanus UFRGS-PV-0233-P;

c) Comparar padrées da histologia 6ssea de Provelosaurus americanus com
0s de outros pareiassauros;

d) Contribuir no conhecimento dos padrées de tecido 6sseo presentes nos

amniotas mais basais, e seus aspectos fisiolégicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra

Foram selecionados oito elementos 6&sseos (radio, ulna, tibia, fibula,
metatarsal, fragmento de costela, e dois osteodermas) (Fig. 1) do espécime de
Provelosaurus americanus tombado como UFRGS-PV-233-P na colegéo cientifica
do Laboratério de Paleontologia de Vertebrados do Departamento de Paleontologia
e Estratigrafia do Instituto de Geociéncias da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS).

* G1 » G2
;) IR v
) \\

Figura 1. Elementos ésseos do espécime UFRGS-PV-0233-P de Provelosaurus americanus usados
na preparacdo das laminas histologicas. A. Radio B. Ulna C. Tibia D. Fibula E. Metatarsal F.
Fragmento de costela G1. Osteoderma 1 G2. Osteoderma 2. Tragcos em vermelho indicam a regido
onde os materiais foram cortados. * Regido especifica ndo identificada. Escala: 2 cm. Modelo do
esqueleto de um pareiassauro adaptado de LEE (1997b), sem escala. Imagens dos elementos feitas
pelo autor (2017).

4.2 Procedimentos preliminares

Como uma parte consideravel dos materiais foram destruidos durante o

processo de confecgdo das laminas histolégicas, precaucdes foram tomadas para
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garantir que dados originais referentes aos elementos utilizados fossem registrados.
Foram coletados dados morfométricos (comprimento total e didmetro) de cada
material selecionado. Além disso, todos os elementos foram fotografados por uma
camera digital Canon EOS Rebel T3i, seguido de confeccdo de moldes de silicone
(RTV 7030 — Ultralub Quimica LTDA, Sao Paulo, Brasil) e réplicas de gesso a fim de

preservar as informac6es morfolégicas.

4.3 Preparacédo das amostras

Nos ossos longos (Umero, radio, ulna, tibia, fibula e metatarsal), foram
escolhidas para os cortes (sempre que possivel) as regides mais préximas ao centro
da diafise, por serem consideradas os locais onde ocorre menos remodelamento
0sseo comparado a outros elementos, e, consequentemente preservando um
registro mais completo da histéria de crescimento (FRANCILLON-VIEILLOT et al.,
1990; HORNER et al., 1999; CHINSAMY-TURAN, 2012). Costelas também foram
utilizadas, pois esses elementos apresentam um melhor registro de linhas de
crescimento quando comparados a o0ssos longos (STEIN; SANDER, 2009;
WASKOW; SANDER, 2014; WASKOW; MATEUS, 2017). Dois osteodermas foram
amostrados para acessar com mais abrangéncia a histovariabilidade ¢ssea intra-
especifica deste individuo.

Os cortes dos materiais foram realizados no Laboratério de Preparacdo de
Amostras (LPA) do Instituto de Geociéncias da UFRGS, e a preparacéo das laminas
foi finalizada no Laboratério de Paleontologia de Vertebrados da mesma instituicéo.
Em todas as etapas, dentro do possivel, seguiu-se os procedimentos adotados por
Chinsamy e Raath (1992) e Padian e Lamm (2013).

Geralmente, em 0ss0sS que possuem um tamanho consideravelmente
problematico para obtencdo de amostras, utiliza-se uma técnica conhecida como
“core drilling” (perfuragcdo de nucleo), descrita por Stein e Sander (2009), onde
apenas uma pequena amostra do elemento é obtido, causando destruicdo minima
ao material. Entretanto, ja € conhecido que a histologia 6ssea apresenta padrbes
diferentes em regides diferentes dentro da mesma seccdo (CHINSAMY-TURAN,
2005). Dessa forma, optamos por preparar amostras inteiras de cada seccédo para se

obter um registro completo desses padroes.
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Devido ao fato de as amostras terem sido processadas por completo, laminas
de vidro de tamanho padréo foram insuficientes como substrato para o material na
maioria dos casos. Assim, laminas de vidro maiores foram utilizadas. Os 0sso0s
foram seccionados por técnicos do LPA utilizando serras diamantadas de marcas
variadas. ApOs os cortes, 0s materiais foram embutidos em resina epoxi (Aradur®
HY 951 catalizado com Araldite© GY279), descansadas em uma maquina de vacuo
por dez minutos para eliminar bolhas e em refrigerador por duas horas para evitar
superaquecimento da amostra e bolhas. Esperou-se vinte e quatro horas para a
secagem completa dos blocos com 0s 0ssos embutidos na resina. Os blocos foram
entdo desbastados em lixas d’agua de diferentes granulometrias (80-3000) para
serem aderidos as laminas de vidro. Por dltimo, os materiais foram novamente
desbastados até a espessura minima para serem visualizados no microscopio,
polidos e tombados.

ApOs a preparagéo, todas as laminas foram fotografadas por uma cémera
CANON T3i, Lente Sigma DG MACRO 70mm, editadas posteriormente pelo software

Corel Draw, para obter a totalidade do tecido amostrado.

4.4 Andlise das lamina histolégicas

As laminas foram analisadas em microscopios épticos de luz polarizada Zeiss
Axio Scope Al e Olympus BX53-P. Imagens ampliadas de alta resolucdo foram
obtidas utilizando cameras digitais Axiocam ERC 5S e Olympus UC30 acopladas
aos respectivos microscopios.

A terminologia utilizada para os o0ssos longos e costelas segue Francillon-
Vieillot et al. (1990) e Chinsamy-Turan (2012). Para os osteodermas, foi usada a
terminologia proposta por Scheyer and Sander (2004). Uma vez que ndo ha obra de
referéncia em paleohistologia 6ssea publicada em portugués, a opcéo foi por manter
0s nomes de algumas estruturas analisadas na sua grafia original, em inglés,
acompanhada de uma traducado para o portugués, entre parénteses, na primeira vez

gue o termo é citado.
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5. REFERENCIAL TEORICO

Quando fossilizados, os ossos de vertebrados geralmente apresentam uma
excelente preservacao em relacdo a sua microestrutura (CHINSAMY-TURAN, 2005).
A Paleohistologia vem sendo uma importante ferramenta que fornece dados
paleobioldgicos e da histéria de crescimento dos vertebrados, e de fato, a analise da
microestrutura 0ssea permanece como a mais importante e confiavel para
determinar o0 estagio ontogenético de vertebrados fésseis, bem como o Unico
caminho direto para acessar a historia de vida e as estratégias de crescimento de
animais extintos (SCHEYER; KLEIN; SANDER, 2010). Mesmo que a matriz organica
se decomponha durante o processo de fossilizagdo, a matriz inorganica preserva a
microestrutura 6ssea geralmente intacta, de forma que inferéncias sobre a biologia
de um vertebrado extinto possam ser realizadas (FRANCILLON-VIELLOT, 1990;
CHINSAMY-TURAN, 2005; CHINSAMY-TURAN, 2012; PADIAN, LAMM, 2013).

O campo da Paleohistologia foi construido de forma similar ao da
Paleontologia em geral, com a ideia atualistica de que seres extintos podem ser
compreendidos comparando-os com organismos modernos. Além disso, se
desenvolveu a medida que se intensificavam as descricbes dos distintos tecidos
0sseos fossilizados e a validacdo dos seus significados, auxiliados pela evolucao
dos microscépios e outros equipamentos, e de novas técnicas utilizadas na sua
interpretacdo (PADIAN, 2011). Assim, essa sessao fornece um breve resumo
referente ao histérico dos estudos em histologia 6ssea dentro da Paleontologia de
vertebrados, a caracterizacdo do tecido 0sseo na extracdo de dados biolégicos em
vertebrados e uma reviséo bibliografica do clado Pareiasauria, que inclui a espécie
aqui estudada, Provelosaurus americanus, além dos estudos de histologia 6ssea ja

realizados em Pareiasauria.

5.1 Panorama histérico da Paleohistologia

No século XIX, quando a morfologia era a principal area de pesquisa nas
Ciéncias Bioldgicas, era obrigatorio qualquer cientista desse campo conhecer nao

apenas a anatomia de plantas e animais, mas também a sua microestrutura
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(SLOAN, 1992; DESMOND, 1982, 1989 apud PADIAN; LAMM, 2013). Entretanto,
com o rapido aparecimento de novos campos de estudo no século XX, como a
genética, e 0s avan¢os na biologia celular e molecular, a histologia comecgou a ser
considerada ultrapassada, pois néo fornecia respostas satisfatorias para muitos dos
aspectos bioldgicos que vinham sendo estudados como evolucdo e ecologia
(PADIAN; LAMM, 2013).

Dessa forma, quando os primeiros estudos dentro da Paleohistologia foram
realizados por personagens como Owen, Agassiz e Quekett, o foco principal era
apenas realizar a descricdo dos tecidos, sem que nenhum tipo de implicacéo
biolégica tivesse que ser extraida desse tipo de dado. Somente no final do século
XIX até meados do século XX, é que a paleohistologia comecou a ser utilizada
metodicamente a partir de andlises histologicas de vertebrados basais, entretanto
ainda limitada apenas a estudos taxonémicos (RICQLES, 2011).

Entre esses primeiros estudos taxondmicos, destacaram-se os realizados por
Williamson (1849), Goodrich (1913), Gross (1935) e Orvig (1951), os quais utilizaram
a microestrutura de dentes (no caso de gnatostomados) e escamas de varios grupos
de vertebrados basais (e.g., heterostracos, osteostracos, condrictes, placodermos,
acantodios, sarcopterigeos e actinopterigeos) para classifica-los em um contexto
taxondémico, ainda independente de implicacdes paleobiolégicas (RICQLES, 2011).
A contribuicdo conjunta desses e de muitos outros investigadores fez dos
vertebrados paleozoicos o grupo mais detalhado histologicamente entre todos os
vertebrados extintos (ENLOW; BROWN, 1956). Porém, trabalhos de cunho
taxdbnomico nao ficaram limitados aos vertebrados basais. Seitz (1907) realizou uma
descricdo detalhada de aproximadamente trinta géneros de répteis e anfibios. Broili
(1922) descreveu tenddes ossificados de dinossauros. Ja Moodie (1926) foi além,
conseguindo identificar patologias causadas por fungos em varios fésseis.
Entretanto, apesar de fornecer caracteres especificos para a classificacdo
taxondmica (especialmente para peixes basais), a paleohistologia lentamente
comecou a ser considerada limitada e de pouco interesse para 0s sistematas que
trabalhavam com outros grupos (RICQLES, 2011).

Apesar disso, o cenario que preparava futuros pesquisadores para atuarem
na paleohistologia com uma abordagem mais paleobioldgica ja estava em

andamento. Enquanto os pesquisadores mencionados até entdo elucidavam a
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microestrutura do tecido 6sseo de varios vertebrados extintos, outros focaram suas
pesquisas em descobrir o significado da organizacao tissular das diversas estruturas
descritas, de forma que informacfes biolégicas pudessem ser obtidas (PADIAN,
2011).

Amprino (1947) foi um dos pioneiros, sugerindo a ideia de que a
microestrutura do tecido 6sseo primario reflete a taxa de deposicdo Ossea, sendo
esta determinada ndo apenas pela quantidade de matriz 6ssea depositada, mas
também pela organizacdo das fibras de colageno, conceito este conhecido com
“Amprino’s Rule”, e que acabou originando a ideia de classificacdo do tecido ésseo
em zonal-lamelar ou fibrolamelar, representando respectivamente, taxas de
crescimento lento e acelerada.

Durante meados do século XX, Enlow e Brown foram os responsaveis por
trazer uma visdo comparativa dentro da paleohistologia. Em uma série de trabalhos
(e.g., 1956, 1957, 1958), eles exploraram uma grande variedade de padrdes
histolégicos em varios grupos de vertebrados (peixes até aves), tanto extintos
guanto modernos, visando propor um sistema de classificacdo para os padrdes
microestruturais encontrados nos tecidos 0sseos. Em uma de suas conclusdes, foi
sugerido que diferencas distintas na estrutura do tecido 6sseo podem explicar os
diferentes padrdes de formacdo O0ssea, sua fisiologia e bioquimica (PADIAN, 2011).
Apos esses trabalhos de abordagem comparativa, Enlow voltou sua pesquisa para o
significado biolégico que poderia ser extraido do tecido 6sseo, diminuindo o nimero
de variaveis para comecar a desenvolver estudos aplicados em organismos-modelo
como Homo e Macaca (RICQLES, 2007).

Influenciado pelos trabalhos de Amprino e Enlow (RICQLES, 2011), Armand
de Ricglés realizou um trabalho considerado pioneiro por inUmeros aspectos e é
reconhecido por muitos como o grande sintetizador da histologia 6ssea (LAURIN,
2011; PADIAN, 2011). Sua tese de doutorado foi publicada como uma série de
trabalhos sob o titulo “Recherches paléohistologiques sur le os longs des tétrapodes”
(RICQLES, 1968, 1969, 1972, 1974a, b, 1975, 1976, 1977a, b, 1978a, b, 1981).
Nesses artigos, Ricglés descreveu detalhadamente a microestrutura de tecidos
0sseos a partir de uma abordagem evolutiva, permitindo observar como as
mudancas ocorriam filogeneticamente entre os grupos estudados, além de

padronizar a nomenclatura no campo da paleohistologia. Suas andlises
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paleohistolégicas sempre relacionavam a taxa de deposi¢cdo 6ssea com a fisiologia
metabdlica dos organismos (PADIAN, 2011).

Um dos principais desafios que Ricgles enfrentou foi a quantidade limitada de
amostras a sua disposicdo na época que iniciou sua pesquisa, sendo composta
geralmente de fragmentos de ossos longos (PADIAN, 2011). Essas limitagdes ainda
ocorrem com a maioria dos paleohistologistas, pois muitos dos materiais disponiveis
sdo raros ou pertencem ao material-tipo de uma espécie, e compreensivelmente nao
sdo disponibilizados pelos curadores das colecdes de fosseis (STEIN; SANDER,
2009).

No final de 1980, Armand de Ricqglés iniciou um projeto em conjunto com o
paleontélogo Jack Horner que liderava o “Museum of the Rockies” (Museu das
Montanhas Rochosas) da Universidade Estadual de Montana, Estados Unidos.
Segundo Padian (2011), essa colaboracdo resultou na criacdo de um dos mais
completos laboratorios de Paleohistologia no mundo e compensou um dos principais
limitadores da pesquisa nessa area: a falta de material que pudesse ser utilizado.
Nesse sentido, a colaboracdo entre esses pesquisadores foi vantajosa, pois todo o
material utilizado era coletado por Jack Horner e sua equipe, o qual estava bastante
interessado em compreender os padrdoes de crescimento em dinossauros. Assim,
com uma grande amostra utilizada especificamente para estudos histologicos
composta exclusivamente por dinossauros, foi possivel atingir a padronizacdo do
método. Os elementos 6sseos utilizados eram de diferentes estagios ontogenéticos,
e passaram a ser sempre cortados na mesma regido, permitindo conhecer em
detalhes os padrdes de crescimento de todo um clado. O sucesso na realizacao
desse projeto estimulou varios outros paleontélogos ao redor do mundo a
desenvolver trabalhos paleohistdégicos com os mais variados grupos de tetrapodes.

Desde o inicio dos anos 1990, trabalhos com histologia éssea em fosseis vém
sendo realizados em praticamente todo o mundo. Para exemplificar, na Africa do
Sul, Anusuya Chinsamy é conhecida por trabalhos importantes sobre o crescimento
de dinossauros e outros tetrapodes, e se tornou uma das principais especialistas em
paleohistologia do mundo com dois livros publicados: “The Microstructure of
Dinosaur Bone” e “Forerunners of Mammals — Radiation, Histology, Biology”
(CHINSAMY-TURAN, 2005, 2012). Nos Estados Unidos, pesquisas com
arcossauros em geral (e.g., HORNER; LAMM, 2011; GREEN et al.,, 2010) sao
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realizadas no Museu das Montanhas Rochosas da Universidade Estadual de
Montana, lideradas por Ellen-Thérése Lamm, com colaboragcdo do Laboratério de
Kevian Padian na Universidade de Berkley. Kevin Padian e Ellen-Thérese Lamm,
com a colaboracdo de outros pesquisadores, contribuiram com o livro “Bone
Histology of Fossil Tetrapods”.

Na Europa, além de Armand de Ricqglés, pesquisas paleohistélogicas sao
realizadas por cientistas em laboratorios de ponta. Entre alguns exemplos, Vivian de
Buffrénil (e.g., BUFFRENIL; BUFFETAUT, 1981; BUFFRENIL; MAZIN, 1992,
BUFFRENIL et al., 2013), na Franca, Martin Sander na Alemanha (e.g., SANDER,
1999; 2000; SANDER; ADRASSY, 2006) e Torsten Scheyer (e.g., SCHEYER;
SANDER, 2004, 2009; SCHEYER et al., 2017), na Suica.

Na Ameérica do Sul, apesar de bem recente, a paleohistologia vem sendo
desenvolvida na Argentina por Julia Desojo, Ignacio Cerda e colaboradores na
pesquisa de paleobiologia em arcossauros, com destaque para 0 uso de
osteodermas (e.g., CERDA; DESOJO, 2011; CERDA et al., 2013; CERDA et al.,
2015). No Brasil, a maioria dos trabalhos provém de projetos da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e da Universidade Federal de Pernambuco. Na
UFRGS, a professora Marina Bento Soares lidera o projeto “Microestrutura de ossos
fosseis de vertebrados permo-triassicos” que ja produziu algumas monografias,
dissertacdes e artigos (e.g., VEIGA, 2011; MATTIELLO, 2014; VEIGA et al., 2014;
BOTHA-BRINK et al., 2018; VEIGA et al., 2018). Na UFPE, a professora Juliana
Manso Sayéao lidera pesquisas paleohistologicas com arcossauros do Cretaceo (e.g.,
SAYAO, 2003; ANDRADE; SAYAO, 2014; SAYAO et al., 2016; SENA et al, 2018).

A Paleohistologia ainda € uma ciéncia em amadurecimento e deve evoluir
lado a lado com a pesquisa em histologia 6ssea em vertebrados recentes, sendo a
Unica forma de validar experimentalmente os significados bioldgicos registrados nos
tecidos Osseos para que se possa fazer inferéncias sobre a paleobiologia de
organismos extintos (RICQLES, 2011).

5.2 Estrutura histolégica de ossos de vertebrados

Osso € um tecido esquelético de suporte bastante vascularizado existente na

maioria dos vertebrados, com exceg¢do dos “peixes” sem mandibula atuais
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(lampreias e feiticeiras) e tubarbes. Sendo principal constituinte do esqueleto adulto,
o tecido 6sseo, além de fornecer suporte soélido para o corpo, também protege os
orgédos vitais do cranio e da caixa toracica. O mesmo ainda funciona como depdsito
de medula 6ssea, substancia responsavel pela formag¢édo das células sanguineas e
também como um depésito de célcio, fosfato e outros ions (HALL, 2005;
CHINSAMY-TURAN, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O tecido 06sseo se
origina da mesoderme e das células da crista neural (ectoderme) e consiste
basicamente de uma fase orgénica composta de diferentes tipos celulares
(osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos), e de uma fase inorganica a partir de uma
matriz extracelular mineralizada principalmente com microcristais de hidroxiapatita
(CHINSAMY-TURAN, 2005; CHINSAMY-TURAN, 2012), além de menores
guantidades de ions de bicarbonato, citrato, magnésio, potassio e sodio
(JUNQUEIRA; CARNEIRO 2013).

A deposicdo Ossea ocorre a partir da atividade de células secretoras
chamadas de osteoblastos. Originalmente, a matriz 0ssea secretada por essas
células ndo é mineralizada e se chama osteoide, formado principalmente por
colageno Tipo I, que é o substrato para que ocorra a mineralizacdo do 0sso, além de
outras proteinas como osteocalcina, osteoponina e osteonectina, polissacarideos e
uma rede de vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos (HALL, 2005; CHINSAMY-
TURAN, 2012). Em seguida, quando o osteoide circunda completamente os
osteoblastos em repouso, estes se modificam em ostedcitos, e ocorre a
impregnacao de hidroxiapatita no osteoide para formar o osso (HALL, 2005). Os
ostedcitos se organizam aleatoriamente na maioria dos vertebrados, apesar de
ocorrer 0sso acelular em algumas espécies de peixes (ENLOW; BROWN, 1956;
1958). Quando existentes, essas células ocupam espacos da matriz mineralizada
chamados de lacunas (lacunae), e a comunicacao entre elas ocorrem através de
estruturas denominadas canaliculos (Fig. 2) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O
0sso pode ser modelado, remodelado ou removido pela atividade de células
chamadas osteoclastos, que sédo células grandes e multinucleadas derivadas de
células circulantes no sangue (CURREY, 2002). Nos fdsseis de vertebrados
nenhuma dessas células sdo preservadas e o que fica registrado é apenas o formato
das lacunas dos osteécitos e dos canaliculos na matriz de hidroxiapatita
(FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990).
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Figura 2. llustracdo esquematica mostrando as principais estruturas dentro da organizacao do tecido
0sseo cortical de um Umero humano. Em organismos fésseis, apenas a parte inorganica fica
preservada. Células como os ostedcitos sdo completamente decompostas e apenas as formas das

lacunas e canaliculos ficam preservadas. Adaptado de Junqueira e Carneiro ( 2013).

Com base no nivel de porosidade, a estrutura 6ssea pode ser dividida em
dois tipos: 0sso compacto e 0sso esponjoso (Fig. 3). Caso o volume mineral do
tecido 6sseo seja maior que 50% do seu espaco poroso, 0 0sso € identificado como
compacto. A situacdo contraria caracteriza 0 0SSO COMO esponjoso. A regiao
compacta esta geralmente limitada ao cortex, enquanto a regidao endosteal do 0sso
geralmente é esponjosa e circunda o canal medular (PADIAN; LAMM, 2013). Em
muitos casos, o0 nivel de compactacdo de um 0sso esta relacionado com o modo de
vida do vertebrado e suas adaptacGes funcionais. Dependendo do grau de
preservacao do fossil, é possivel aplicar o mesmo método para vertebrados extintos
(LAURIN et al., 2000; GIRODONT, LAURIN, 2003; KRILLOFF et al.,, 2008;
CHINSAMY-TURAN, 2012).
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Figura 3. Regides compacta (traco amarelo) e esponjosa (trago vermelho) em o0ssos longos de dois
vertebrados fosseis. A. Corte transversal de um fémur UOPB00022 de Metoposaurus diagnosticus
krasiejowensis do Triassico Superior da Polénia. Adaptado de Konietzko-Meier; Klein (2012). B.
Detalhe transversal da ulna UFRGS-PV-0233-P de Provelosaurus americanus. Foto do autor (2017).

A estrutura basica da matriz 6ssea cortical mineralizada € conhecida como
Osteon, uma estrutura de forma circular depositada ao redor dos canais vasculares
simples, que se subdivide em dois tipos: dsteons primarios e secundarios (Fig. 4).

Figura 4. Osteons preservados no tecido 6sseo de uma costela UFRGS-PV-0233-P de Provelosaurus

americanus. A. Osteons primarios na regido periférica do cortex. B. Osteons secundarios na regi&o
perimedular do cortex, note as sucessivas camadas de lamelas ao redor dos canais vasculares. Fotos
do autor (2017)

Os Osteons primarios sdo depositados de forma centripeta em um canal
vascular de pequeno porte aprisionado anteriormente na matriz 6ssea pela atividade
secretora dos osteoblastos (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990); ndo ocorre uma
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delimitagdo por uma linha cementada (HALL, 2005). A quantidade de canais
vasculares e, consequentemente, a quantidade de Osteons primarios refletem as
taxas de deposicdo 6ssea que sdo distintas entre os diferentes grupos de
vertebrados. Os O6steons primarios sdo o arcabouco do tecido 6sseo primario
(CHINSAMY-TURAN, 2005). O tecido 6sseo primario é o primeiro a se formar, sendo
depositado em uma superficie 6ssea pré-existente denominada peridosteo (MARTIN
et al., 1998). A medida que o tecido 6sseo vai envelhecendo ocorre o processo de
formacdo do tecido 6sseo secundario enquanto o tecido priméario é destruido pela
acdo dos osteoclastos. Esse tecido secundario € formado pelos O&steons
secundarios, que sao depositados ao redor de canais vasculares maiores por onde
passa um Unico vaso sanguineo, sendo delimitado por linhas cementadas entre
camadas de lamelas depositadas -circunferencialmente, formando o Sistema
Haversiano (CURREY, 2002; CHINSAMY-TURAN, 2005; HALL, 2005).

5.3 Os modos de ossificacdo e crescimento do esqueleto

Ossificacdo, também conhecida como osteogénese inclui todos os processos
gue acarretam na formacéo do osso, podendo estes ocorrer em varias superficies a
partir da acdo dos osteoblastos. Quando a superficie € uma membrana organica,
diz-se que a ossificagcdo é intramembranosa. Caso ocorra em uma cartilagem
calcificada precursora, o processo € denominado de ossificagcdo endocondral. Pode
ainda acontecer deposicao 0ssea sobre a superficie periosteal do osso, sendo esta
caracterizada por um modo de deposicao centrifugal ou aposicional. Se a deposicéo
0ssea ocorre diretamente em um tecido conectivo pré-existente, como um tendao, a
ossificacdo é metaplastica (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990). A seguir seréo
focados apenas 0s processos responsaveis pela formacdo O0ssea dos elementos
0sseos analisados em Pareiasaurus americanus (0ssos longos e chatos), alvo da
presente dissertacao.

Ossos longos (e.g., fémur, amero, radio, ulna, tibia, fibula e o0s o0ssos
componentes das maos e dos pés) sdo caracterizados por apresentarem
crescimento tanto em comprimento (longitudinal) quanto em diametro (transversal).
Quando o 0sso cresce em comprimento, ocorre o processo chamado de ossificacao

endocondral (Fig. 5), onde a forma cartilaginosa precursora é reabsorvida e entao

24



substituida pela deposi¢do da matriz 6ssea. Ao mesmo tempo, ocorre o crescimento
em diametro, também conhecido por crescimento aposicional de superficie, e outro
processo denominado “drift”, caracterizado por um balanco entre a deposi¢cao 6ssea
subperiosteal e a reabsor¢cdo Ossea na regido endosteal. Para que o formato
cilindrico da diafise seja mantido, ocorre remodelamento 6sseo constante na regiao
da metéfise, a partir da acdo dos osteoclastos, conforme o 0sso vai crescendo em
comprimento (CHINSAMY-TURAN, 2005). Devido a esse remodelamento, que
frequentemente apaga o registro de tecido primario com a substituicdo por tecido
secundario, a regido mais central da diafise € preferencialmente usada na
Paleohistologia (CHINSAMY; RATH, 1992).

Crescimento em comprimento

Metafise em processo
de remodelacao

Metafise remodelada
incorporada
na diafise

—} Crescimento aposicional
(diametro)

Figura 5. Esquema ilustrando o processo de crescimento em 0ssos longos, tanto em comprimento
quanto em didmetro. A medida que o 0sso vai crescendo em comprimento, a regido da metéafise vai
sendo remodelada e incorporada na didfise. Dessa forma, as regides que menos sofrem
remodelamento séo as referentes a diéfise original antes do crescimento. + = deposicdo 0ssea, - =

remodelacéo 6ssea. Modificado de Chinsamy-Turan, 2005).
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Alguns ossos chatos, como as costelas, também apresentam ossificacdo
endocondral a partir de um modelo cartilaginoso que se origina das vértebras e mais
tarde se ossificam (KARDONG, 2012). Ja em outros 0ssos chatos de vertebrados
(e.g., alguns ossos cranianos, claviculas e osteodermas), a ossificacdo ocorre de
forma intramebranosa, que significa que a matriz 6ssea cresce diretamente pela
acdo dos osteoblastos formados do mesénquima. Aqui, a deposicdo O6ssea
predomina em relacdo a reabsorcdo Ossea, tanto na superficie externa quanto
interna, formando duas camadas de cértex que cercam 0 nucleo esponjoso,
estrutura denominada diploe (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990; CHINSAMY-
TURAN, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Em osteodermas, pode ainda
ocorrer um outro tipo de ossificagcdo, chamado metaplastica, que consiste na
ossificagdo direta de um tecido conectivo pré-existente, sem a presenca de uma
superficie cartilaginosa, processo conhecido na formacdo de osteodermas em
répteis (FRANCILLON-VIELLOT, 1990; HALL, 2005).

A medida que ocorre deposi¢do Ossea, 0 processo pode ser continuo ou
ciclico. Quando as condicbes ambientais sdo favoraveis, o 0sso cresce de forma
continua, o que geralmente ocorre de forma rapida, at¢é o0 momento da maturidade
sexual, quando ocorre uma mudanca evidente na matriz do tecido, que se torna
menos vascularizada (FRANCILLON-VIELLOT et al.,, 1990). Esse tipo de
crescimento sem interrupcdes é comum em mamiferos e aves e se caracteriza por
apresentar uma matriz fibrolamelar, que pode mudar para uma matriz paralelo-
fibrosa na medida em que o vertebrado alcanca a maturidade sexual. Vertebrados
gue crescem dessa forma indicam que 0s seus respectivos habitats eram
climaticamente estaveis no decorrer de todo o ano. Dessa maneira, a Unica forma de
observar a historia de vida dos vertebrados que possuem esse tipo de crescimento é
identificar as zonas de transicdo entre os tipos de matriz 6ssea (CHINSAMY-
TURAN, 2012).

Se as condi¢cbes ambientais ndo sdo favoraveis (e.g., baixas temperaturas,
restricdo hidrica), ou ainda a partir dos ritmos biol6gicos endbégenos dos
vertebrados, pode ocorrer o cessamento temporario ou ciclico do crescimento
0sseo, momento registrado com a formacdo de marcas de crescimento anuais
(CASTANET et al., 1993) entre as zonas de tecido 6sseo. Estas marcas de

crescimento sdo compostas de matriz lamelar ou paralelo-fibrosa, e se classificam
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em “annuli” ou “lines of arrested growth” (LAGs). Annuli sdo marcas de crescimento
mais estreitas que as zonas e indicam uma diminuicdo na taxa de deposi¢cédo 0ssea,
sendo geralmente compostas de lacunas de ostedcitos achatadas e com canaliculos
pouco desenvolvidos ou ausentes e mineralizacdo maior que nas zonas
(FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990), enquanto as LAGs (“lines of arrested growth”-
linhas de parada do cresimento), sendo mais mineralizadas que anulli, podem
ocorrer individualmente ou duplicadas (e.g., double LAGs). As LAGs sugerem uma
parada abrupta no crescimento (CHINSAMY-TURAN, 2005). A maturidade sexual
em vertebrados que crescem de forma ciclica é visualizado quando a espessura
entre as zonas e as linhas de crescimento diminui em direcao a periferia do cortex,
(CHINSAMY-TURAN, 2012). O estudo dessas marcas de crescimento € chamado
de esqueletocronologia, bastante util para entender, a histéria de vida dos
organismos. A partir de sua contagem é possivel, em muitos casos, obter a idade
absoluta ou idade minima de um vertebrado (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990).

Outros tipos de paradas abruptas séo registrados por linhas reversas e linhas
de cimento, que ndo sao anuais. As “reversal lines” (linhas reversas) sao observadas
nas superficies de osso reabsorvido, sendo frequentemente associadas com
remodelamento durante a deposicdo 6ssea. Ja as “cement lines” (linhas de cimento)
também estdo relacionadas com o remodelamento 0sseo durante o crescimento.
Entretanto, estas sdo formadas ao redor dos canais vasculares representando
sucessivos periodos de deposicdo de o0sso secundario ao redor dos canais,
formando os Osteons secundarios (CHINSAMY-TURAN, 2012).

Marcas de crescimento sdo comuns em ambientes sazonais (LOOY et al.,
2016), e promovem a estratificacdo cortical do osso, como pode ser observado em
muitos répteis atuais como crocodilos e lagartos, além de mamiferos e aves
(FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990; CHINSAMY-TURAN, 2012). Animais como
mamiferos e aves, sdo conhecidos por apresentarem crescimento determinado, o
gue significa que em determinado momento do desenvolvimento, geralmente apds a
maturidade sexual, o crescimento somatico do 0sso ird cessar completamente,
sendo esse momento registrado pelo aparecimento de um outro tipo de marcas de
crescimento denominadas “rest lines” (linhas descanso) que se sucedem na periferia
do cortex, estrutura denominada EFS - “external fundamental system” (sistema

fundamental externo), também conhecida por OCL - outer circunferential layer
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(camada circunferencial externa) (CHINSAMY-TURAN, 2012). No crescimento
indeterminado, caracteristico de anfibios e muitos amniotas como tartarugas,
crocodilos e lagartos, 0 0sso continua a crescer mesmo apos a maturidade sexual,
ocorrendo apenas uma diminuicdo na taxa de crescimento que se torna muito lenta,
caracterizada por uma matriz 0ssea paralelo-fibrosa ou lamelar (FRANCILLON-
VIELLOT et al., 1990).

5.4 Classificacdo das matrizes 6sseas

Os ossos longos sao formados por uma estrutura cilindrica e compacta
denominada de diafise e duas extremidades robustas e esponjosas formadas por
uma zona de transicdo denominada metafise, além de zonas de articulagédo
conhecida como epifises (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990). As regides centrais
da diafise sdo as principais regides tissulares utilizadas na Paleohistologia para
extrair dados paleobiolégicos, pois essa € a regido que ocorre a menor taxa de
remodelamento, 0 que acarreta em uma preservacdo mais detalhada da historia do
crescimento 6sseo desses elementos (FRANCILLON-VIEILLOT et al. 1990;
HORNER et al. 1999; CHINSAMY-TURAN, 2012).

Os esqueletos dos vertebrados geralmente possuem uma combinagcdo de
tecidos 0sseos que depende de uma variedade de fatores como a fase ontogenética,
a regido O0ssea e o ambiente local. A grande maioria das estruturas que definem os
padrdes de organizacdo Ossea sao preservadas nos fosseis e podem ser
comparadas com as de organismos modernos (CHINSAMY-TURAN, 2005).
Basicamente ocorrem trés tipos de matriz 6ssea: lamelar-zonal, paralelo-fibrosa e
fibrolamelar (Fig. 5), mas ocorrem muitos tipos transicionais entre cada uma delas
(FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990). A organizacdo dessas matrizes reflete a
velocidade de deposicdo Ossea (crescimento) e, consequentemente, permite
inferéncias em relacdo ao metabolismo dos vertebrados (AMPRINO, 1947; STOVER
et al., 1992; MORI et al., 2003).
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100 um

Figura 6. Imagens ilustrando diferentes tipos de matriz 6ssea. A. Osso lamelar em um radio de
Alligator. Note a baixa vascularizacédo e a disposicdo bastante organizada das lacunas de ostedcitos,
tipicos desse tipo de matriz 6ssea. Adaptado de Padian e Lamm (2013). B. Matriz paralelo-fibrosa
pouco vascularrizada no radio UFRGS-PV-0233-P de Provelosaurus americanus. A deposicdo 6ssea
nesse tipo de matriz € mais rapida que a lamelar e apresenta um numero maior de lacunas de
ostedcitos, dispostas de forma mais aleatéria. Foto do autor (2017). C. Matriz fibrolamelar em SAM-
PK-5576, Dicynodon. Observar o nivel de vascularizacdo bastante elevado indicando um crescimento
rapido. As lacunas de ostedcitos sdo mais humerosas que nas matrizes lamelar e paralelo-fibrosa e

estdo espalhadas na matriz de forma completamente aleatdria. Adaptado de Chinsamy-Turan (2012).

A matriz lamelar-zonal (Fig. 5A) é formado por camadas compactadas de
fibras de colageno organizadas em direcdes alternadas. Quando este tipo de matriz
€ visto em um microscopio de luz polarizada, observa-se uma alternancia de feixes
de cor escura e clara, que representa a mudanca de direcdo das fibras de colageno
entre sucessivas camadas (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). Cada uma dessa camadas possuem ostedcitos de formato
achatado e com poucos canaliculos organizados em fileiras (FRANCILLON-
VIELLOT et al., 1990). A deposicdo de uma matriz lamelar ocorre de duas formas:
como feixes paralelos de lamela, denominado de osso lamelar circunferencial, ou,
em forma de cilindros. Este ultimo tipo de deposicdo é o que da origem aos Osteons
primarios e secundarios (CURREY, 2002). A matriz lamelar é a que possui as
menores taxas de crescimento e de mineralizacdo, além de ser pouco vascularizado
ou avascular (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990; CHINSAMY, 2005). E encontrada

principalmente em tartarugas, crocodilos e algumas aves, mas pode ser encontrado
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em mamiferos adultos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A matriz paralelo-fibrosa (Fig. 5B) é semelhante ao lamelar, mas quando visto
no microscopio de luz polarizada ndo apresenta alternancia de cores, ja que a
organizacao das fibras de coldgeno segue uma Unica direcdo. Os ostedcitos também
sdo achatados, mas podem se distribuir em fileiras ou aleatoriamente; ainda ha certo
grau de organizagdo (CHINSAMY-TURAN, 2012). Por ter uma maior vascularizagao
e uma taxa de deposi¢cdo mais alta que a lamelar-zonal, mesmo que ainda baixa em
relacdo ao tecido fibrolamelar, a matriz paralelo-fibrosa é considerada intermediaria
entre o osso lamelar e o fibrolamelar (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990).

A matriz fibrolamelar (Fig. 5C) € a que esta relacionada com uma taxa de
crescimento bastante acelerada, que é frequentemente encontrada em vertebrados
imaturos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) como em aves e nos mamiferos
modernos, e também em varios grupos extintos, como alguns dinossauros,
pterossauros, cinodontes e dicinodontes. A matriz fibrolamelar ja foi relacionada com
endotermia de dinossauros, mas devido aos inumeros registros em amniotas
modernos e extintos tidos como ectotérmicos (e.g., crocodilos juvenis,
“pelicossauros”, gorgonopsios e dicinodontes), essa correlacdo ndo € mais utilizada
(CHINSAMY, 1997). A matriz fibrolamelar é caracterizada pela disposicao
desorganizada das fibras de colageno (CHINSAMY-TURAN, 2012), seus ostedcitos
apresentam um formato globular ou arredondado, sdo numerosos e estdo
distribuidos aleatoriamente pela matriz 6ssea (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990;
CHINSAMY-TURAN, 2005; CHINSAMY-TURAN, 2012). Ocorre também uma grande
guantidade de Osteons primarios, cuja organizacdo reflete diferentes tipos de
classificacdo de tecido 6sseo fibrolamelar: a) laminar b) plexiforme c) reticular d)
radial (Fig. 6).
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Figura 7. llustracdo esquematica dos diferentes tipos de matriz fibrolamelar baseado na organizacéo

dos Osteons primarios: A. Laminar B. Plexiforme C. Reticular D. Radial. Adaptado de Francillon-Viellot
et al. (1990).

a)

b)

Laminar (Fig. 6A): Os Osteons primarios sao dispostos em fileiras longitudinais
paralelas a circunferéncia do elemento 6sseo (CHINSAMY-TURAN, 2012).
Aparece em maior parte no cortex primario depositado durante a fase de
crescimento ativo em grandes vertebrados terrestres. Esse tipo de matriz
fibrolamelar j4 foi descrita na diafise de muitos mamiferos, terapsidos néo-
mamiferos e dinossauros (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990).

Plexiforme (Fig. 6B): Os Osteons primarios também possuem um arranjo
circunferencial como na matriz laminar, mas as conexdes entre os Osteons
primarios ocorrem geralmente de forma radial (CHINSAMY-TURAN, 2005;
2012). E ainda mais vascularizado que o osso laminar. Ha ocorréncia desse
tipo de tecido no coértex de ossos longos de dinossauros saurdpodes e em
mamiferos artiodactilos de grande porte. E relacionado com rapida e normal
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deposicdo de camadas de osso compacto (FRANCILLON-VIELLOT et al.,
1990).

c) Reticular (Fig. 6C): Difere dos padrbes laminar e plexiforme por apresentar
mais conexdes entre 0s Osteons primarios que frequentemente se
anostomosam de forma obliquia, resultando numa rede tridimensional de
organizacdo aleatéria (CHINSAMY-TURAN, 2005; 2012). E associado com
rapida deposicdo de quantidades relativamente modestas de 0sso primario
compacto. E encontrado geralmente no osso compacto de algumas aves e de
pterossauros (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990).

d) Radial (Fig. 6D): Caracteriza-se por apresentar a organizacdo dos Osteons
primarios de forma radial (CHINSAMY-TURAN, 2012). A deposicdo da matriz
O0ssea ocorre de forma muito mais rapida que nos tipos de tecidos 0sseos
anteriores (FRANCILLON-VIELLOT et al., 1990). Esse tecido ja foi encontrado
em aves modernas como pinguins e galinhas e em dinossauros como o
ornitépode Maiasaura (CUBO et al., 2015).

5.5 Os Pareiasauria

Os Parareptilia foram bastante diversos e geograficamente bem distribuidos
durante o Permiano, com a maioria dos seus taxons encontrando a extincéo no final
desse periodo (TSUJI, 2011). Dentro de Parareptilia encontram-se 0s enigmaticos
pareiassauros, um grupo de tetrdpodes que incluem alguns dos maiores (de 1m a
3,5m do focinho a ponta da cauda) herbivoros do Meso-Neopermiano (LEE, 1997a),
com espécies que podem ser encontradas principalmente na Africa do Sul e na
Russia, e em menor nimero na China, Brasil, Alemanha, Escdcia, Nigéria, Marrocos,
Tanzania e Zambia (ARAUJO, 1985a; TSUJI, 2011). Eles alcancaram uma
diversidade taxonémica razoavel em um curto periodo de tempo, tornando-se um
dos poucos grupos de amniotas a possuirem distribuicdo cosmopolita (TSUJI, 2011).
O grupo, apesar de ter sobrevivido a um pulso de extincdo no Guadalupiano, nao
conseguiu sobreviver ao evento de extincio em massa do Permiano/Tridssico
(RUTA et al., 2011).

Os pareiassauros podem ser identificados por uma combinacdo Unica e
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distinta de caracteristicas. Entre algumas delas estdo: a presenca de uma bossa no
0sso angular da mandibula, que frequentemente se alonga formando um “chifre”,
cujo tamanho varia entre os taxons do grupo; astrdgalo e calcaneo fundidos no
tarso, que juntos formam uma estrutura em forma de bloco (LEE, 1997a); cranio com
condicao anapsida; e a presenca de dentes em forma de folha, cada um possuindo
cinco ou mais cuspides (REISZ; SUES, 2000). O formato dos dentes sugere que 0S
pareiassauros eram herbivoros que se alimentavam de vegetagdo macia (BENTON,
2014).

Outra caracteristica marcante dos pareiassauros € a ocorréncia de
osteodermas, que nas formas mais basais localizavam-se em fileira Unica ao longo
dos arcos neurais das vértebras dorsais. As formas basais sdo conhecidas por
possuirem 0s maiores tamanhos corporais do grupo. As formas de tamanho
intermediario apresentam osteodermas espalhados por todo dorso, mas de forma
esparsa. Ja os pareiassauros mais derivados, que geralmente possuem um tamanho
corpéreo bastante reduzido em comparacdo com as formas basais, possuem
osteodermas distribuidos ao redor de todo o dorso, que se fundem formando uma
carapaca, e em algumas regides dos membros (LEE, 1997a, b; SCHEYER;
SANDER, 2009; CANOVILLE; CHINSAMY, 2017). Essa tendéncia na reducdo de

tamanho e aumento do numero de osteodermas € ilustrado na figura 8.

Figura 8. Modelo morfolégico esquematizando a tendéncia evolutiva nos pareiassauros (indicada
pelo sentido da seta). Observa-se que essa tendéncia se inicia com formas robustas e esparsamente
encouracadas para formas menores com carapacas dorsais completas. Adaptado de Lee (1997a) e
Scheyer e Sander (2009).
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Até a revisdo taxonémica realizada por Lee (1997a), Pareisauria possuia 49
géneros. Segundo o autor, isso ocorreu devido a forma equivocada com que 0s
pesquisadores da metade do século XX costumavam denominar novos géneros,
baseados unicamente em caracteres cranianos. Apoés a revisdo (Lee, 1997a), notou-
se que muitas espécies nomeadas correspondiam a estagios ontogenéticos
diferentes de uma mesma espécie, ou pertenciam a outro grupo. Mesmo com a
identificacdo de duas novas espécies feita por Lee (1997a), o niUmero de géneros
diminuiu para apenas 19. ApGs isso, uma nova revisao taxénomica foi feita por Tsuiji
(2011) (Fig. 9), onde foram identificadas mais duas novas espécies totalizando 21
espécies conhecidas. Outras revisdes taxondmicas tém sido feitas a medida que
novos fésseis sdo encontrados (e.g., TSUJI, 2013; TURNER et al, 2015; XU et al.,
2015; BENTON, 2016), mas nenhuma tdo detalhada como as realizadas por Lee
(1997a) e Tsuji (2011). Cannovile e Chinsamy (2017), apontaram, a partir de dados
ostéohistolégicos, que o numero de espécies de pareiassauros tem sido
subestimado, sugerindo que uma nova revisdo taxonémica bem detalhada deveria
ser feita.

Devido as controvérsias relacionadas a taxonomia desse grupo, estudar a sua
paleobiologia tem se mostrado desafiante. Somam-se a isso a falta de vertebrados
analogos modernos para comparacoes e a dificuldade de resolver suas afinidades
filogenéticas com os demais Parareptilia (TSUJI et al.,, 2012). Assim, aspectos
biolégicos como variabilidade ontogenética, estratégias de crescimento e modo de
vida dos pareiassauros ainda estdo subexplorados. Até entdo, poucos trabalhos
foram realizados com pareiassauros utilizando a paleohistologia, ferramenta que
vem sendo aplicada rotineiramente para acessar esses aspectos paleobioldgicos em
diversos outros grupos de vertebrados (p.e., RICQLES, 1974, 1976a,b; KRILOFF ET
AL., 2008; SCHEYER e SANDER, 2009; LYSON et al., 2013, 2014; TSUJI et al.,
2015; LOQY et al., 2016, CANNOVILE e CHINSAMY, 2017).
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Figura 9. Cladograma geral de Pareiasauria. Provelosaurus americanus, estudado nesse trabalho, se
encontra como taxon-irmédo dos pareiassauros “andes” Nanoparia, Anthodon e Pumiliopareia. Os
ndmeros entre parentéses significam os respectivos morfétipos (1-formas basais, 2- formas
intermédiarias, 3 - formas derivadas) encontrados em Pareiasauria, ilustrados a direita, os quais
foram descritos na figura anterior. O esqguema do 0sso com um traco no centro representa quais
espécies j4 foram paleohistologicamente amostradas. * = morfotipo especulado, sem acesso

completo aos osteodermas da espécie. (Modificado de TSUJI, 2011 e Canoville e Chinsamy, 2017).
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5.6 Provelosaurus americanus

Sistematica Paleontolégica

REPTILIA Laurenti, 1768

PARAREPTILIA Olson, 1947 (sensu deBraga & Reisz, 1996)
PAREIASAURIDAE Seeley, 1888

Provelosaurus americanus (Araujo, 1985a) (Fig. 10)

Figura 10. Cranio do holétipo UFRGS-PV-0231-P, a esquerda, e reconstrucdo de um individuo de

Provelosaurus americanus, a direita. Sem escala. Foto: Cesar Leandro Schultz. Arte: Felipe A. Elias

Durante o verdo de 1979, em uma coleta de campo liderada pelo Dr. Méario
Costa Barberena, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foram
encontrados os primeiros fésseis pertencentes a um pareiassauro na Ameérica do
Sul. O material foi encontrado na BR-153, km 204, em afloramento localizado na
estrada que conecta o municipio de Bagé e Acegud, no Rio Grande do Sul, Brasil
(Fig. 11). Estas camadas sao relacionadas a formacédo Rio do Rasto, Permiano
Médio-Superior do Rio Grande do Sul (HOLZ et al., 2010). Esse material, consistindo
do holo6tipo e paratipo, foi catalogado, respectivamente, como UFRGS-PV-0231-P
(cranio sem mandibula, escapula, coracoide e umero direito) e UFRGS-PV-0232-P
(cintura pélvica direita). Em expedi¢des subsequentes, a 600 metros do afloramento
onde foram encontrados os dois primeiros espécimes, foram coletados novos
materiais, correspondentes ao esqueleto axial e apendicular da mesma espécie,
catalogados como UFRGS-PV-0233-P (ARAUJO, 1985a).
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Figura 11. Momento da coleta do hol6tipo UFRGS-PV-0231-P de Provelosaurus americanus por

pesquisadores da UFRGS em 1979 (a esquerda), e o panorama do afloramento (foto atual) em que o

material foi encontrado (a direita). Foto da esquerda de Luiz E. Lavina.

A espécie Pareiasaurus americanus foi erigida por Araujo (1985a) com base
no hol6tipo e paratipo, sendo descrita em detalhe em uma série de trabalhos
publicados nos Anais da Academia Brasileira de Ciéncias (ARAUJO, 1985b;
ARAUJO, 1986a; ARAUJO, 1986b; ARAUJO, 1987; ARAUJO-BARBERENA, 1989a;
ARAUJO-BARBERENA, 1989b). O novo taxon recebeu o nome de Pareiasaurus
americanus devido as semelhancas morfolégicas com Pareiasaurus serridens da
Africa do Sul. Mais tarde, Lee (1997a) sugeriu a transferéncia de género dessa nova
espécie, pois em sua andlise filogenética, Pareiasaurus americanus nao foi
considerado estreitamente relacionado com Pareiasaurus serridens. Assim, uma
mudanca para o nome atual, Provelosaurus americanus, foi proposta com o objetivo
de eliminar géneros polifiléticos.

O nome Provelosaurus americanus € derivado do Ilatim (pro=antes,
velo=cobertura) e refere-se a observacdo de que este taxon € intermediario entre 0s
pareissauros mais basais (0s quais apresentam tamanhos massivos e uma
armadura com poucos osteodermas) e as formas mais derivadas (também
conhecidas como “pareiassauros andes”, que possuem uma carapaga formada por
osteodermas fusionados entre si). Dessa forma, P. americanus se configura como
um animal de tamanho intermediario (aproximadamente 1 metro de comprimento),
com osteodermas ndo fusionados espalhados por todo o corpo, ndo formando uma
carapaca. Filogeneticamente, P. americanus forma um grupo monofilético com os

“pareiassauros andes” Anthodon, Nanoparia e Pumiliopareia (LEE, 1997a).
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Malabarba et al. (2003) relataram a ocorréncia de fragmentos do cranio de um
pareiassauro (MCP4263PV) na localidade Posto Queimado, municipio de Sao
Gabriel, Rio Grande do Sul, identificando-os como pertencendo a P. americanus. O
menor tamanho comparado aos materiais de Acegua levaram os autores a atribuir
um estado ontogenético juvenil ao novo espécime. A descricdo deste material foi
realizada por Cisneros et al. (2005), os quais diagnosticaram o género de forma
mais detalhada que Lee (1997a), confirmando a posicdo da espécie dentro do
género Provelosaurus e identificando as seguintes autapomorfias: quadradojugal
com uma superficie ventrolateral longa, com duas bossas cilindricas proeminentes
localizadas distalmente e um esquamosal expandido dorsoventralmente. Os ultimos
materiais de P. americanus coletados foram preliminarmente descritos por Melo e
Cisneros (2008) provenientes de Acegua. O espécime (UFRGS-PV-353-P) conta
com cinco vértebras (inclundo atlas, axis e cervicais) e um ramo mandibular
esquerdo com denticdo. Ainda existem outros materiais inéditos de Acegua
aguardando descricao.

Provelosaurus americanus € proveniente do Membro Morro Pelado da
formacéo Rio do Rasto, a qual possui um significativo registro fossil de vertebrados.
Litoestratigraficamente, a formacédo Rio do Rasto localiza-se na porcao superior do
Grupo Passa Dois, sendo limitada por contatos transicionais com as formacdes
Teresina, na base, e Piramboia, no topo. As espessuras dessa unidade variam de
acordo com a localidade na Bacia do Parana, com o menores tamanhos ocorrendo
nas regides marginais e com progressées em direcdo ao interior (WARREN et al.,
2008). A formacdo Rio do Rasto integra a Supersequéncia Gondwana | (MILANI,
1997) na Bacia do Parana e é datada como Permiano Médio-Tardio baseando-se
em faunas de tetrapodes (BARBERENA et al., 1980, 1985, 1991; CISNEROS et al.,
2012; BOOS et al.,, 2016). Seus afloramentos se estendem extensivamente do
estado do Parana ao estado do Rio Grande do Sul, formando um cinturdo rochoso
de aproximadamente 1000 km (DIAS e BARBERENA, 2001). O ambiente
deposicional do Membro do Morro Pelado possui diferentes interpretacdes. Castro e
Medeiros (1980) consideraram o ambiente como um sistema fluvial meandrante a
mixohalino, enquanto Lavina (1991) e Rohn (1994) interpretaram como ambientes
deltaicos e edlicos. Em interpretacdes mais recentes, o ambiente deposicional do

Membro Morro Pelado é descrito como a parte distal de um delta aluvial, com vastos
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depositos fluviais coalescentes, incluindo a deposicdo de extravasamento de diques
marginais e, pontualmente, canais fluviais rasos, além de dunas edlicas (Rohn et al.,
2005; Warren et al., 2008; Ferreira-Oliveira & Rohn, 2010).

Como j& mencionado, P. americanus € o Unico registro de Pareiasauria em
continente americano. Araujo (1985a) correlacionou as camadas de Acegua
contendo os materiais referentes a este pareiassauro com a fauna da Zona de
Assembleia de Daptocephalus (Longipiano) da Série Beaufort Inferior, da Bacia do
Karoo, Africa do Sul. Essa correlacdo se deu devido a suposta similaridade de
caracteres osteoldgicos entre Provelosaurus americanus e Pareiasaurus serridens e
outros pareiassauros que ocorrem nessa Zona. Entretanto, apés Lee (1997a)
considerar P. americanus taxon-irmao dos “pareiassauros andes” da Africa do Sul,
Langer (2000) correlacionou a espécie brasileira com a Zona de Assembleia
Tapinocephalus (Guadalupiano) da Africa do Sul, devido a ocorréncia de Anthodon,
Nanoparia e Pumiliopareia nessa mesma zona. Apos a descoberta de Provelosaurus
em Posto Queimado (Sdo Gabriel), que ja contava com registros de dinocefalios,
Malabarba et al. (2003) correlacionaram as faunas de Acegua e Posto Queimado,
postulando também uma idade guadalupiana, compativel com a Zona de
Assembleia de Tapinocephalus, onde igualmente pareiassauros e dinocefalios séo
registrado em conjunto.

Até o presente momento, apenas estudos de implicacdo taxdnomica,
filogenética e bioestratigrafica foram realizados com Provelosaurus americanus e

dessa forma, sua paleobiologia € praticamente desconhecida.

5.7 Estudos paleohistolégicos em Pareiasauria

Os primeiros trabalhos ésteo-histolégicos em pareiassauros foram realizados
por Armand de Ricqgles (1974b, 1976), com 0os géneros Bradysaurus e Pareiasaurus
serridens. A amostra era bastante limitada, consistindo de fragmentos da regido da
diafise de ossos longos e seu padrédo 6sseo foi descrito como lamelar-zonal. Ricgles
(1978b) descreveu esse tipo de tecido 6sseo como moderadamente  ou
extremamente vascularizado (dependendo do estagio ontogenético) com regides de
annuli avascular, o que sugere que o animal possuia uma rapida, mas ciclica, taxa

de deposicdo Ossea. A regido perimedular do cértex foi relatada como sendo
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extremamente remodelada e a cavidade medular preenchida completamente por
tecido esponjoso. Ricglés (1974b) também analisou fragmentos de costelas e
encontrou um padrao completamente diferente do dos 0ssos longos, apresentando
remodelamento Haversiano e o canal medular possuindo ou ndo 0SSO esponjoso.

Ap6s um longo hiato de estudos paleohistolégicos em pareiassauros, Kriloff et
al. (2008) tentaram inferir o modo de vida para o género Pareiasaurus, anteriormente
considerado como semi-aquatico (PIVETEAU, 1955). Apés validar a utilizacdo de
variaveis, como nivel de compactacdo éssea da tibia de anfibios modernos em
modelos discriminantes para inferir o estilo de vida de organismos extintos, baseou-
se nos resultados fornecidos por esses modelos, concluindo que Pareiasaurus era,
de fato, aquético. Os autores, entretanto, considerando que outros taxons de
pareiassauros foram interpretados como terrestres com base na fauna encontrada
geralmente associada com esses, decidiram considerar Pareiasaurus como semi-
aquatico.

Scheyer e Sander (2009) descreveram pela primeira vez a histologia 6ssea de
osteodermas de trés géneros de pareiassauros: Bradysaurus, Pareiasaurus e
Anthodon, todos encontrados em continente africano. A analise da microestrutura
O0ssea desses elementos permitiu determinar sua origem como intramembranosa e
essa condicao foi hipotetizada como presente em toda a linhagem. Foi realizada
também a comparacdo com osteodermas de tartarugas, devido a alguns autores
considerarem Pareiasauria como o grupo que deu origem as tartarugas (e.g., LEE,
1997hb). Entretanto, foi observado que poucos caracteres sdo compartilhados entre
0s osteodermas desses dois grupos, e hoje € quase consensual que tartarugas
estdo inseridas em Diapsida, com base em dados morfolégicos e moleculares (e.g.,
CRAWFORD et al., 2013; SCHOCH; SUES, 2015). Os autores, por fim, utilizaram o
software Bone Profiler para tentar inferir o estilo de vida baseado no nivel de
compactacdo Ossea dos osteodermas, ndo havendo, contudo, uma conexao
evidente.

Looy et al. (2016), utilizaram a paleohistologia em fragmentos 0sseos
referentes ao pareiassauro nigeriano Bunostegos como evidencia biologica para a
ocorréncia de mudancas climaticas extremas durante o final do Permiano. Assim
como outros pareiassauros previamente estudados, Bunostegos exibiu uma matriz

Ossea fibrosa e uma grande quantidade de canais vasculares o que indica que esses
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animais apresentavam uma rapida taxa de deposicdo 6ssea durante a fase juvenil e
metabolismo ativo. Entretanto, a presenca de LAGS, sugeriu que eles viviam sob
constante flutuagbes climéaticas. Os autores consideraram que como 0S
pareiassauros ja foram considerados semi-aquaticos, a presenca de LAGs poderia
indicar uma possivel mudanca anual nas reservas hidricas locais.

O trabalho mais recente envolvendo a histologia 6ssea de pareiassauros foi
promovido por Cannovile e Chinsamy (2017), utilizando uma amostra extensiva de
diferentes ossos longos (fémur, imero, radio, tibia e fibula) e costelas de géneros da
Africa do Sul (e.g., Bradysaurus, Embrithosaurus, Pareiasaurus, Anthodon),
representativa tanto taxonomicamente quanto estratigraficamente. Devido ao
tamanho razoavelmente grande dos ossos longos, e visando evitar maiores danos
ao material, os autores optaram por utilizar a técnica de perfuracédo de nucleo (core
drilling) na maior parte dos elementos amostrados.

A microestrutura 6éssea da maioria dos 0ssos longos mostrou-se similar em
todos os pareiassauros amostrados por Cannovile e Chinsamy (2017), apresentando
a regido medular com uma densa rede de tecido esponjoso, consistindo
basicamente de trabeculae secundaria. O cortex sofre intenso remodelamento,
principalmente na regido ventral dos ossos longos. Dessa forma, o cortex compacto
apresenta-se como uma fina camada, sendo um pouco mais espessa na regiao
dorsal. No cortex periferico de alguns dos espécimes seccionados foi possivel
visualizar uma espessa camada de osso lamelar avascular, interrompida por linhas
de crescimento apresentando um espagco muito pequeno entre elas, indicando que o
animal ja tinha atingido a maturidade sexual e diminuido o ritmo de crescimento.

Assim como Ricqglés (1974), todas as costelas seccionadas apresentaram
0sso Haversiano denso, com varias geracdes de 6steons secundarios de diferentes
formatos e orientacdes. Esse padrdo também foi observado na fibula de Anthodon.

Apesar das similaridades, algumas diferencas foram encontradas nos
diferentes elementos, como a taxa de deposicdo o6ssea e intensidade de
remodelamento 6sseo, comprovando que existem taxas de crescimento
diferenciadas entre o0s elementos e variadas limitacbes mecéanicas. Outra
observacdo € que a quantidade de tecido 6sseo secundario é mais intensa em
organismos adultos que juvenis.

Este abrangente trabalho de Cannovile e Chinsamy (2017) forneceu uma
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base de dados robusta sobre os aspectos microestruturais de varios elementos
0sseos de diversos taxons de pareiassauros em distintos estdgios ontogenéticos, o
que é sempre recomendavel em um estudo paleohistolégico, porém nem sempre

possivel.

5. ANALISE INTEGRADORA

O artigo apresentado na Parte |l dessa dissertagdo, intitulado “Bone
microstructure of the pareiasaur Provelosaurus americanus from the Middle/Late
Permian of southern Brazil”, submetido ao periédico Historical Biology € o primeiro
estudo de cunho paleobioldgico referente a Unica espécie de Pareiasauria do
continente americano, Provelosaurus americanus e, portanto, todos os dados

apresentados sao inéditos.

No artigo sdo apresentadas descricdes Osteo-histoldégicas de varios 0ssos
longos, um fragmento de costela e osteodermas do espécime UFRGS-PV-0233-P
proveniente da Formacdo Rio do Rasto, Rio Grande do Sul, Brasil. Os principais

resultados e conclusfes serdao apresentados a seguir:

Todos os ossos longos analisados (radio, ulna, tibia, fibula e metatarsal)
apresentaram na zona endosteal uma matriz 6ssea bastante remodelada com a
presenca de muitos 0steons secundarios, o que acarretou na destruicdo de parte do
registro de crescimento de UFRGS-PV-0233-P. O restante do cortex € caracterizado
por tecido Osseo primario paralelo-fibroso alternado algumas vezes com tecido
lamelar zonal, ambos pouco vascularizados e com varias linhas de crescimento
(nimero maximo de linhas foi encontrado na ulna, contabilizando 13), caracteristico
de animais que estdo crescendo de forma lenta. E dificil discernir se a
vascularizacdo de fato diminui em direcdo a periferia do tecido 6sseo. Da mesma
forma, o espacamento entre as LAGs se da de forma irregular, ndo sendo possivel
identificar se a maturidade sexual havia sido atingida, apesar do baixo ritmo de
crescimento. Esse conjunto de dados indica que UFRGS-PV-0233-P era um

individuo sub-adulto no momento de sua morte. A auséncia de um “External
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Fundamental System”, presente em pareiassauros completamente adultos, a
presenca de canais vasculares e de tecido paralelo-fibroso na regido periférica do
cortex, sugerem que O crescimento somatico ainda ndo tinha cessado
completamente, apesar de estar ocorrendo com taxas de deposicdo O0ssea muito
baixas.

O fragmento de costela também se apresentou bastante remodelado na
regido mais interna do coértex, com muitos Osteons secundarios; seguindo em
direcdo a zona subperiosteal, ocorre a presenca de uma matriz paralelo-fiborosa com
muitas lacunas de ostedcitos, estratificada por LAGs. Nesse elemento foi registrado
o maior numero de linhas de crescimento, totalizando 14. Na ulna analisada 13
LAGs foram contabilizadas, mostrando que mais de uma duzia de ciclos de parada
de crescimento/deposicdo Ossea foram preservados. A presenca dessas linhas
indica que anualmente ocorriam interrupcdes no crescimento, provavelmente por
motivos ambientais como, por exemplo, escassez hidrica, que era algo comum
durante o periodo Permiano e que esta em acordancia com a tendéncia a aridizacao
observada nas rochas do membro Morro Pelado da Formacdo Rio do Rasto
(MILANI, 1997; HOLZ et al., 2010). Como algumas linhas podem ter sido apagadas
na area em que ocorreu remodelamento, tanto na costela quanto na ulna, infere-se
gue este individuo morreu com uma idade minima de 14 anos.

Os osteodermas apresentaram muitas areas infiltradas com oxido de
manganés, o que dificultou a visualizacao de algumas regides. Entretanto uma visao
geral da microestrutura permitiu a observacdo de muitas estruturas. A visualizacéo
do cortéx interno so foi possivel em um dos osteodermas (o osteoderma 2), que
apresentou tecido paralelo-fibroso com algumas linhas de crescimento. Acima do
cortex interno, observou-se um nucleo extremamente remodelado e com muitas
cavidades, proporcionando um aspecto esponjoso com poucos resquicios de tecido
primario e 6steons primarios. Acima do nucleo encontra-se um cortex externo quase
avascular, com auséncia de linhas de crescimento no osteoderma 1, mas possuindo
4 LAGs no osteoderma 2 mas apresentando algumas regifes de tecido primario
paralelo-fibroso. Essa estrutura trilaminar conhecida como diploe, e que é
encontrada em osteodermas de outros vertebrados, por exemplo, tartarugas
(SCHEYER et al., 2017), fitossauros, aetossauros (SCHEYER et al., 2014) e

mamiferos pampaterios (WOLF et al., 2011), é inédita para o clado Pareiasauria. No
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Unico estudo realizado com osteodermas de pareiassauros, a estrutura destes foi
descrita como sendo composta por uma base interna achatada e um cértex externo
convexo, com a ocorréncia de paquiostose em ambas as regides e com a auséncia
de uma zona de transicao entre essas duas areas. Esta configuracéo indicou a ndo
ocorréncia de uma estrutura diploe para o clado Pareiasauria. Dessa forma, o tipo
de ossificagdo proposta para o0s osteodermas dos pareiassauros foi o
intramembranoso, ja& que, com excecao das fibras de Sharpey, ndo foi encontrada
nenhuma outra estrutura que indicasse ossificacdo metaplastica. A existéncia de
diploe sugere que ossificacdo metaplastica pode ter ocorrido pelo menos nos
estagios iniciais de desenvolvimento dos osteodermas de P. americanus.

Mesmo tratando-se de dados oriundos de apenas um individuo, com exce¢ao
dos osteodermas estudados, a histologia 6ssea de Provelosaurus americanus €
consistente com o padrdo encontrado em todas as espécies de pareiassauros ja
estudadas, consolidando os padrdoes de crescimento dentro do grupo. Estudos
histolégicos em P. americanus completos a partir de uma série ontogenética ainda
sdo impossibilitados uma vez que 0s Unicos espécimes tidos como juvenis sdo a
cintura pélvica UFRGS-PV-0232-P e fragmentos do cranio (MCP4263PV),

dependendo, portanto, de novos achados.
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Bone microstructure of the pareiasaur Provelosaurus americanus from the

Middle Permian of southern Brazil

Provelosaurus americanus from the Guadalupian (Middle Permian) of Brazil, is the
only species of pareiasaur known from South America and the studies related to it are
limited to anatomical descriptions. This is the first life history study of this species.
Using paleohistology, a reliable tool to investigate the life history of extinct vertebrates,
we examined the microstructure of limb bones, a rib fragment and osteoderms of a
specimen of P. americanus. Our results show that the bone tissues of this specimen
comprise poorly vascularized parallel-fibered and sometimes lamellar-zonal bone
interrupted by growth marks indicating relatively slow, cyclical growth. This is
consistent with the pattern of other somatically mature pareisaurs from South Africa.
However, the space between the LAGs are irregular and there is no clear decreasing in
vascularity toward the periphery of the bone, suggesting a sub-adult ontogenetic stage
to P. americanus. The osteoderms sampled present a trilaminar structure consisting of a
diploe composed of a cancellous core surrounded by two cortical layers. A diploe is
absent from the osteoderms of previously studied South African pareiasaurs. The
osteogenesis of the osteoderms is intramembraneous, but a metaplastic ossification
during the early developmental stages cannot be ruled out, due to extensive remodeling

in the central core.

Keywords: Parareptilia; Pareiasauria; Osteohistology; Life history; Growth record;

Dermal armor.

Introduction

Pareiasauria comprises a monophyletic clade of herbivorous basal amniotes (Parareptilia)
from the Middle and late Permian (Wordian-Changhsingian), which includes 21 species (Lee,
1997; Tsuji, 2011; Canoville and Chinsamy, 2017)). Fossils of the group are found mainly in
South Africa and Russia, but several specimens have also been located in China, Brazil,
Germany, Scotland, Niger, Morocco, Tanzania and Zambia (Araujo, 1985; Lee, 1997; Tsuji,
2011). Their evolution is marked by three general morphotypes: (a) basal forms of large size

(2.5-3.5 meters) with a few isolated osteoderms above the vertebral column; (b) pareiasaurs of
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medium to large size (1-2.5 meters) with sparse dermal armour covering the dorsal surface
and limbs; and (c) highly derived forms, also called “dwarf pareiasaurs”, of small size (up to 1
meter) and a full dorsal carapace comprising fused osteoderms (Lee, 1997; Scheyer and
Sander, 2009; Canoville and Chinsamy, 2017). Their “leaf-like” dentition suggests that they
were soft plant eaters. Although initially thought to be the sister group of turtles (Lee, 1997),
recent phylogenetic analyses indicate a closer relationship with the nycteroleterids (Tsuji,
2011; Benton, 2014). Pareiasaurs succeeded as key components of late Permian ecosystems,
before disappearing during the Permo-Triassic Mass Extinction (Benton, 2014; Smith and
Botha-Brink, 2014).

In South America, the group is restricted to one known species, remains of which have
been recovered from outcrops in the Rio do Rasto Formation (Guadalupian-Longipian), in the
localities of Acegua and Sao Gabriel, both in the Rio Grande do Sul state of Brazil (Aradijo,
1985; Malabarba et al., 2003). The holotype (UFRGS-PV-0231-P) and referred material
(UFRGS-PV-0232-P and UFRGS-PV-0233-P) were initially described in a series of studies
(Araujo, 1985a; Araujo, 1985b; Araujo, 1986a; Araujo, 1986b; Aradjo, 1987; Araujo-
Barberena, 1989a; Araujo-Barberena, 1989b). Araldjo (1985a) named the specimen
Pareiasaurus americanus due to the alleged morphological similarity with Pareiasaurus
serridens from South Africa. A decade later, Lee (1997) proposed the new genus
Provelosaurus arguing that P. americanus is more closely related to the “dwarf pareiasaurs”
Anthodon, Nanoparia and Pumiliopareia than P. serridens. Cisneros and Abdala (2005)
provided a more complete diagnosis, confirming the placement of the Brazilian pareiasaur in
the genus Provelosaurus.

Despite several morphological studies, little is known about the paleobiology of
pareiasaurs. Additionally, the absence of analogous extant animals limits the deductions that

can be made about their life history (Canoville and Chinsamy, 2017). Bone histological
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analysis is a reliable tool for accessing biological aspects of extinct organisms such as growth
strategies, ontogenetic age, bone depositional rates and lifestyle adaptations, boosting the
classical data provided by morphological descriptions (Francillon-Vieillot et al., 1990; Horner
et al. 1999; Chinsamy-Turan, 2012; Sayao, 2014). Although the organic components of bones
decompose during fossilization, the inorganic matrix generally preserves the size and shape of
the osteocyte lacunae and vascular canals, as well as the orientation of the collagen fibers,
allowing inferences about the growth of an extinct animal to be made (Francillon-Vieillot et
al., 1990).

A large histological database of both extant and extinct organisms is required to make
reliable deductions about the biology of a clade (Ricqles, 2011). Compared with other groups
(e.g., Dinosauria, Pterosauria and Therapsida), the bone histology of Pareiasauria is not well
explored (e.g. Ricqlés, 1974, 19764, b; Kriloff et al., 2008; Scheyer and Sander, 2009; Tsuji et
al., 2015; Looy et al., 2016). Only recently was a comprehensive study on a large sample of
pareiasaurs from South Africa conducted by Canoville and Chinsamy (2017). Although
taxonomic uncertainties limited their conclusions, the bones analysed in their study (limb
bones and ribs) showed that the medullary cavities are generally filled by loose to dense
spongiosa composed mostly of secondary trabecular bone. Cortices are usually relatively thin
(depending on the element sampled) and comprise parallel-fibered and/or lamellar-zonal
bone, indicating a relatively slow, and cyclical growth pattern. Its bone histology shows a
cyclical but reasonable fast growth (but not as fast as in fibrolamellar bone) during early
ontogeny characterized by a well-vascularized bone matrix alternated with narrow annuli or
LAGs. Later in development, probably with the attaintment os sexual maturity, growth
slowed down changing to a poorly vascularized or avascular bone alternated with several
closely spaced resting lines in the outer cortex.

Here, we provide the first osteohistological description of several postcranial elements
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and osteoderms of the pareisaur Provelosaurus americanus Aradjo, 1985 from southern
Brazil. The data from this study provides new life history information on a pareiasaur from

Brazil and adds to the knowledge on pareisaur biology in general.

Geological setting

Stratigraphically, the Provelosaurus specimens belong to the Morro Pelado Member of Rio
do Rasto Formation (Gordon, 1947), which crops out in three states of southern Brazil,
Parang, Santa Catarina and Rio Grande do Sul. This formation belongs to the Passa Dois
Group of the Parana Basin, within the Gondwana | Supersequence (Milani et al., 2007). The
depositional environment of the Morro Pelado Member is characterized by lacustrine, fluvial
and aeolian facies (Rohn et al., 2005; Milani et al., 2007). A rich fauna of tetrapods has been
recovered from the fine to medium-grained reddish sandstones, commonly stratified, with
pelitic intercalations (Rohn, 2007; Holz et al., 2010). Besides pareiasaurs, the tetrapod fossils
of the Morro Pelado Member include temnospondyl amphibians, dinocephalians, a basal
anomodont and dicynodonts (Barberena and Aradjo, 1975; Barberena, 1998; Cisneros et al.,
2011; Cisneros et al., 2012; Strapasson et al., 2015; Boos et al., 2015, 2016; Pacheco et al.,
2016).

The age of the Rio do Rasto Formation is still under debate, but most studies point to a
Middle/late Permian, Guadalupian/Longipian age (Cisneros et al., 2005; Ventura-Santos et
al., 2006; Langer et al., 2008; Cisneros et al., 2012; Boos et al., 2015). The pareiasaur material
comes from two localities in the Rio Grande do Sul state, situated in the municipalities of
Acegua and Sao Gabriel (Aradjo, 1985a; Malabarba et al., 2003; Cisneros et al., 2005).
However, the holotype (UFRGS-PV-0231-P) and the type series (UFRGS-PV-0232-P and
UFRGS-PV-0233-P) were collected in Aceguéa along the BR 153 Highway. UFRGS-PV-

0233-P, the subject of this study, was found 600 m away from the holotype site.
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Material and methods

No permission was required for this study, which complies with all relevant regulations. The
material is housed in the Laboratério de Paleontologia de Vertebrados of Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Brazil, and the authors MBS and CLS are the curators of the
collection.

Provelosaurus americanus remains are rare; it is known from the holotype UFRGS-
PV-0231-P (cranium lacking lower jaw, right scapulocoracoid and right humerus) and
referred material UFRGS-PV-0232-P (pelvis), UFRGS-PV-0233-P (dorsal vertebrae, ribs,
pelvis, caudal vertebrae, osteoderms, right humerus, radius and ulna, right femur, tibia and
fibula) (Aradjo, 1985a); and a new specimen housed in Pontificia Universidade Catolica do
Rio Grande do Sul - PUC with the number MCP 4263PV (left partial cranium including a
portion of the snout with maxillary teeth, orbit, most of the temporal region and the quadrate)
(Cisneros et al., 2005).

In this analysis, we used eight elements (right radius, ulna, tibia, and fibula, isolated
metatarsal, a rib fragment and two osteoderms of unknown anatomical region) from
specimen UFRGS-PV-0233-P) (Figure 1). The majority of the elements consist of limb bones.
These elements exhibit the least secondary remodeling in the midshaft region compared to
other elements and thus, preserve a better growth record of primary bone tissue (Francillon-
Vieillot et al., 1990; Horner et al. 1999; Chinsamy-Turan, 2012). We also used ribs in our
sample because they may exhibit a more adequate record of growth marks than weight-
carrying bones (Waskow and Sander, 2014; Waskow and Mateus, 2017). In addition, we
tested two osteoderms and a metatarsal to access intraspecific bone histovariability of this
individual.

Figure 1 - Near here
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Thin sections were made at the Laboratério de Preparacdo de Amostras of
Instituto de Geociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil, complying with
the standard procedures of Chinsamy and Raath (1992) and Padian and Lamm (2013).
Considering the destructive nature of thin section preparation, precautions were taken to
preserve important data. All bones were measured with a caliper rule and photographed using
a Canon EOS Rebel T3i digital camera prior to thin sectioning. Molds in silicon rubber (RTV
7030 — Ultralub Quimica LTDA, Séo Paulo, Brazil) and plaster casts were manufactured to
maintain external morphological information of the specimens. The elements were embedded
in a clear epoxy resin Aradur® HY 951 catalyzed with Araldite© GY279, and sectioned in
the selected region with diamond saws. Sections were fixed to glass slides using the same
clear epoxy resin. These thick sections were then wet ground and polished using a
metallographic polishing machine with 3M abrasive papers of increasing grit size (P80, P220,
P320, P600, P1200, P1500, P2000 and P3000) until the bone microstructure could be viewed
under a microscope.

All resulting thin-sections were photographed with a Canon EOS RebelT3i digital
camera to obtain low magnification views of the whole cross section of each thin section. The
bone microstructure analyses were conducted under ordinary and polarized light, using Zeiss
Axio Scope Al and Olympus BX53-P optical microscopes. High magnification images were
obtained using Axiocam ERC 5S and Olympus UC30 digital sight cameras plugged into the
respective microscopes. Terminology follows Francillon-Vieillot et al. (1990) and Chinsamy-
Turan (2012) for the limb bones and ribs. For the osteoderms, we used the terminology

proposed by Scheyer and Sander, 2004.
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Results

General Remarks on the osteohistology of Provelosaurus americanus (UFRGS-PV-0233-
P)

All sampled elements were permineralized with calcite and manganese minerals, resulting in
grayish color. The degree of preservation varies among the elements. In the limb bones, for
instance, these minerals fill the medullary cavity and only a few remnants of trabecular bone
are seen. The cortex of some of these bones shows micro-cracks and numerous regions were
remodeled even in the outermost cortex. Other elements, such as the metatarsal and rib,
exhibit excellent preservation in both the medullary cavity and cortex. The bone histology of
the two osteoderms was damaged by manganese and exhibits poor preservation in the
cortices. Vascular canals, where blood vessels and connective tissue are located, present an
overall longitudinal orientation through the cortices. In the long bones and ribs, the compacta
present three distinct layers: the innermost cortex comprising a highly remodeled Haversian
system with enlarged erosional spaces formed during early ontogeny; a transitional region
comprising few secondary osteons and many primary osteons, demonstrating a decrease in
both vascularization and remodeling; and a third layer extending towards the periphery
showing low vascularization and a number of cyclical growth marks. Growth marks appear as
annuli (only in the metatarsal), representing a temporary decrease in growth rate, or Lines of
Arrested Growth (LAG), representing temporary cessations in growth, and are deposited
seasonally (Francillon-Vieillot et al., 1990). The bone matrix presents a great density of
highly disorganized osteocyte lacunae, the shape of which were round. The branches of the
canaliculi were difficult to discern. Although diagenesis affected several regions of the bones,
the bone microstructure is preserved well enough in other regions for us to be able to make

biological inferences about this species.
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Radius. The radius reveals a medullary cavity infilled with mineral sediment (Fig.
2A), but a few small fragments of loose trabeculae are preserved concentrated close to the
center of the bone. The primary bone tissue is lamellar-zonal/parallel-fibered with round and
unorganized osteocyte lacunae (Figure 2 (C-E)). Some regions alternate between lamellar-
zonal and parallel-fibered bone through the zones (Figure 2 (D, E)). The perimedullary region
is poorly preserved in some extensively remodeled regions. Secondary osteons are present,
amongst numerous large resorption cavities, some anostomose (Figure 2B). Vascularization
throughout the primary cortex is poor, with a mixture of small vascular cannals, mostly
longitudinally-oriented primary osteons, and some secondary osteons. Remodeling processes
were extensive resulting in a cancellous appearance (Figure 2B). Nine irregularly spaced
LAGs interrupt the primary tissue (Figure 2B). An External Fundamental System (EFS),
which usually presents as multiple, very closely spaced growth marks at the bone periphery
and indicates an overall cessation in growth, is absent. The lack of an EFS, relatively constant
vascularization, the single row of vascular canals following the circumference of the
outermost cortex, and the prevalence of parallel-fibered bone at the subperiosteal surface,
suggests that growth was still occurring at the time of death (Figure 2 (B, E)).

Ulna. A complete ulna was not available for sampling, but a thin section was made
from the proximal shaft of the diaphysis, near the metaphysis. As in all limb bones in this
study, the medullary cavity is occupied by infiltrating diagenetic minerals (Figure 2F). Few
traces of trabecular bone are seen, but most of them are covered by manganese. The primary
bone tissue comprises parallel-fibered bone interseped by LAGs (Figure 2 (G, H)). The
perimedullary region is highly remodeled with many erosional spaces, resulting in a spongy
appearance (Figure. 2G). Several generations of secondary osteons and resorption cavities are
found in the mid-cortex (Figure 2H). The outermost cortex is poorly vascularized with

longitudinal simple canals and a few primary osteons. The bone matrix in this region is
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mainly parallel-fibered (Figure 2I). A total number of thirteen LAGS were observed, but it
might have more toward the outer cortex missing due to preservation (Figure 2G). The
preserved regions of the outer cortex do not present LAGs, or rest lines that would form an
EFS, and its bone matrix is mainly parallel-fibered with some vascularization. This set of

information suggest that growth was stil occurring at slow pace.

Tibia. A midshaft region of the diaphysis was sampled. Manganese and other
diagenetic minerals fill the medullary cavity (Figure 3A). The bone tissue is lamellar-zonal
mixed with parallel-fibered bone (Figure 3 (C-D)). The inner cortex is extensively remodeled,
showing randomly distributed primary osteons and several generations of secondary osteons,
the latter sometimes anastomosed (Figure 3 (B-C)). At least five growth cycles were counted,
but poor preservation and remodeling prevents a definitive count (Figure 3C). The mid and
outer cortices exhibit a few simple canals and primary osteons that are either randomly
distributed or arranged in longitudinal rows around the bone (Figure 3 (B-D)). The poor
vascularization, narrow growth zones and slowly growing bone tissues (lamellar-zonal and
parallel-fibered bone) indicate a relatively slow growth rate. The absence of an EFS, relatively
vascularization, and parallel-fibered bone at the sub-periosteal surface, (Figure 3E) suggests
continued growth at the time of death.

Fibula. The medullary cavity is mostly diagenetic, but fragments of a dense network
of bone trabeculae are present close to the innermost cortex (Figure 3F). The deep cortex was

remodeled extensively by secondary processes, with large resorption cavities, resulting in a
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cancellous appearance of the bone (Figure (3F, G)). The patches of primary bone in the inner
cortex reveal a parallel-fibered bone tissue with scattered small primary osteons (Figure 31).
The resorption cavities are surrounded by lamellar bone and are probably forming secondary
osteons (Figure 31). The outer cortex reveal a poorly vascularized, lamellar-zonal bone with
at least eight irrergularly spaced LAGs (Figure 3H). Toward the periphery of the bone, the
matrix change to parallel-fibered with round and random osteocyte lacunae, indicating bone

was still growing at slow pace.

Metatarsal. The cross-section shows a large medullary cavity infilled with coarse
trabeculae (Figure 4A). Large resorption cavities in the perimedullary region decrease in size
towards the inner compact cortex (Figure 4A). Primary bone tissue in the innermost cortex
appears only in tiny areas between the erosional voids where some scattered primary osteons
were found (Figure 4 (B, C)). The osteocyte lacunae in the inner cortex are round and
randomly distributed forming a parallel-fibered bone (Figure 4C). However, the outermost
cortex shows poorly vascularized lamellar-zonal bone the osteocyte lacunae here are more
organized and are flat) indicating a decrease in growth rate (Figure 4B, C). Five anulli were
observed in the compact cortex (Figure 4B). The space between each anulli decreases towards
the bone periphery, indicating slower growth rates. An EFS was not observed in the outermost
cortex and some vascular cannals are stil present as well patches of parallel-fibered bone,

suggesting that growth was stil occuring although slowly.
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Rib fragment. A rib fragment reveals a large medullary cavity and relatively thick
cortex (compared to the limb bones). Coarse bony trabeculae and large resorption cavities
surround the medullary cavity and extend into the inner cortex in places (Figure 5A). Multiple
generations of secondary osteons are present throughout the cortex (Figure (5B, C)). The
primary bone tissue consists of a parallel-fibered bone matrix with round, haphazardly-
arranged osteocyte lacunae and several LAGs (Figure 5B). Vascularization is poor and
consists mostly of longitudinally-oriented simple canals, but primary osteons are also found
(Figure (5B, D)). The osteocyte lacunae remain the same organization towards the sub-
periosteal surface, forming parallel-fibered bone (Figure 5E). In some areas of the cortex,
remodeling reaches the periphery and the cortex (in that area) (Figure 5A). At least fourteen
LAGs, some of which form multiple LAGs in places (Figure 5D), were observed traversing
the entire cortex (Figure 5B). They do not form a clear EFS as vascularization, indicating

continued growth, is present at the bone periphery.

Osteoderms. Two osteoderms of unknown orientation were sampled transversely. The
bone tissues of the internal cortex of osteoderm 1 (Figure 6 (A-D)) are poorly preserved and

infiltrated with manganese, but a small region is preserved well enough to show
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longitudinally-oriented primary vascular canals (Figure 6D). Above the internal cortex, a
central core comprising cancellous bone (diploe) can be seen, comprising long, thin
trabeculae (Figure 6 (A, C)). In this region, the erosional spaces vary in size. The trabeculae
show secondary lamellar bone tissue surrounding the erosional spaces and scattered primary
osteons are present in remnants of primary bone (Figure 6C). The contact between the core
and the external cortex is sharp. The external cortex is thin and mostly avascular, but a few
longitudinal simple vascular canals were observed (Figure 6B), even in the outermost area.
Preservation of growth marks is poor, preventing interpretation of the ontogenetic stage in this
element, but areas in the outermost cortex showing vascular canals and a parallel-fibered bone
matrix follow the trend showed in the other elements sampled in this study in that the bone
was still growing, but at a relatively slow rate.

Although manganese has badly damaged the bone tissue in osteoderm 2 (Figure 6 (E-
G)), an external and internal cortex with a central cancellous core (diploe) can be confirmed
(Figure 6 (E, G)). Vascularization is higher in the internal cortex compared to the external
cortex in both osteoderms. At least three LAGs were counted in the internal cortex and four in
the external cortex, and the space between them does not show a decrease towards the

periphery (Figure 6 (F, G)).

Discussion
All the P. americanus bones analyzed in this study contain a mixture of poorly vascularized
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parallel-fibered and lamellar-zonal primary bone tissue interrupted by LAGs. Only the
metatarsal seems to present annuli. A decrease in vascularization from the inner to outer
cortex is not apparent although in some elements the space between the LAGs/annuli suggests
that this individual had departed from the juvenile stage and may have reached reproductive
maturity at time of death. However, the absence of an EFS and continued vascularization in
some bones indicates that it was still growing, but at slow growth rates. With this data set of
paleobiological information, P. americanus might be at a sub-adult ontogenetic stage.

Other authors have noted rapid growth rates during early development in several
species of pareisaur and it is possible that P. americanus grew at similar rates at younger
ontogenetic stages, however, the destruction of the early growth by remodeling in the bones
of our specimen prevents confirmation at this time (see Ricqles, 1974, 1976, b; Kriloff et al.,
2008; Scheyer and Sander, 2009; Tsuji et al., 2015; Looy et al., 2016; Canoville and
Chinsamy, 2017). Rapid early growth is expected in P. americanus since, according to
Spencer and Lee (2000), pareiasaurs might lack osteoderms during the juvenile stage, which
decrease their chances of survival against potential predators.

The rib showed the highest number of LAGs. Growth marks are considered reliable
indicators of cyclical growth rhythms (Castanet et al., 1993) and are usually deposited
annually in extant tetrapods (e.g. Castanet, 1994; Looy et al., 2016). In UFRGS-PV-0233-P,
the number of LAGs in the rib suggests that this pareiasaur was at least fourteen years old
when it died, but due to extensive remodeling of the inner cortex, some LAGs are likely
missing and it may have been older than this.

Growth marks indicate that P. americanus underwent a cyclical rate of bone
deposition. Cyclical growth marks may be deposited in response to environmental stress,
environmental cues or may reflect endogenous biological rhythms, particularly in extant

homeothermic endotherms with high metabolic rates (Francillon-Viellot et al., 1990;
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Woodward et al., 2013). Looy et al. (2016) used the growth marks of Bunostegos, a pareiasaur
from the Moradi Formation, as evidence of seasonal or episodic changes in the local climate.
Individuals of this genus had bursts of rapid growth contrasting with temporary decreases or
cessations in growth. The authors argued that pareiasaurs are considered semi-aquatic
(Krilloff et al., 2008) and the presence of growth marks suggests an annual fluctuation in the
water supply (Looy et al., 2016). However, recent work using stable isotopes shows that
Middle Permian pareiasaurs were likely terrestrial (Canoville et al., 2014; Rey et al., 2015).
Canoville and Chinsamy (2017) noted that the spongious nature of the bones in pareisaurs is
unusual for terrestrial animals, but the nature of the cancellous bone does not support a
shallow water (very thick, compact cortices) or pelagic lifestyle (active diving). The
medullary cavity infilling is likely due to their large body size as seen in large extant
graviportal animals (Houssaye et al., 2015), or possibly their posture. More biomechanical
research is required before a consensus is reached on the lifestyle of these animals.

The first and only work that investigated the microstructure of osteoderms in
pareiasaurs was made by Scheyer and Sander (2009). They used a sample limited to three
genera (Bradysaurus, Pareiasaurus and Anthodon) to represent the taxonomic breadth of the
group. They noted that the morphology of pareiasaur osteoderms differs notably between
species, but their bone histology is notably similar. However, intraspecific variability in the
osteohistology was observed in Pareiasaurus and Anthodon, mainly concerning the
vascularization pattern and thickness of internal and external cortices (Scheyer and Sander,
2009). The osteoderms comprised a flat internal base and convex external surface showing
pachyostosis in both cortices, especially at the margins. The contact between the cortices was
unclear in their sample and they thus, interpreted the pareiasaur osteoderms as lacking a
diploe structure (cancellous bone core).

The two osteoderms of P. americanus examined in the present study show thinner
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internal and external cortices compared to those described by Scheyer and Sander (2009).
Additionally, a diploe structure is present in both osteoderms, which is thicker than the
internal and external cortices. The cortex of these elements consists of cyclically deposited
parallel-fibered bone tissue. Due to the extensive remodeling in the inner region of both
cortices, many LAGs were likely destroyed, preventing a reliable skeletochronology analysis
as was done by Scheyer and Sander (2009). As observed in many limb bones of adult
pareiasaurs, the osteoderms of Provelosaurus are poorly vascularized.

Since the number of pareiasaurs osteoderms sampled histologically is very limited, it
is difficult to suggest a model for osteoderms development as they aged. However it should be
noted, based on the osteoderms already analysed (Bradysaurus, Anthodon, Pareiasaurus and
Provelosaurus), the following (see Figure 3 in Scheyer and Sander (2009) for comparison) : a)
if Provelosaurus is at a sub-adult ontogenetic stage as our data set may show and, the
Bradysaurus, Anthodon and Pareiasaurus sampled by Scheyer and Sander (2009) are sexually
mature, the diploe-like structure seen in Provelosaurus may represent the initial stage at least
in sub-adults; b) as bone deposition continues in the pareiasaurs osteoderms they become
pachyosthotic as shown in Bradysaurus, Anthodon and Pareiasaurus; ¢) however, Anthodon
and Pareiasaurus show bone remodeling in the internal cortex, which become mixed with the
central core, making the diploe-like structure disappear; D) while Bradysaurus has both
internal and external cortices completelly remodeled, giving it a cancellous appearance, and
this could be the last stage in osteoderm development in pareiasaurs. More osteoderms of
different ontogenetic stages need to be studied to test this hypothesis.

The ossification process in pareiasaur osteoderms was intramembraneous (Scheyer
and Sander, 2009). Scheyer and Sander (2009) did not find any features suggesting
metaplastic ossification (with the exception of Sharpey’s fibers) and thus, they considered this

mode of skeletogenesis to be absent in pareiasaurs. However, our data, including the presence
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of remodeling in the bone core, suggests that metaplastic ossification should be considered, at
least in early phases of osteoderm development, because of the potential resorption of
metaplastic tissue formed at the beginning of the ossification process. This was also noted by
Ponce et al. (2017) in an examination of osteoderms of the Triassic archosauriform Doswellia
kaltenbachi, which has similar osteohistology to P. americanus (zonal bone in the basal and

external cortex, with a core of cancellous bone).

Conclusions

The osteohistology of Provelosaurus americanus is consistent with that of other members of
Pareiasauria. As observed in other pareiasaurs, the bone histology of P. americanus comprises
poorly vascularized parallel-fibered and lamellar-zonal bone, indicating slow growth rates.
Relatively vascularization, absence of an EFS and parelalle-fibered bone in the periphery of
the outer cortex indicate a sub-adult ontogenetic stage. The maximum number of growth
marks found indicates that UFRGS-PV-0233-P was at least fourteen years old. However, a
reliable skeletochronology analysis remains problematic in pareiasaur due to the intense bone
remodeling processes in the inner cortex.

The presence of a diploe structure in the osteoderms of P. americanus contrasts the
pattern seen in other pareiasaur species studied to date. The structure observed here opens the
possibility of metaplastic ossification during earlier developmental stages. The diploe-like
structure seen in the osteoderms of Provelosaurus might be present in juveniles pareiasaurs

since the structure was not found in other osteoderms of adult pareiasaurs.
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Figure Captions

Figure 1. Elements sampled in this study of Provelasaurus americanus UFRGS-PV-0233-P
showing the sampled regions (red bars). A. Radius B. Ulna C. Tibia. D. Fibula E. Metatarsal

F. Rib fragment. G and H. Osteoderms. Scale bars: 2 cm.

Figure 2. Osteohistology of the radius and ulna of UFRGS-PV-0233-P Provelosaurus
americanus. A. Cross-section of the radius. B. Detail of the cortex showing several LAGs and
a remodeled inner cortex. C. Detail of the mid cortex showing parallel-fibered bone and some
simple vascular cannals. D. Lamellar-zonal bone and parallel-fibered bone in the mid cortex
of the radius, some primary osteons can be seen. E. High magnification of the outer cortex of
the radius. Note vascularization even in the outermost region, as well the patches of parallel-
fibered bone, and absence of an EFS, suggesting that growth was still occuring. F. Diaphyseal
cross-section of the ulna. G. Overall cortex showing several LAGs and resorption cavities. H.
Detail of the mid-cortex in G. Note that moderate vascularization is present in this region and
the bone matrix is characterized by parallel-fibered bone. Many generations of secondary
osteons can be seen here. I. Outer cortex of G presenting poor vascularized parallel-fibered
bone and some primary osteons. Red arrows: LAGS; white arrows: primary osteons: yellow
arrows: secondary osteons. Abbreviations: Pfb - parallel-fibered bone. Lzb- lamellar-zonal
bone. R.c - resorption cavities Scale bars: Aand F: 1 cm; B and G: 1 mm; H: 500 um C, D, E,

I: 200 pm.

83



Figure 3. Osteohistology of tibia and fibula of UFRGS-PV-0233-P Provelosaurus
americanus. A. Cross-section of a tibia. B. Detail of the cortex showing poorly vascularized,
cyclical parallel-fibered bone tissue. C. Region of the outer cortex showing remodeling almost
to the bone periphery. Note some LAGs below and some primary osteons. D. Outer cortex
showing very poorly vascularized parallel-fibered bone and some patches of lamellar bone
around the vascular canals. F. Cross-section of the fibula. G. Detail of the cortex with evident
cancellous bone in the innermost region. H. Remodeled inner cortex with remnants of primary
bone. H. Record of LAGs of the fibula. Poor vascularized outer cortex composed of
alternating lamellar-zonal and parallel-fibered bone. Red arrows: LAGs; white arrows:
primary osteons: yellow arrows: secondary osteons. Abbreviations: Lb - lamellar bone; Pbf -
parallel-fibered bone. Lzb - lamellar-zonal bone Scale bars: Aand F: 1 cm; B, C, D, E, G, H,

I, J: 200 um.

Figure 4. Osteohistology of metatarsal of UFRGS-PV-0233-P P. americanus. A. Cross-
section of a metatarsal. B. Detail of the narrow cortex showing almost avascular lamellar-
zonal bone. Five annuli can be seen. Many resorption spaces, some forming secondary
osteons, are present in the inner cortex. C. Detail of the inner cortex with many secondary
osteons and rare primary osteons. Some patches of parallel-fibered bone are found in the
remnants of primary bone. D. Detail of another region of the cortex presenting the inner
cortex with some anostomosed secondary osteons. Toward the outer cortex prevails lamellar-
zonal bone. The annuli are not well preserved in this region. Red arrows: Annuli ; white
arrows: primary osteons: yellow arrows: secondary osteons. Abbreviations: Lzb-lamellar-

zonal bone. Pfb — Parallel-fibered bone. Scale bars: A: 1 cm; B, C, D: 200 um.
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Figure 5. Osteohistology of rib fragment of UFRGS-PV-0233-P P. americanus. A. Cross-
section of the rib fragment. B. Overall detail of the thick cortex with a total count of fourteen
LAGs. C: Inner cortex in polarized light. D. Mid cortex showing a longitudinal arrangement
of vascular canals and primary osteons. Note the multiple LAGs (branch of black arrows)
above and below the longitudinal row of primary osteons. E. Poorly vascularized outer cortex
formed by parallel-fibered bone. Red arrows: LAGS; white arrows: primary osteons: yellow
arrows: secondary osteons. Abbreviations: Pfb-parallel-fibered bone. Scale bars: A: 1 cm; B:

1mm; C, D, E: 200 pum.

Figure 6. Osteohistology of two osteoderms from UFRGS-PV-0233-P P. americanus. A.
Cross-section of osteoderm 1. B. Poorly vascularized external cortex. C. Detail of the core
showing some patches of primary bone with scarce primary osteons. D. Region of the
internal cortex in A show some vascularization. E. Cross-section of osteoderm 2. F: External
cortex with four LAGs. G: Internal cortex confirming the diploe-like structure. Abbreviations:
Pfb-parallel-fibered bone. Lzb-lamellar-zonal bone Scale bars: Aand E: 1 cm; B, C, D, F, G:

200 pm.
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“ANALISE DA MICROESTRUTURA OSSEA DE PROVELOSAURUS
AMERICANUS (PARAREPTILIA, PAREIASAURIA) DA FORMACAO RIO DO
RASTO (PERMIANO MEDIO/SUPERIOR) DO RIO GRANDE DO SUL”

Area de Concentracéo: Paleontologia

Autor: Brodsky Dantas Macedo De Farias

Orientadora: Profa. Dra. Marina Bento Soares

Examinador: Dr. Ignacio Cerda

Data: 5 de febrero 2019

Conceito: A (sobressaliente)

PARECER (mi carta esta en inglés, dado que es basicamente la misma que
presente a la revista Historical Biology por este mismo trabajo)

| have reviewed the manuscript entitled “Bone microstructure of the pareiasaur
Provelosaurus americanus from the Middle Permian of Brazil” by Brodsky Dantas
Macedo de Farias and colleagues. The present manuscript provides new data on
the long bone histology of pareaisaur from Brazil. As such, this is a welcome
contribution to our knowledge, particularly the information on growth dynamics and
histological variation in the different parts of the skeleton. It is also very important
that the authors included data on both appendicular bones and osteoderms, which
is not much common in paleohistological studies of tetrapods.

On my opinion, the main issues that must be modified in the manuscript are
related with: 1-terminology used; 2-interpretation of bone tissues types; 3-
organization of the manuscript; and 4-objetives and discussion of the provided data.
In the first point, the most important problem is related with the usage of the term
“lamellar zonal” bone (LZB from here and elsewhere). The authors use this term in
reference to a tissue different than parallel fibered bone (PFB from here and
elsewhere). This is actually incorrect. Following Francillon Vieillot et al 1990 (the text
that the authors employ in the manuscript), LZB is a complex tissue that can be
formed by lamellar bone (LB) or PFB. | think that LZB is a misleading term, since
other authors (e.g. Padian and Lamm 2013, page 8) consider that such term is
synonym of PFB. Such incoherence in the bibliography (and the mistake that Farias
et al. commit in the manuscript) reinforces my idea that LZB is misleading and must
be avoided. | think that the authors possibly confuse the concept of LZB with LB.
Actually, the description has much more sense if LZB is changed for LB. The
second point is directly related with the incorrect usage of the term LZB. In this
sense, in the pictures (e.g. Figure 2E and D) there is not any apparent variation
between the PFB and the “LZB". All the primary tissue from the picture appears to
be PFB. If the authors actually found real variation in the primary bone (e.g. PFB
alternating with LB), they must show that properly. Remember that the difference
between PFB and LB consist in that the last is more organized, formed by lamellae
of tissue (in some cases the orientation between successive lamellae exhibits




different orientation, providing a particular appearance of the tissue under polarized
light). Note that if the authors actually found alternating layers PFB and LB, it can be
argued that these correspond with zones and annuli, respectively. Regarding the
organization of the manuscript, | found that the authors make interpretations about
their results in several parts of the description. | think that is actually incorrect. The
Results must include only the histological description of the sampled bones, not
interpretations from those descriptions. | have marked several of these parts in the
attached pdf.

Finally, the importance of the study is better appreciated if the author can provide
the main questions about the paleobiology of Provelosaurus that can be addressed
by bone histology (e.g. what is the ontogenentic stage of the sampled individual? Is
such inferred stage congruent with anatomical data related with size and degree of
neurocentral sutures? was the growth rate of Provelosaurus faster or slower than
other studied pareiasaurs?, which are the better elements for growth mark
counting? If a determinate growth is assumed for Provelosaurus, is this taxon larger,
equal or smaller than other pareiasaurs? etc.). Note that the objective included in
the current version of the manuscript (i.e. “...provides new life history information on
a pareiasaur from Brazil and adds to the knowledge on pareiasaur biology in
general...”) is too general. Particular objectives of the current studies (based on the
questions about Provelosaurus paleobiology) must be clearly presented. Note that it
is not necessary increase the sample or make a more extensive description, all the
paleobiological/methodological issues that can be discussed with the current data
provided by the authors. Moreover, some of the particular objectives that | mention
have been clearly addressed by the authors (e.g. ontogenetic stage of the sampled
individual).

| have included these and other comments in the attached pdf.

Al margen de lo expuesto en la carta a los editores, considero que el trabajo de
tesis esta muy bien realizado. Si bien se sefialan errores, estos tienen mas que ver
con una incorrecta interpretacion de algunos textos, sobre conceptos que siempre
estan bien explicados en los mismos. Se hace evidente, al leer la tesis y el
manuscrito, que el disertante ha efectuado in minuccioso trabajo de investigacion
en un tema muy poco abordado. Felicito tanto al disertante como a sus directores
por la labor realizada y abogando por que se contintie con la misma.

Assinatura: Data: 05/02/2019

Ciente do Orientador:

Ciente do Aluno:
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Autor: Brodsky Dantas Macedo De Farias
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Examinadora: Dra. Juliana Manso Sayéao

Data: 25/02/2019

Conceito: Excelente

PARECER:
A dissertagdo submetida a anaise pela banca examinadora se utilizou da
osteohistologia como base para interpretagbes de padrdo de crescimento,
determinagdo do estagio ontogenético dos exemplares e fisiologia de uma espécie
de Pareiasauria exclusivo da América do Sul. Trata-se de um trabalho pioneiro e
inovador, duas condi¢cdes cada vez mais raras em dissertagbes de mestrado.
Apenas pelo desafio de seu tema ja seria considerado um trabalho de exceléncia,
no entanto agrega-se valor académico em suas interpretagbes bastante coerentes,

escrita bem desenvolvida, que culminam com uma discussdo e conclusdes bem
embasadas.

Através do seu levantamento bibliografico € possivel verificar que o universo de
deste grupo foi pouco explorado do ponto de vista osteohistoldgico, o que faz com
que seu artigo traga relevancia ainda maior ao tema.

Gostaria de salientar apenas que existe um fildo a ser melhor explorado referente a
presenca das linhas de pausa de crescimento (LAGs) nos ossos aqui analisados.
Estas foram atribuidas por outros autores a sazonalidades e seguida aqui neste
trabalho. Existe, no entanto, uma enorme discussdo acerca de sua origem nos
tecidos dsseos, com correntes cada vez mais fortes que dissociam sua presencga a|
fatores exdgenos ambientais. Cada vez mais estudos defendem que sua presenca|.
estd mais relacionada a pulsos enddogenos do que a exdgenos, baseadas em
observacdes de animais de cativeiro, que possuem condigdes externas constantes
e controladas e ainda assim depositam LAGs. Entendo a controvérsia relacionada
ao habito de vida desse grupo e sugiro para o futuro que trabalhos, caso sigam
estudando este grupo explorem outras possibilidades que n&o apenas a apresentada
aqui.

No que diz respeito as figuras, entendo das limitagdes impostas pelas editoras porém
a organizagdo em pranchas com muitas imagens dificultam a visualizagéo de
estruturas tdo pequenas (ex: pags 86 -C; 90 — D-E; 91 -F,G). Sugiro gue num proximo




artigo as fotomicrografias aparecam maiores. Qutras (poucas) podriam estar com

melhor foco. No entanto nenhuma dessas observagdes diminui o potencial do
trabalho!

Mais uma vez parabenizo o trabalho do aluno e sua orientadora e espero que mais
trabalhos paleohistolégicos com essa qualidade sejam apresentados pelo grupo

Assinatura:
Data: 25/02/2019
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“ANALISE DA MICROESTRUTURA OSSEA DE PROVELOSAURUS

AMERICANUS (PARAREPTILIA, PAREIASAURIA) DA FORMACAO RIO DO
RASTO (PERMIANO MEDIO/SUPERIOR) DO RIO GRANDE DO SUL”

Area de Concentracso: Paleontologia

Autor: Brodsky Dantas Macedo De Farias

Orientadora: Profa. Dra, Marina Bento Soares

Examinador: Dr. Flavio Augusto Pretto

Data: 22/02/2019

Conceito: A (excelente)

PARECER:
O candidato apresentou, como tema de sua dissertagdo, um enfoque inédito
envolvendo Provelosaurys americanus, um pareiassauro do Permiano do Brasil

Provelosaurus disponiveis para estudos anatémicos. Sugiro, nesse sentido, que
sejam produzidas réplicas em resina (que é mais duravel que o gesso), se
possivel. Uma alternativa interessante também seria g digitalizagdo dos
especimes, ou de suas réplicas, neste caso (por exemplo, usando de
€scaneamento a laser), uma vez qué os moldes tém vida util reduzida. 0




se fez possivel gracas a amostragem adequada. As interpretagées estdo a meu
ver bem embasadas, e concordo com a inferéncia feita pelos autores, de que o
animal represente um adulto jovem, ainda possuindo potencial crescimento
somatico. O manuscrito necessita de revisdo em alguns pontos isolados, contudo:
ha diversos pontos em que os géneros sdo grafados sem italico (no final da
discussdo, por exemplo); ha alguns pequenos deslizes na ortografia, de facil
corre¢do; algumas figuras necessitam de revisdo, sobretudo das legendas que
indicam os pontos em que a imagem foi ampliada em figuras subsequentes.
Apesar desses detalhes menores, o trabalho esta bem escrito, é de facil leitura e
apresenta um problema interessante. A metodologia escolhida, bem como sua
aplicacéo foram adequadas, e as conclusées sdo bem suportadas pelos dados
obtidos. Ademais, o trabalho traz novos questionamentos (a exemplo do padrao
incomum de crescimento dos osteodermos de Provelosaurus) e abre precedente
para investigacbes subsequentes. Desse modo, o trabalho apresentado permite
concluir que o candidato esta, a meu ver, plenamente apto a receber o titulo de
Mestre, e sua dissertagdo de Mestrado merece o conceito “A” (excelente)
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