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Introduccion 1

I. INTRODUCCION

Los primeros estudios especificos de la anatomia en cetadceos tuvieron lugar en el
siglo XIX (Pouchet y Beauregard, 1885; Carte and Macalister, 1868; Collet, 1886; Pilliet
y Boulart, 1895), exhaustivos trabajos pioneros con amplias y certeras ilustraciones. Mas
tardios atn, ya metidos en el siglo XX, vinieron los estudios embriologicos (Schulte,
1916; Ridewood, 1922; Eales, 1950) que profundizaron en el desarrollo de los cetaceos,
que afios mas tarde se completarian poniendo el foco en aspectos evolutivos (Numella et
al., 2007; Thewissen y Cooper, 2009). Los estudios de embriologia mejoraron con la
aparicion de los parques ocednicos, en los cuales se podia controlar y monitorizar a las
hembras durante toda la gestacion e incluso en el momento del parto. También ha
contribuido al estudio del desarrollo de los odontocetos y misticetos la mejora de las
tecnologias de filmacion subacudticas, ademds del nacimiento y auge de las redes de
varamientos con cada vez mas esfuerzos realizados en las costas de la mayoria de los
paises.

Muchos estudios sobre el desarrollo de los cetaceos emplean especimenes
procedentes de colecciones museisticas (Schenkan, 1973; Thewissen et al., 2006;
Huggenberger et al., 2009) en orden de mas antiguo a menos) que conservan los
embriones y fetos procedentes de campanas de investigacion llevadas a cabo durante el
siglo XIX y principios del XX, y en tiempos mas modernos encontrados por las redes de
varamientos, que bien reciben avisos 0 realizan actividades de rastreo activo de playas.

Con las muestras disponibles, se llegaron a conocer datos relativos al periodo de
gestacion, tamafio al nacimiento, curvas de crecimiento (Lacave et al., 2004; Danil y
Chivers, 2007; McFee, 2009), etc., y a las caracteristicas morfologicas externas como la
presencia de pelos tactiles y pliegues uterinos (Berta et al., 2015) entre otras.

Pero sin ninguna duda, lo que méas ha contribuido al conocimiento detallado de la
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anatomia interna durante las diferentes fases del desarrollo embrionario y fetal ha sido el
avance de la tecnologia en cuanto al diagnéstico de imagen se refiere, con lo que éstos
cambios anatdmicos serian imposibles de mostrar sin el uso de la endoscopia, la
tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM), complementados por el
empleo de la histologia y diferentes herramientas anatémicas (diseccion, anatomia
seccional, corrosiones, moldes anatdmicos y plastinacion). Estas técnicas han permitido
resaltar, durante el periodo ontogénico y el desarrollo postnatal, diferentes modificaciones
anatomicas en las cavidades corporales (Sterba et al., 2000; Thewisen y Heyning, 2007;
Reidenberg y Laitman, 2009; Cozzi et al., 2017), sobre todo a nivel craneal, desde la
osificacion de los huesos del craneo y a la formacion de la cavidad nasal, pasando por la
aparicion y erupcion de los dientes en la cavidad bucal, hasta la osificacion del oido medio
e interno (Liste et al., 2006; Rauschman et al., 2006).

El objetivo de esta Tesis Doctoral, es realizar un estudio descriptivo del desarrollo
de la cabeza, en general, y posteriormente de las cavidades bucal, faringea y nasal en
particular. Esto queda plasmado en los tres articulos realizados en el periodo fetal en
delfines, el primero de los cuales aborda el desarrollo de todas las estructuras anatomicas
de la cabeza mediante anatomia seccional, TC y RM en dos fetos y un recién nacido. En
los dos posteriores con un gran numero de ejemplares y varias especies se aborda el
estudio de las cavidades nasal, bucal y faringea empleando ademas de las otras técnicas
de imagen, la endoscopia y técnicas anatomicas ¢ histoldgicas. En un futuro, se pretende
continuar y abordar la cavidad enceféalica y el desarrollo de los huesos del craneo, el ojo,
el oido, la musculatura y caudalmente las cavidades toracica, abdominal y pelviana,
utilizando endoscopia, TC, RM, asi como diferentes técnicas anatdmicas e histologicas.

Confiamos en que éstas novedosas técnicas sirvan de aplicacion en cualquier
estudio de éste tipo que se lleve a cabo a partir de ahora, ya sea con muestras ya existentes
o con los nuevos ejemplares que varen en lo sucesivo, para que la muerte de una hembra
prefiada no sea en vano y se pueda obtener el madximo de informacion posible en beneficio
de todos aquellos veterinarios que trabajen en los parques oceanicos, centros de
recuperacion y redes de varamientos, que redunde en la conservacion de éstos

maravillosos animales.
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I1. OBJETIVOS

Alllevar acabo la presente Tesis Doctoral sobre el desarrollo fetal en odontocetos
se planted emplear novedosas técnicas anatomicas, de diagndstico por imagen y la

endoscopia con los siguientes objetivos:

1. Obtener imagenes secuenciadas de Resonancia Magnética y Tomografia
Computarizada de la cabeza para correlacionarlas con secciones anatomicas.

2. Aplicarla técnica de endoscopia a nivel de las cavidades nasal, bucal y faringea
para estudiar la mucosa de estructuras anatomicas “in situ”.

3. Revisar términos anatomicos mal descritos en la literatura cientifica y
nombrarlos acorde a la Nomina Anatémica Veterinaria.

4. Anadir disecciones y reconstrucciones tridimensionales.

5. Realizar estudios de anatomia comparada entre cetaceos (odontocetos y
misticetos) y con mamiferos terrestres.

6. Establecer unas bases anatdmicas que sirvan como referencia a futuros estudios

de este tipo y a profesionales que trabajen con cetaceos.
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III. REVISION BIBLIOGRAFICA

IIL1.1. DESCRIPCION ANATOMICA DE LANARIZ Y CAVIDAD NASAL

Las estructuras de la cavidad o pasaje nasal durante el desarrollo fetal pueden ser
divididas en: estructuras mediales que conforman el septo nasal, estructuras anteriores
al pasaje nasal, estructuras posteriores al pasaje nasal y pasaje nasal propiamente dicho
(Berta et al., 2004). Las técnicas usadas para estudiar el pasaje nasal empezaron por la
diseccion y siguieron con la RM (Dormer, 1979; Green et al., 1980), y més recientemente

se ha usado la endoscopia (Van Bonn et al., 1997; Dover and Van Bonn, 2001).

III.1.1. NARIZ EXTERNA

Tal y como nos muestra la nomenclatura Veterinaria (Schaller, 1992), la nariz
externa en mamiferos es parte de la cara rostralmente a la region frontal y dorsalmente

a las regiones infraorbitaria y bucal.

I1I.1.2. CAVIDAD NASAL

Compuesta de una sola narina, la posicion de la cavidad nasal ha venido
condicionada por la “telescopizacion” (Roston and Roth, 2019), tiene una morfologia
unica en el cachalote (Schenkkan and Purves, 1973; Raven and Gregory, 1993) y puede

ser dividida en:
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II1.1.1.1. VESTIiBULO

Aligual que la narina es tnica, aunque si tiene diverticulos a ambos lados (Mead,
1975). Ademas, estd dotado de pliegues vestibulares. Si bien en especies como el delfin
listado (Stenella coeruleoalba) y el calderon comun (Globicephala melas) es una
estructura relativamente sencilla, en el delfin mular (Tursiops truncatus) es bastante mas
compleja (Green et al., 1980; Houser et al., 2004). Asimismo, en los cetaceos existe una
estructura anatdmica denominada labios de mono, ya descritos por Pouchet y Bouregard
(1885) y mas tarde por Lawrence y Shevill (1956) y que, como su nombre indica,

desempefia un papel en la “bioacustica” (Crandford et al., 2011).

I11.1.1.2. PORCIONES OLFATORIA Y RESPIRATORIA

Ambas se encuentran casi atrofiadas por la ausencia de conchas o cornetes nasales
y los maxiloturbinados son casi vestigiales (Cave, 1988a y 1988b; Klima, 1999),

habiendo diferencias entre odontocetos y misticetos (Klima, 1999).

I11.2. DESCRIPCION ANATOMICA DE LA CAVIDAD BUCOFARINGEA

Aqui, a parte de la endoscopia y la RM, se ha utilizado la histologia para tener

informacion precisa de epitelios, vasos y glandulas (Sokolov y Volkova, 1973).

I11.3. CAVIDAD BUCAL

I11.3.1. Vestibulo. Presenta vestibulos labiales y carece de vestibulo
bucal, asi como carrillos y musculos de la masticacion (en este ultimo
caso presentes, pero menos desarrollados que en mamiferos terrestres),
aunque la musculatura gular asociada al aparato hioideo si que estd muy
desarrollada para ayudar en las funciones de ecolocalizacion y succion

(Cozzi et al., 2017).

I11.3.2. Cavidad propia de la boca. Presenta un limite dorsal: el techo
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(integrado por el paladar duro y blando), y un limite ventral: el suelo, que
contiene la lengua, con sus papilas linguales (Yamasaki et al., 1976;
Yoshimura y Kobayashi, 1997), los recesos y pliegues sublinguales, y los

dientes, de donde se puede obtener la edad aproximada (Hohn, 2009).

IIL.4. CAVIDAD FARINGEA

I11.4.1. OROFARINGE

Vincula la cavidad bucal con la laringofaringe y a su vez con el eséfago.
Comienza en el istmo de las fauces, se continua con las fauces y termina en la cara
lingual del cartilago epigldtico. Aunque estd herméticamente cerrado durante el
desarrollo fetal, puede abrirse durante la gestacion para permitir la entrada de liquido
amniodtico al canal alimentario fetal para estimular las glandulas que producen enzimas

gastricas (McGeady et al., 2017).

I11.4.2. NASOFARINGE

Conecta la cavidad nasal con la cavidad laringea y la laringofaringe. Hay que
destacar la presencia del orificio faringeo de la trompa auditiva (Mead, 2009), con varias
funciones fisiologicas, entre ellas la de regular la presion y aportar oxigeno extra, que
podria ser clave a la hora de evitar el sindrome de descompresion tal y como ocurre en

otras partes mas bajas del aparato respiratorio (Garcia-Pérraga et al., 2018).

111.4.3. LARINGOFARINGE

Cavidad que conecta la faringe con el es6fago y donde podemos destacar los

recesos piriformes que ligeramente asimétricos en odontocetos facilitaria la ingestion de

grandes presas (Macleod et al., 2007).

IIL.5. DESCRIPCION ANATOMICA DE OTRAS ESTRUCTURAS
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CRANEALES

La osteologia del craneo de los cetaceos ha sido bien descrita por Mead y Fordyce
(2009) y se toma como referencia para cualquier aspecto de los huesos del craneo, que

albergan las diferentes estructuras craneales blandas.

I11.5.1. MELON

Perfectamente visible desde el exterior (algunas especies presentan melones mas
prominentes que otras). Es un acimulo de grasa especial con una funcion acustica. Esta
situado sobre los huesos de la cara y por delante del hueso frontal. En los odontocetos
estos huesos forman una ligera concavidad, muy desarrollada en el cachalote, lo que seria
comparable a un "anfiteatro" (Berta et al., 2014). El melon de los delfines u 6rgano
espermaceti del cachalote, conforman con los huesos una potente caja de resonancia. En
los odontocetos la emision de ultrasonidos es mas nasal (aunque también se produce a
nivel laringeo - Huggenberger et al., 2009).

El meldn esta fijado por los musculos nasolabiales (Hosokawa y Kamiya, 1965;
Rauschmann et al., 2006; Harper et al., 2008), que pertenecen al grupo residual del
sistema facial neuromuscular (Nickel et al., 1986; Sandoval, 2000; Harper et al., 2008).

I11.5.2. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
Existe la presencia de hemisferios cerebrales y cerebelo, que contintan
desarrollandose en el animal perinatal (Rauchmann et al., 2006). Respecto a los primeros,
empieza ya a diferenciarse desde etapas tempranas el diencéfalo y telencéfalo y del
cerebelo destaca el tentorio 6seo. Se han usado técnicas de RM y reconstruccion

tridimensional para su estudio (Marino et al., 2001)

I11.5.3. OIDO

Aunque el oido es de una complejidad enorme, se suma al meldn en las funciones

de ecolocalizacion (Whitlow, 2009). El orificio faringeo de la trompa auditiva ya descrito

en la nasofaringe conecta a través de un pseudodiverticulo de la trompa auditiva con el



Revision bibliografica 13

oido medio (Cozzi et al., 2017). Desde su paso del medio terrestre a la vida acuatica, los
cetaceos han tenido que adaptar muchas de sus estructuras anatomicas cefalicas, dando
como resultado la caracteristica asimetria 6sea de los huesos de la cabeza (Macleod et al.,
2007) y la telescopizacion (Rommel et al., 2009), donde algunos huesos se han
superpuesto a otros (a modo de telescopio plegable) como respuesta a la proteccion de
estructuras encefalicas y a los mecanismos de ecolocalizacion (Whitlow, 2009), un
sistema de biosonar que hace que puedan comunicarse, orientarse y capturar presas
mediante la emision de vocalizaciones ultrasonicas, fuera del rango audible por la
mayoria de los mamiferos terrestres, siendo el murciélago la especie que mas se asemeja
en su sistema auditivo. Por todas estas causas quizas sea el oido la estructura anatdmica
que mas cambios ha sufrido en los cetaceos. Todos los fosiles registrados y los cetaceos
recientes tienen relativamente los mismos huesos del oido (Thewissen y Hussain, 1993).
Debido a la vida acuética, el pabellon auditivo externo ha desparecido hasta hacerse
vestigial, la membrana timpanica se ha osificado y el canal auditivo externo ha sido
reducido a un estrecho pasaje. En los odontocetos el oido medio y el interno no contactan
con el hueso temporal y estan aislados en la forma de un complejo “perioticotimpanico”,
por tanto, la transmision del sonido deja de ser 6sea (como en la mayoria de los
mamiferos) para pasar a ser "adiposa" mediante cuerpos grasos ‘“perimandibulares”
especializados que contactan con el complejo “peridticotimpanico” (Ketten, 1994).

Incluso dentro de los cetaceos existen diferencias anatomicas en el oido, ya que en los
misticetos (cetaceos con barbas) los huesos timpanico y peridtico conectan al craneo
mediante sinostosis (Numella et al., 2007), existiendo contacto con los huesos escamoso
y exooccipital; se sospecha que el canal auditivo externo pueda ser mas funcional
(aunque la conduccioén a través de los cuerpos grasos sea la mas preponderante) que en
el caso de los odontocetos y transmitir el sonido hasta la membrana timpénica, haciendo
por ejemplo que las vibraciones del craneo causen un diferencial de movimiento entre el
hueso periotico (firmemente conectado con el craneo) y los huesecillos del oido medio

(Yamato et al., 2012).

I11.5.4. OJO.

El sentido de la vista es secundario a la funcion de ecolocalizacion, con la que
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realmente se orientan los cetaceos. Respecto a la orbita, el hueso lacrimal y el cigomatico
estan fusionados formando el hueso lacrimocigomatico (Rauschmann et al., 2006; Mead,

2009; Cozzi et al., 2017).

I11.6. ESTUDIO ENDOSCOPICO.

La endoscopia ha sido usada con fines diagnosticos fundamentalmente en
animales vivos de delfinarios, principalmente delfin mular (Chaplin et al., 1996), y en la
mayoria de los casos para broncoscopias (Harrel et al., 1996; Dover y Van Bonn, 2001;

Tsang et al., 2002).

IIL.7. ESTUDIOS REALIZADOS CON TECNICAS DE DIAGNOSTICO
POR IMAGEN.

I11.7.1. RESONANCIA MAGNETICA.
Este campo ha sido mas prolifico en la literatura cientifica, aunque no tanto en los
neonatos y perinatales (Marino et al., 2001; Montie et al., 2007)

I11.7.2. TOMOGRAFIiA COMPUTARIZADA.

Pasa igual con las tomografias, costando encontrar articulos que hablen del

desarrollo anatomico antes y alrededor del nacimiento (Liste et al., 2006.).

I11.7.3. ECOGRAFIA.

No se ha localizado casi ningun articulo y la mayoria estan enfocados al aparato

reproductor de los cetaceos.

IIL.8. ESTUDIOS ANATOMICOS.

Hacen falta mas estudios anatomicos generales de estas especies que incluya la

embriologia y para nosotros, a la espera de que publiquemos el resto de las regiones
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anatomicas en un atlas, el méas completo hasta la fecha es Cozzi et al., 2017.
I11.9. ESTUDIOS HISTOLOGICOS.
Estos estudios han sido muy utiles, complementando los resultados del

diagnostico de imagen (Yamasaki et al., 1978; Huggenberger et al., 2006; Buono et al.,
2015; Cozzi et al., 2017).






RELACION DE ARTICULOS







Relacion de articulos

19

IV. RELACION DE ARTICULOS






Relacion de articulos 21

IV.1. ARTICULO 1

Titulo: A Study of the Head during Prenatal and Perinatal Development of Two Fetuses
and One Newborn Striped Dolphin (Stenella coeruleoalba, Meyen 1833) Using
Dissections, Sectional Anatomy, CT, and MRI: Anatomical and Functional Implications

in Cetaceans and Terrestrial Mammals

Autores:
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Revista: Animals

Abstract: Our objective was to analyze the main anatomical structures of the dolphin
head during its developmental stages. Most dolphin studies use only one fetal specimen
due to the difficulty in obtaining these materials. Magnetic resonance imaging (MRI) and
computed tomography (CT) of two fetuses (younger and older) and a perinatal specimen
cadaver of striped dolphins were scanned. Only the older fetus was frozen and then was
transversely cross-sectioned. In addition, gross dissections of the head were made on a
perinatal and an adult specimen. In the oral cavity, only the mandible and maxilla teeth
have started to erupt, while the most rostral teeth have not yet erupted. No salivary glands
and masseter muscle were observed. The melon was well identified in CT/MRI images
at early stages of development. CT and MRIimages allowed observation of the maxillary
sinus. The orbit and eyeball were analyzed and the absence of infraorbital rim together
with the temporal process of the zygomatic bone holding periorbit were described. An
enlarged auditory tube was identified using anatomical sections, CT, and MRI. We also
compare the dolphin head anatomy with some mammals, trying to underline the

anatomical and physiological changes and explain them from an ontogenic point of view.

URL: https://www.mdpi.com/2076-2615/9/12/1139



Relacion de articulos 23
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Revista: Animals

Abstract: Our goal was to analyze the main anatomical structures of the dolphin external
nose and nasal cavity from fetal developmental stages to adult. Endoscopy was used to
study the common development of the external nose and the melon, and nasal mucosa.
Magnetic resonance imaging (MRI) and anatomical sections were correlated with
anatomical sections. Computed tomography (CT) was used to generate 3D
reconstructions of the nasal bones and nasal cavities to study its development.
Dissections, histological and pathological studies were carried out on the nasal mucosa
to understand its function. These results were compared with the horse. Endoscopy
showed an external nose with two lips and the upper lip is divided by a groove due to the
nasal septum and an obstruction of right nasal cavity was diagnosed in a newborn. Two
diverticula (air sacs) were found in the nasal vestibule and an incisive recess
(premaxillary sac) in the nasal cavity. These findings were corroborated by 3D
reconstructions of the nasal cavities, MRI, anatomical sections and dissections. The
presphenoid and ethmoid bones were fused at early stages of fetal development. The

ethmoid is the last bone to ossify in the nasal cavity.

URL: https://www.mdpi.com/2076-2615/11/2/441
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IV.3. ARTICULO 3
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Striped Dolphin, Risso’s Dolphin, Harbour Porpoise and Pilot Whale: Reinforced with
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Revista: Animals

Abstract: In this work, the fetal and newborn anatomical structures of the dolphin
oropharyngeal cavities were studied. The main technique used was endoscopy, as these
cavities are narrow tubular spaces and the oral cavity is difficult to photograph without
moving the specimen. The endoscope was used to study the mucosal features of the oral
and pharyngeal cavities. Two pharyngeal diverticula of the auditory tubes were
discovered on either side of the choanae and larynx. These spaces begin close to the
musculotubaric channel of the middle ear, are linked to the pterygopalatine recesses
(pterygoid sinus) and they extend to the maxillopalatine fossa. Magnetic Resonance
Imaging (MRI), osteological analysis, sectional anatomy, dissections, and histology were
also used to better understand the function of the pharyngeal diverticula of the auditory
tubes. These data were then compared with the horse’s pharyngeal diverticula of the
auditory tubes. The histology revealed that a vascular plexus inside these diverticula
could help to expel the air from this space to the nasopharynx. In the oral cavity, teeth
remain inside the alveolus and covered by gums. The marginal papillae of the tongue
differ in extension depending on the fetal specimen studied. The histology reveals that
the incisive papilla is vestigial and contain abundant innervation. No ducts were observed
inside lateral sublingual folds in the oral cavity proper and caruncles were not seen in the

prefrenular space.

URL: https://www.mdpi.com/2076-2615/11/2/441
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V. CONCLUSIONES

Articulo 1

. Las secciones anatomicas en el feto han sido muy importantes para asegurarnos
que ciertas estructuras anatomicas fueron correctamente identificadas, sin
embargo, las disecciones anatomicas fueron necesarias para confirmar la
presencia de dichas estructuras. La TC se empled para identificar las
caracteristicas de huesos y cartilagos tanto en el feto como en el recién nacido.
Por otro lado, las diferentes secuencias de RM se emplearon para reconocer y
diferenciar estructuras viscerales, lo que ayudara a los clinicos a diagnosticar
diversas patologias en la region cefalica del delfin.

. Hemos observado que los dientes mas rostrales erupcionan tras la lactacion y en
el periodo perinatal su ausencia ayuda durante la succion de leche y para proteger
las papilas mamarias. Ademas, hemos observado la ausencia o atrofia del
musculo masetero desde el estadio fetal hasta el adulto en delfin listado
(sustituido por tejido adiposo mezclado con fibras musculares en su posicion
anatomica) porque los delfines tragan sus presas y no mastican.

. No se observaron nodulos linfaticos ni glandulas salivares durante la etapa del
desarrollo en cabezas de delfin, solo una mezcla de grasa y fibras musculares.

. El seno maxilar se observd con un contenido heterogéneo en el feto y en el
periodo perinatal. Este seno puede ser no funcional.

. La fusion entre los huesos lacrimal y cigomatico se observod ya en el feto menos
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desarrollado.

. La apofisis temporal del hueso cigomatico se ha descrito sujetando la periorbita
en el feto de delfin.

. Un "pseudodiverticulo" similar a la "bolsa gutural" se ha observado conectando
la cavidad timpanica (oido medio) con la nasofaringe en las secciones anatomicas

del feto.

Articulo 2

. El estudio endoscopico de la anatomia del feto permiti6 observar
simultdneamente el desarrollo del melon y lanariz externa. También, hemos visto
que la forma y funcion de la nariz externa se observa formada por dos labios
cerrados muy simples durante el desarrollo fetal y muy sofisticado durante el
estadio adulto. El vestibulo mostraba los "labios de mono", dos diverticulos y dos
recesos incisivos y pliegues longitudinales en las porciones olfatorias y
respiratorias de la cavidad nasal.

. Las reconstrucciones tridimensionales de los espacios aéreos y de la cavidad nasal
Osea nos permitio obtener una representacion espacial durante el desarrollo de la
cavidad nasal y confirmé nuestras observaciones endoscopicas. Las secuencias
T1y T2 sagitales y coronales de RM fueron muy importantes para confirmar que
las estructuras anatdmicas Oseas fueron correctamente identificadas, tal como los
huesos presfenoides y etmoides. También las secciones anatdmicas y disecciones
ayudaron en nuestra identificacion de estructuras vistas en los estudios
endoscopios, de TC y RM.

. El andlisis histologico confirmo la similitud de la mucosa nasal del caballo y del
delfin, aunque no se observaron cilios en la porcidn respiratoria de este ultimo.
Los hallazgos patolégicos mostraron una hiperqueratosis en el vestibulo y
deberian tenerse en cuenta durante las necropsias de delfines varados.

. La retraccion de los huesos nasales, la posicion vertical de las cavidades nasales
y las especiales paredes Oseas nos llevan a recomendar que la cavidad nasal
deberia denominarse cavidad maxilar ya que estos huesos cierran estas cavidades

en delfines como los huesos nasales 1o hacen en los mamiferos domésticos.
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. El vestibulo nasal contiene diferentes cavidades similares al diverticulo de la
nariz que es descrito en caballos. Los diverticulos de los cetaceos funcionan como
reservorios de agua y proteccion contra agentes externos. Los pliegues
vestibulares son comparables a los pliegues alares descritos en el caballo.

. La fusion entre los huesos etmoides y presfenoides se observo ya en el segundo
feto mas joven.

. La lamina cribosa del hueso etmoides es el iltimo hueso en osificar en la cavidad
nasal en un espécimen recién nacido. Muestra una pequefa fisura perpendicular
a ambos lados de la cresta de gallo y una pequefia area cribiforme en la cara nasal

del hueso etmoides.

. No se detectaron células olfatorias en la cavidad nasal durante el analisis
histologico.

Articulo 3

. Dentro de la cavidad propia de la boca, la papila incisiva esta presente en todos

los especimenes para comprobar la textura y dureza del alimento y, durante la
lactacion, para reforzar la falta de dientes incisivos y para prevenir dafos en la
papilamamaria. Comparativamente, podemos establecer que el paladar del delfin
comun es morfoldégicamente diferente de otras especies ya que presenta un surco
palatino adicional.

. La lengua morfolédgica y funcionalmente presenta unas papilas marginales que
desaparecen progresivamente tras la lactacion, permaneciendo algo maés en
algunas especies como el calderén comun. Los dientes en desarrollo muestran tres
capas debajo de la encia, se desarrollan durante el periodo fetal y erupcionan a
través de la encia tras la lactacion.

. Hemos encontrado glandulas mucosas en las cavidades bucal y faringea, con una
doble funcidn, la proteccion mecanica y lubrificacion. Por el contrario, en la
nasofaringe hemos encontrado corptsculos de presion y glandulas serosas para
humedecer el area.

. En la laringofaringe, hemos observado que el receso piriforme izquierdo era mas

grande que el derecho, probablemente para permitir en dicho lado el paso de
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grandes presas.

. En la nasofaringe, uno de los grandes hallazgos de este estudio fue encontrar y
visualizar por primera vez el diverticulo de la trompa auditiva desde etapas
tempranas del desarrollo fetal empleando RM y disecciones en cabezas de fetos.
Este espacio "diverticulo de la trompa auditiva" se extiende rostrodorsalmente
desde el oido hasta la nasofaringe y contiene aire y un plexo vascular, similar a
aquellos mamiferos que poseen dicha estructura.

. Las endoscopias de la cavidad bucofaringea serian fttiles para destacar
alteraciones en estructuras anatdmicas a estos niveles, que puedan provocar

muertes.
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VI. RESUMEN GENERAL

VL1. INTRODUCCION

Las técnicas de estudio anatomico en los cetaceos se limitaron tradicionalmente
a la diseccion y observacion de los ejemplares obtenidos (Carte y Macalister, 1868;
Beauregard, 1882; Collet 1886; Pilliet y Boulart, 1895; Schulte, 1916; Ridewood, 1922;
Eales, 1950). Hoy en dia, con la evolucion de la tecnologia y aparicién y mejora de
técnicas de diagndstico por imagen, se ha podido ampliar los conocimientos anatdmicos
apoyados en los conocimientos heredados de aquellos cientificos y exploradores pioneros.

La RM y la TC son dos de las técnicas mas usadas en este sentido (Liste et al.,
2006; Alonso-Farre et al., 2014), aunque también la histologia da mucha informacion
(Sokolov y Volkova, 1973; Drabek y Kooyman, 1984), pero en los ultimos afios han
ganado enteros técnicas como las reconstrucciones 3D (Marino et al., 2001) y la
endoscopia (Van Bonn et al., 1997; Dover y Van Bonn 2001; Tsang et al., 2002).

Sin embargo, actualmente existe poca informacion acerca de la anatomia prenatal
de la region cefalica de los cetaceos, y algo mas sobre la postnatal, centrandose casi toda

la literatura cientifica existente en los ejemplares adultos.

VI1.2. OBJETIVOS

1. Obtener imagenes de la cabeza en los tres planos tridimensionales de

Resonancia Magnética y Tomografia Computarizada para correlacionarlas con
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secciones anatémicas (articulos 1,2y 3).

2. Aplicar la técnica de endoscopia a nivel de las cavidades nasal y bucofaringea
para analizar sumucosa y realizar la observacion de sus estructuras anatomicas "in
situ" (articulos 2 y 3).

3. Revisar la terminologia anatomica erroneamente empleada en la literatura
cientifica y citarlos acorde a la nomenclatura anatomica veterinaria (articulos 1,
2y3).

4. Incluir técnicas histoldgicas, anatémicas (diseccion, secciones anatomicas,
inyeccion de latex) y de reconstruccion tridimensional para conseguir una mejor
informacion de las estructuras anatomicas durante el desarrollo prenatal (articulos
2y3).

5. Llevar a cabo estudios de anatomia comparada con distintas especies y edades
(articulos 1, 2 y 3).

6. Establecer unas bases anatdmicas que sirvan como referencia a futuros estudios
sobre el desarrollo y que ayuden a los profesionales que trabajen con cetaceos

(articulos 1, 2 y 3).

VI.3. MATERIAL Y METODOS

Para realizar el presente estudio, se emplearon 30 ejemplares de ceticeos y 4 de
équidos. Entre los cetaceos, se emplearon 5 especies en total: delfin listado (Stenella
coeruleoalba M.), delfin comun (Delphinus delphis L.), calderon comun (Globicephala
melas T.), calderén gris (Grampus griseus C.) y marsopa comun (Phocoena phocoena
L.), de los cuales 18 eran nonatos, 5 neonatos, 2 juveniles y 5 adultos, cubriendo un rango
de tamaiio que iba entre 11,8 y 204 centimetros. Todos los ejemplares vararon muertos y
procedian de las costas espanolas de Galicia, Ceuta, Valencia y Murcia, siendo
conservados bien en formaldehido al 10% (en algiin que otro caso en una solucion
embalsamadora de formaldehido, fenol, glicerina y alcohol isopropilico) o bien congelados
a -20° C. Los tres caballos y el feto (Equus caballus L.) procedian del matadero de
Orihuela (Alicante).
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Las tomografias computarizadas fueron realizadas con 2 aparatos distintos:

. Un tomoégrafo de emision de positrones (PET), Tomoégrafo emisor de fotones
(SPECT) y tomdgrafo estandar (TC) (PET/SPECT/CT) de AlbiraTM Systems en
el CEIB de Murcia.

. Un tomografo dual de dos detectores (General Electric HiSpeed, General Electric

Healthcare, Madrid, Espafia) en el Hospital Clinico Veterinario de Murcia.

Las Resonancias Magnéticas fueron realizadas con 2 aparatos en 2 lugares
distintos:

. Un aparato de resonancia magnética de 1,5 T (Sigma Excite 1.5 T MR, General
Electric medical systems, Milwaukee, WI) ubicado en el Centro de Resonancia
Magnética del Levante, Ciudad Quesada, Alicante, Espana.

. Un aparato de resonancia magnética Philips Medical System Intera de 1,5 T
(Philips Medical System Intera, Eindhoven, The Netherlands; Clinica Radiologica,

Ceuta, Spain) en la Clinica Radiolégica de Ceuta, Espaiia.

Las exploraciones endoscdpicas se efectuaron usando un endoscopio rigido (Karl
Storz Autocon 200, Tuttlingen, Germany) con una cdmara procesadora (Storz image 1
hub, camera 123 head Karl Storz Image 1 H3 HD, a Storz power led 175). Para la nariz
externa se uso un endoscopio (visioén 0°, didmetro 3 mm, longitud 14 cm, con fibra optica
de transmision ligera incorporada) y para la cavidad nasal un endoscopio (vision 30°,
diametro 2.7 mm, longitud 18 cm, también con fibra optica de transmisioén ligera
incorporada).

Las secciones histolégicas, se cortaron con un microtomo, se situaron en un
portaobjetos y se tifleron con Hematoxilina-Eosina. Posteriormente, se fotografiaron con
un microsocopio computarizado ligero (Axioskop 40, Zeiss, Jena, Germany) con camara
en color incorporada (Insight 2 Axiocam 105).

Las reconstrucciones 3D se realizaron procesando las imagenes (dicom) obtenidas
con los equipos tomograficos con el programa AMIRA para Sistemas Fei 5.6 y las
secciones anatomicas se realizaron con una sierra de banda en la Sala de Diseccion del

Departamento de Anatomia.
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Articulo 1

Para el estudio seccional, tomografico y de resonancia magnética se emplearon
cuatro especimenes prenatales, dos perinatales y un adulto, todos de la especie delfin
listado (Stenella coeruleoalba M.). Todos los ejemplares fueron encontrados muertos en
las costas espafiolas Atlantica, Mediterranea y del estrecho de Gibraltar, por lo que no fue
necesario el permiso del comité de ética.

El feto méas pequefio se escaned en un PET/SPECT/CT del CEIB de la Universidad
de Murcia. El segundo de mayor tamaiio con un tomografo General Electric (GE) de la
Clinica Virgen de Africa en Ceuta. El recién nacido se escaned con un aparato GE del
Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Murcia. Todas las imagenes de TC
(dicom) fueron transferidas a una estacion de trabajo y analizadas con los programas
Radiant DICOM viewer y Osiris 4.0 para Windows, estableciéndose diferentes tipos de
ventana (mediastino vascular y de tejidos blandos).

El primer feto y el recién nacido se analizaron con un aparato de resonancia
magnética (GE) de alto campo 1,5 Tesla en el Centro Veterinario de Diagnostico por
Imagen de Levante en Alicante con una antena para muiieca humana (feto) y para cabeza
humana. Se adquirieron diferentes secuencias potenciadas en T1 y T2 en los tres planos
espaciales. El segundo feto se estudié con un aparato de resonancia magnética Philips
Medical System Intera (PMSI) en la Clinica Radioldgica de Ceuta empleando una antena
de sensibilidad corporal. Se adquirieron diferentes secuencias potenciadas en T1 y T2 en
los tres planos espaciales. Todos los especimenes fueron posicionados para su estudio en
decubito esternal. Las imagenes de resonancia magnética (dicom) fueron transferidas auna
estacion de trabajo y posteriormente analizadas con Radiant DICOM viewer y Osiris 4.0
para su visualizacion.

Para la evaluacion anatdémica, el feto mas joven, el recién nacido y la hembra
adulta mas joven se preservaron con formol al 10% y solamente el adulto de mayor
tamarfio fue fijado inyectando solucién embalsamadora por las arterias cardtidas y venas
yugulares derechas e izquierdas. Tras 48 horas las carotidas y yugulares fueron inyectadas
con latex rojo y azul, respectivamente. El recién nacido fue preservado congelado pero el
segundo feto mas desarrollado fue congelado a -80°C y posteriormente seccionado

seriadamente de la cabeza a la cola con una sierra de banda del Departamento de
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Anatomia y Embriologia de la Universidad de Murcia. Se obtuvieron 57 secciones
transversales de 0,7-1 cm de grosor, después fueron fotografiadas y las iméagenes se
correlacionaron con las imagenes de TC y RM. Los cortes fueron inmersos en acetona para
su plastinacion y posteriormente congelados.

La cabeza de la hembra recién nacida se emple6 para la diseccion del melon
mediante secciones transversales y horizontales para mostrar el nticleo y el anillo de tejido
periférico. El tapon y la cavidad nasal se observaron tras retirar la nariz externa y el
vestibulo de la nariz.

La cabeza, cara y areas adyacentes del ejemplar de mayor tamafio fue diseccionada
mostrando la grasa frontal y facial, la superficie del melon, la mandibula y musculos
faciales superficiales. Posteriormente se retird cuidadosamente el tejido fibroso y graso
para dejar expuesto el drenaje venoso, varios musculos depresores de la lengua, misculos

linguales y el rudimento del meato acustico externo.

Articulo 2

En el estudio se emplearon un total de dieciséis ejemplares prenatales, tres
perinatales, dos juveniles y cuatro adultos de tres especies de delfin: (comun, Delphinus
delphis ; listado, Stenella coeruleoalba; calderébn comun, Globicephala melas); ademas
de cuatro especimenes de équidos (Equus caballus). Todos los ejemplares de delfin fueron
encontrados muertos en las costas espafiolas Atlantica, Mediterranea y del estrecho de
Gibraltar, y los équidos procedian del matadero de Orihuela, por lo que no fue necesario
el permiso del Comité de Etica de la Universidad de Murcia. El estudio endoscépico de
los ejemplares seleccionados (la totalidad de los fetos, un recién nacido y un adulto) fue
realizado en la Clinica Bonafé de La Alberca, Murcia, durante aproximadamente cinco
meses. De estos ejemplares, catorce fetos, un recién nacido y un adulto fueron escaneados
en los tomografos y aparatos de resonancia magnética. De estos ltimos, seis fetos, un
recién nacido y un adulto fueron inyectados en la Sala de Diseccion del Departamento de
Anatomia y Embriologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia, con
silicona a través del espiraculo llenando primero el vestibulo y luego la cavidad nasal,
oscilando la cantidad entre 1-8 cm’® en fetos, 16 cm® en recién nacidos y 20-28 cm’ en

adultos. Posteriormente el espiraculo fue cubierto por una banda eléstica para evitar el
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reflujo de silicona. Dos especimenes adultos se emplearon para las secciones anatomicas,
uno de ellos para el analisis histoldgico, un recién nacido para el estudio patologico y dos
adultos para diseccion.

Para realizar la endoscopia se emple6 una optica rigida (Karl Storz Autocon 200).
El endoscopio rigido empleado para el estudio de la nariz externa era de 3 mm de diametro
y 14 cm de longitud, mientras que para la cavidad nasal era rigido con un angulo oblicuo
de 30° 2.7 mm de diametro y 18 cm de longitud. El procedimiento fue realizado en fetos
y especimenes juveniles siguiendo los protocolos estandar. El animal se colocaba en
decubito esternal mirando al endoscopista. Se empezaba a visualizar la morfologia de la
nariz externa, luego se exploraba el vestibulo, posteriormente se separaban los tapones
nasales de los pliegues vestibulares y se pasaba a la parte respiratoria y olfatoria de la
cavidad nasal. Por ultimo, se llegd a observar la nasofaringe en el fondo de la cavidad.

Los estudios de resonancia magnética se realizaron con un aparato (GE) de alto
campo (1.5 Tesla) del Centro Veterinario de Diagndstico por Imagen del Levante en
Alicante empleando unas antenas de humana para rodilla en fetos pequefos, para mufieca
en fetos medianos y para cabeza en fetos grandes. Todas las imagenes (dicom) fueron
analizadas con el programa Radiant DICOM viewer.

Las tomografias y las reconstrucciones tridimensionales de la cavidad nasal 6sea
se realizaron en cuatro fetos muy pequefios con el tomografo PET/SPECT/CT Albira
Systems del CEIB de la Universidad de Murcia y finalmente en tres fetos de mayor
tamafio, un recién nacido y un adulto con un tomografo (GE) Hispeed Dual en el Hospital
Clinico Veterinario de la Universidad de Murcia. Todas las imagenes (dicom) se
analizaron y procesaron con el programa AMIRA for Fei Systems 5.6. Las
representaciones volumeétricas se generaron para obtener reconstrucciones volumétricas
de la anatomia interna.

Las tomografias y las reconstrucciones tridimensionales de los espacios aéreos de
la cavidad nasal se llevaron a cabo inyectando Silicona Xiameter® por el espirdculo en
varios especimenes de fetos, recién nacidos y adultos para obtener moldes nasales y
aumentar las propiedades de contraste tomografico. Los especimenes inyectados fueron
escaneados con el tomografo (GE) Hispeed Dual en el Hospital Clinico Veterinario de la
Universidad de Murcia y las imdgenes (dicom) se emplearon para obtener las

reconstrucciones tridimensionales de la cavidad nasal con el programa AMIRA for Fei
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Systems 5.6.

Un recién nacido y un juvenil de delfin listado fueron congelados a -20°C
previamente a la obtencion de cortes sagitales y coronales de la cabeza. Un espécimen
adulto de la misma especie fue congelado a -46°C y posteriormente se obtuvieron
secciones sagitales. El grosor de los cortes oscilaba entre los 0,5-0,7 cm. de grosor. Todas
las secciones obtenidas fueron preservadas con formol al 10% y posteriormente
refrigeradas.

Catorce fetos empleados en el estudio se conservaron en formol al 10% en
refrigeracion, dos fueron fijados con soluciéon embalsamadora por las arterias y venas
umbilicales. Un ejemplar adulto de delfin listado se le inyect6 solucion embalsamadora
por la vena yugular externa y atrios derecho e izquierdo con una bomba eléctrica. Tras 48
horas se inyect6 latex rojo y azul por arterias y venas, respectivamente. A un recién nacido
enfermo de las vias aéreas se le realiz6 una diseccidon y endoscopia para ver las
alteraciones de la cavidad nasal. También se emple6 un adulto sano para observar la
anatomia normal de la cavidad nasal.

Finalmente, se realizd un analisis histologico de la cavidad nasal en un espécimen
adulto. Para ello se cortaron bloques rectangulares de la mucosa a diferentes niveles de la
cavidad nasal. Se guardaron en casetes en formol al 10% y posteriormente sumergieron
en parafina para hacer bloques para obtener secciones con un microtomo. Las secciones
se colocaron en portaobjetos de cristal y posteriormente se tifieron con
Hematoxilina-Eosina. Las muestras fueron fotografiadas con un microscopio optico

computarizado (Axioskop 40).

Articulo 3

En este ultimo estudio se emplearon 24 odontocetos pertenecientes a 5 especies
(listado- Stenella coeruleoalba -, comUn - Delphinus delphis -, calderon comun -
Globicephala melas -, calderon gris - Grampus griseus - y marsopa - Phocoena
phocoena) de todas las edades para realizar diferentes técnicas de diagnostico en todos los
especimenes: endoscopia, resonancia magnética, disecciones e histologia. Todos los
animales varados en las costas Mediterranea, Atlantica y del estrecho de Gibraltar fueron
encontrados muertos por lo cual no fue necesario el permiso del Comité de Etica de la

Universidad de Murcia. Dieciséis fetos y un juvenil se transportaron a la Clinica Bonafé
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de la Alberca, Murcia, para realizar el estudio endoscopico. Ocho fetos se emplearon para
realizar resonancias magnéticas. Las secciones anatomicas se hicieron a un recién nacido,
un juvenil y un adulto. Este mismo adulto y dos fetos se emplearon para el analisis
histologico y un recién nacido para diseccion.

Para el estudio endoscopico se empled una Optica rigida (Karl Storz Autocon 200)
Clinica Bonaf¢ de la Alberca, Murcia. Para el estudio de las cavidades bucal, orofaringea
y laringofaringea se usé el endoscopio rigido, de 0°, 4 mm de didmetro y 14 cm de
longitud, mientras que para analizar la nasofaringe la dptica era rigido con un angulo
oblicuo de 30° 2.7 mm de didmetro y 18 cm de longitud. El procedimiento realizado
comenzd analizando la cavidad bucal, a continuacion, la faringe (orofaringe y
laringofaringe). Para examinar la nasofaringe se introdujo la optica por el espiraculo, se
paso al vestibulo, posteriormente a la porcion olfatoria y respiratoria de la cavidad nasal
hasta acabar en la nasofaringe. Los especimenes estaban colocados en dectubito esternal
mirando al endoscopista.

La resonancia magnética se realizod con un aparato (GE) de alto campo (1.5 Tesla)
del Centro Veterinario de Diagnéstico por Imagen del Levante en Alicante empleando
unas antenas de humana para rodilla en fetos pequefios y para cabeza en fetos grandes.
Todas las iméagenes (dicom) fueron analizadas con el programa Radiant DICOM viewer.

Un recién nacido, un juvenil y un adulto de listado se congelaron previamente a
-20°C antes de obtener las secciones coronales y sagitales de la cabeza. Otro adulto de
listado se congelo6 previamente a -46°C antes de obtener las secciones sagitales. Todos los
cortes se realizaron con una sierra de banda de la Sala de Diseccion con un grosor de entre
0.5-0.7 cm. Todas las secciones obtenidas fueron preservadas en formol al 10% y luego
almacenadas en contenedores en refrigeracion. Dieciséis fetos fueron preservados en
formol al 10%. Otros dos fetos mas y un adulto se embalsamaron a través de las venas
umbilicales y vena yugular externa y auriculas, respectivamente, de forma manual con
jeringas y aun ejemplar adulto (scomu5) empleando una bomba peristaltica. Las secciones
se emplearon para el estudio del diverticulo faringeo de la trompa auditiva. Otro
espécimen adulto se empled para el estudio de la anatomia normal de las cavidades bucal
ynasal y, otro feto y otro adulto para explorar los huesos de las cavidades bucal y faringea.

La histologia de las cavidades bucal y faringea fue analizada en dos fetos, uno de

delfin comun y un adulto de listado. Muestras rectangulares de la mucosa nasal se
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obtuvieron de diferentes partes de la cavidad nasal. Las muestras fueron orientadas
perpendicularmente en bloques de parafinay se procesaron con un microtomo obteniendo
secciones de parafina en portaobjetos. Posteriormente se tifieron con hematoxilina-eosina.

Las muestras fueron fotografiadas con un microscopio 0ptico con camara incorporada.

VIL.4. RESULTADOS
Articulo 1

Todos los especimenes fueron analizados empleando las técnicas de diagnostico
por imagen: tomografia computarizada (TC) y resonancia magnética (RM); las secciones
anatomicas solamente se usaron en un feto.
Cavidad bucal

En los tres especimenes se observo la lengua mediante secciones anatémicas, TC
y RM, y en algunos ejemplares se visualizo el receso sublingual lateral, el alveolo dental

(en la mandibula, pero no en el maxilar) y en cuanto a los dientes:

. que los mas caudales crecian cubiertos por la encia en los huesos maxilar y
mandibular.

. que los dientes de la mitad caudal se estaban formando en ambas arcadas
dentarias.

. que los dientes del area incisiva no habian erupcionado completamente, mientras

que el resto de los dientes de ambas arcadas ya lo habian hecho.

Respecto a los musculos:

. El musculo masetero no fue observado en los especimenes estudiados

. El musculo orbicular de la boca estaba ausente.

. Los musculos depresores de la mandibula, milohioideo y digéstrico estaban bien
desarrollados.

Hocico

El cartilago mesorrostral queda entre los huesos vomer, maxilar e incisivo
apoyandose ventralmente en el surco del vomer. En el feto mas joven la TC muestra dos
canales infraorbitarios en el hueso incisivo.

Melon
La parte caudal del melon esta situada mas proxima a la cavidad nasal. En las

secciones anatomicas se apreciaba el nicleo blanco con tejido conectivo y musculos en
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la periferia. La TC y la RM también nos permitieron distinguir la morfologia del melon
y compararla con las secciones anatomicas.
Cavidad nasal y senos paranasales

Desde el vestibulo, el espiraculo esta cerrado por un pliegue musculomembranoso.
El vestibulo esta dividido en dos por la porcion membranosa del septo nasal. En el
vestibulo se observan unos diverticulos de la nariz a ambos lados de los pliegues o tapones
nasales, bajo los cuales hay dos cavidades nasales separadas por el septo nasal. Se
observaron el seno maxilar, la nasofaringe y las coanas con las técnicas de diagnostico por
imagen y anatomia seccional.
Orbita y globo ocular

La orbita presentaun borde 6seo incompleto formado por una borde supraorbitario
constituido por el hueso frontal, pero no hay borde infraorbitario. Al principio del
desarrollo se observa con PET/SPEC/CT sincondrosis de los huesos lacrimal y cigomatico
que va osificando (sinostosis) conforma avanza la gestacion. La apofisis temporal del
hueso cigomatico cruza de forma oblicua bajo la peridrbita a la cual sujeta.

El globo ocular se observé con RM pero el cristalino con RM y TC.
Sistema Nervioso Central

Se observaron con diferentes técnicas y en los diferentes ejemplares todas estas

estructuras:

. la cisura longitudinal del cerebro

. el seno sagital dorsal en la corteza

. el ventriculo lateral

. las meninges y el acueducto del mesencéfalo

. los nervios facial y vestibulococlear y, la arteria laberintica.

. el tentorio del cerebelo junto al vermis y hemisferios cerebelosos.
Oido

Se observaron con diferentes técnicas y en diferentes ejemplares todas estas

estructuras:

. las porciones petrosa y timpanica del hueso temporal

. la cadena de huesecillos 6seos del oido medio (martillo, yunque y estribo)
. el canal espiral de la coclea y el vestibulo 6seo

. el rudimento del pabellon auricular (porcion cartilaginosa del meato acustico
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externo)

Laringe
Se observaron con diferentes técnicas y en diferentes ejemplares todas estas

estructuras:

. rodeando los cartilagos laringeos, la laringofaringe y el aparato hioideo y sus
conexiones con el oido.

. la articulacion temporomandibular y la grasa del canal de la mandibula, la cual
estaba muy cerca del oido medio, en contacto con la pared timpanica.

. tres huesos del aparato hioideo osificados (estilohioides, basihioides y tirohioides),
no asi los cartilaginosos (epihioides, queratohioides y timpanohioides). El extremo
caudal del tirohioides continuaba sin osificar en el recién nacido.

Cavidad del craneo

Las fontanelas se apreciaron perfectamente con TC y RM.

VIL5. DISCUSION
Articulo 1
Cavidad bucal

Los dientes mas rostrales, equivalentes a los incisivos, erupcionan mas tarde que
los més caudales, correspondientes a los premolares y molares. Esto tendria una aplicacion
durante la lactacion (periodo perinatal), ya que estos dientes al erupcionar después ayudan
durante la succion de la leche y al mismo tiempo evitan dafiar el pezon.

No hemos encontrado el musculo masetero en los especimenes de fetos, recién
nacido ni adultos de delfin listado; el musculo esta atrofiado. Funcionalmente, el musculo
masetero es un musculo extremadamente potente para la masticacion, y los odontocetos
han perdido esta caracteristica a través de la evolucidon, porque la mayoria de los
odontocetos, con la excepcion de las orcas (Werth, 2007) tragan sus presas intactas sin
masticar.

Las glandulas salivares y los nodulos linfaticos no se han observado ni en fetos ni
en el recién nacido.

Hocico
En el hocico del delfin, hay una unién entre los huesos vomer, maxilar e incisivo.

En la nariz de los animales domésticos, el cartilago del septo nasal se extiende
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rostralmente hasta las aberturas nasales, pero en cetaceos la cavidad nasal y el hocico estan
a diferentes niveles debido a la “telescopizacion”. La punta del hocico tiene tres funciones
en los odontocetos: tactil (protopatica), ofensiva (junto con la punta de la mandibula), y
protectora como consecuencia de la union del cartilago mesorrostral con estos tres huesos
(vomer, maxilar e incisivo) para absorber impactos (Hosokawa y Kamiya, 1965).
Melon

Ennuestro estudio, los musculos rostrales que se insertan en el area fibrosa externa
del melon estaban localizados ventrolateralmente al mismo y pertenecen al grupo residual
del sistema neuromuscular facial (Nickel et al., 1986; Sandoval, 2000; Harper et al.,
2008).

Cavidad nasal y senos paranasales

Rodeando los orificios nasales hay fibras musculares estriadas mezcladas con los
musculos del meldn que los abren y cierran y actian como esfinteres musculares.

En las disecciones del vestibulo nasal en un espécimen fetal, observamos que
ambas aberturas nasales tienen un area comun bajo el esfinter musculomembranoso
(espiraculo u ollar); dicha area vestibular queda dividida en dos vestibulos nasales derecho
e izquierdo por la porcion membranosa del septo nasal. Rauschmann et al., (2006)
establecieron que bajo el espiraculo u ollar hay un vestibulo impar. Debajo del espiraculo
u ollar, el vestibulo nasal presenta varios sacos aéreos (diverticulos) (Reidenberg y
Laitman, 2008) que visualizamos en nuestros especimenes estudiados. En delfines, el
tapon nasal, pliegue alar, y el vestibulo nasal han sido modificados para generar sonido
y como reservorio de agua. Hosokawa y Kamiya en 1965, describieron la presencia de los
senos maxilar y pterigoideo con una sustancia heterogénea en las secciones Il y IV como
la que encontramos en las muestras del feto mayor. Estos senos pueden ser no funcionales.
Los senos paranasales calientan el aire y disminuyen el peso de la cabeza en los mamiferos
domésticos. Los cetdceos se mueven en un medio con menor gravedad, lo que podria
conllevar una regresion de estas cavidades. Por otro lado, Corpa et al., (2004) describieron
el seno etmoidal y Racicot y Berta en 2013, el pterigoideo, que no hemos observado en
nuestros especimenes estudiados. Hemos localizado en delfin listado algunos pequefios
orificios en la pared frontal de la cavidad nasal 6sea que claramente conecta la cavidad
nasal con el seno maxilar; sin embargo, no sabemos si la mucosa nasal cierra estos

orificios completamente o son orificios de vasos nutricios.
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Confirmamos la asimetria bilateral, apoyando la tesis de que ésta sea directamente
proporcional al tamafio de la presa (Macleod et al., 2007). No observamos el érgano
vomeronasal en nuestras secciones anatdmicas o secuencias de RM bajo la mucosa nasal
y hueso vomer, por lo que también confirmamos la ausencia de olfato en estas especies
a pesar de que en el craneo del recién nacido de delfin listado apreciamos un hueso
etmoides como la placa cribiforme de los mamiferos domésticos, por lo que creemos que
es posible que la mucosa nasal esté presente. Rommel et al. (2009), hablan de cierta
capacidad olfatoria de los cetaceos.

Orbita y globo ocular

En nuestro estudio, empleando el PET/SPEC/TC, fue posible observar en el feto
mas joven centros de osificacion que no estan fusionados en este estadio temprano. De
acuerdo con estudios previos (O'Rahilly y Miiller, 1987; Mead y Fordyce, 2009; Cozzi et
al., 2017), en odontocetos (excepto en zifios), los huesos lacrimal y cigomatico estan
fusionados formando el hueso lacrimocigomatico, hecho que hemos confirmado en
nuestro estudio, tratandose de una sincondrosis que sera sinostosis. Como en los
mamiferos domésticos, el hueso lacrimal estd situado lateralmente con respecto al
cigomatico. En odontocetos, no hay borde infraorbitario 6seo y la unica estructura que
camina debajo, ventral al parpado, es el nervio facial. En este estudio, se observd en
disecciones y secciones anatomicas que la apofisis temporal del hueso cigomatico
mantiene la periorbita en su punto medio.

Sistema Nervioso Central

Las secuencias de RM del cerebro del feto mas pequefio empiezan a diferenciar el
diencéfalo y telencéfalo, aunque el tronco del encéfalo y el cerebelo estan menos
definidos. En el feto mas desarrollado, las diferentes partes del tronco del encéfalo estan
mejor definidas, excepto el cerebelo. Ademas, hemos distinguido que el cerebelo y los
hemisferios cerebrales se describen en delfines en estadios perinatales. Los ventriculos
laterales y el acueducto del mesencéfalo se apreciaron en los tres especimenes estudiados.
Tampoco en estos hemos observado el 4° ventriculo empleando secuencias de RM. Hemos
encontrado que el tentorio del cerebelo comienza a osificarse durante el estadio fetal hasta
que el proceso se completa en los odontocetos adultos; esto es diferente a los mamiferos
domésticos, en los cuales permanece membranoso, excepto en los gatos (Nickel et al.,

1986; Sandoval, 2000). Sugerimos que la explicacion funcional para esto esta relacionada
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en ambas especies (felinos y odontocetos) en que necesitan un cerebelo bien sujeto debido
a su actividad durante la natacion/locomocion, saltos, escaladas, etc.
Oido

En la cavidad timpanica, vimos un canal musculotubarico semiabierto en el
segundo feto, cuya abertura es el orificio timpanico localizado en la pared rostral del oido
medio. Este se continua con la trompa auditiva que se abre en el orificio faringeo en la
nasofaringe.

La trompa auditiva del recién nacido se pudo detectar en disecciones como un
espacio dilatado 6seo-mucoso junto a la ldmina perpendicular del hueso palatino, que se
extiende hacia el orificio faringeo de la trompa auditiva (escotadura de Eustaquio) (Mead
y Fordyce, 2009) donde se abre a la nasofaringe por el mismo orificio mencionado.
Estamos de acuerdo con Houser et al., (2004) acerca de la existencia de una conexion con
el oido medio (la trompa auditiva la observamos dilatada).

En nuestro estudio fetal, acabamos de encontrar cavidades aéreas junto al canal
musculotubarico del oido medio, que podria ser un "pseudodiverticulo" similar al del
caballo, "bolsa gutural" o diverticulo de la trompa auditiva (Sandoval, 2000; Cozzi et al.,
2017), que formaria un rudimentario espacio osteomusculomembranoso o bolsa gutural,
también localizada en cetaceos por debajo de la base del craneo, conectando la cavidad
timpanica con el orificio faringeo de lo trompa auditiva en la nasofaringe.

Laringe

En los especimenes fetales, apreciamos que la entrada de la laringe (pico de la
laringe) estd muy circunscrita y esta formada por la punta rostral de los cartilagos
epiglotico y aritenoides. Ambos cartilagos son muy alargados y estan orientados
dorsorrostralmente hacia las coanas y no deberian ser descritos como cartilagos
cuneiformes (Rauschmann et al., 2016; Cozzi et al., 2017; Huggenberger et al., 2019) y
tal vez si como tubérculos corniculados (Sandoval, 2000). Los tubérculos corniculados son
ademds eminencias mucosas que engloban a las apofisis corniculadas de los cartilagos
aritenoides (Nickel et al., 1986; Schaller, 1992; Sandoval, 2000;), una caracteristica no
observada en los especimenes estudiados.

En las secciones anatomicas y disecciones, hallamos un timpanohioides
cartilaginoso conectando el hueso estilohioides con la porcidon timpanica del hueso

temporal, cuya funcion es sujetar la raiz de la lengua y la laringe a la base del craneo en
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los mamiferos domésticos (Sandoval, 2000) mientras que el tirohioides se fija a la apofisis
paracondilar de la porcion lateral del hueso occipital. Ademas, en los delfines estudiados,
la punta caudal del tirohioides no se osifica hasta el nacimiento, de esta manera permanece
en el adulto como en la ballena gris (Kienle et al., 2015).
Cavidad del craneo

Tres fontanelas se detectaron en los especimenes estudiados: occipital, frontal y

mastoidea (Mead y Fordyce, 2009) (esta tltima la més clara).

VI1.6. RESULTADOS
Articulo 2

Estudio endoscopico de la nariz externa y la cavidad nasal

- Nariz externa

En el feto mas joven hemos distinguido una protuberancia muy pequefia entre la
frente y el melon. Se veia entre una linea semicircular (con forma de U) (rima de la nariz),
ligeramente concava hacia el &ngulo de la nariz, cerrandolo herméticamente. Hemos visto
dos labios, el superior (caudal) junto a la frente y el inferior (rostral) junto al primordio
del melon. El labio inferior era un poquito mas prominente comparado con el superior,
pero a medida que se desarrolla el feto ambos labios son prominentes. En un feto mas
desarrollado (4.5 meses) la epidermis de la nariz externa difiere de la epidermis de la
frente, con un color diferente (ligeramente rosaceo) y con un claro borde de separacion del
labio superior y la epidermis de la frente. Este tltimo labio, ahora prominente, estaba
claramente dividido verticalmente por un surco supranasal. El labio inferior es indiviso
y elevado debido a su contacto con el melon, el cual tiene un tono de piel similar al de la
nariz. La rima de la nariz es ligeramente convexa. En el feto de calderén comun, la nariz
externa presentaba una pigmentacion blanquecina que se extiende hasta el melén, mientras
que la pigmentacion del resto de la cabeza es gris oscura. La rima de nariz es ligeramente
convexa y difiere de la prominencia del labio superior dividida por el surco supranasal.
Los siguientes fetos mostraban las mismas caracteristicas, manteniendo la separacion del
area de la nariz externa y melon. En el ultimo feto de delfin comun la despigmentacion de
la nariz y el labio superior permanece y desaparece la delimitacion de la nariz y el melon
con respecto al resto de la cabeza. El recién nacido de delfin comun, mostraba una

hiperqueratosis entre los dos labios y la parte derecha del labio superior impidiendo el
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acceso del endoscopio. En el Gltimo espécimen estudiado, un juvenil de delfin listado, se
vio que la nariz estaba herméticamente cerrada y con pigmentacion uniforme. El labio
superior estaba dividido en por un surco supranasal. La rima de la nariz estaba curvada
haciala comisura o angulo de la nariz y presentaba muchos pliegues que dentro de la rima.
El labio inferior era indiviso y prominente quedando junto al melon. Entre ambos labios
nasales, hay estriaciones y un doble pliegue interno sellando los labios herméticamente.

- Cavidad nasal: vestibulo

Para analizar el vestibulo de la nariz se retrajo caudalmente la piel de la region
frontal primero en el feto menor de delfin comun y en los siguientes. Destacamos la
porcion membranosa del septo nasal entre los tapones nasales. La mucosa es de un color
similar al de la epidermis, un poco mas clara que los tapones nasales. Los pliegues
vestibulares junto con la porcién membranosa de septo nasal se adhieren a los tapones,
cerrando el orificio herméticamente. Los diverticulos de la nariz del feto ya algo mas
desarrollado, mostraba una mucosa con un tono blanquecino que era uniforme a lo largo
de todo el vestibulo. También, el orificio estaba abierto entre los "labios de mono o
fonicos" (lo integran ambos tapones nasales y pliegues vestibulares). En el feto de
calderon comun, el color de la mucosa del vestibulo difiere del tono grisaceo del interior
de los labios. La mucosa del diverticulo de la nariz permanece oscura y presenta pliegues.
En los siguientes fetos de delfin comun, la mucosa vestibular pasa del rosa, al gris y hasta
el blanco y tiene pliegues grisaceos dispuestos en direccion dorsoventral. En el siguiente
grupo de fetos de delfin comlin mas desarrollados observamos unos prominentes tapones
nasales, el septo nasal, unos pliegues bien definidos y una mucosa nasal grisacea, diferente
del periodo fetal mas temprano. La mucosa de ambos diverticulos derecho e izquierdo
crecian en anfractuosidad y los pliegues longitudinales eran mas abundantes.

Al recién nacido se le diagnostic6 una inflamacion epitelial con hiperqueratosis
local probablemente causado por una alteracion congénita. Esto obstruy¢ la cavidad nasal
derecha. Este espécimen tenia la porcion membranosa del septo nasal muy espesa de tal
forma que los tapones nasales apenas se apreciaban. Solamente el tapon nasal izquierdo
y la mucosa dilatada del diverticulo izquierdo se veian claramente.

En el juvenil de listado, la mucosa del vestibulo estaba fruncida con estriaciones
y se encontraba firmemente adherida al tapon nasal, septo y pliegues vestibulares. La

mucosa de los diverticulos presentaba numerosos pliegues longitudinales.
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- Cavidad nasal: porcion respiratoria y olfatoria

En esta parte de la cavidad nasal, las cavidades nasales fueron analizadas de
superficie a profundidad. Esta fase del estudio comenz6d con especimenes mas
desarrollados para permitir el paso del endoscopio. Enla cavidad nasal, pudimos distinguir
cuatro paredes: la caudal, una vez pasoé el endoscopio: el tapon nasal; la pared rostral,
ventral al tapon nasal y que contiene el receso incisivo (saco premaxilar). La pared lateral
es la pared externa a ambas cavidades y finalmente, la pared medial, constituida por el
hueso vomer, que separa ambas coanas.

El estudio comienza con un feto de 5,5 meses de gestacion en el que los pliegues
longitudinales de la mucosa contintian dispuestos verticalmente hacia el suelo de la
cavidad nasal derecha. Girando el endoscopio rostralmente, visualizamos el receso
incisivo mas ancho y visible, y la mucosa tenia pocos pliegues, un aspecto aplanado y un
color rosaceo segun avanza el desarrollo. La mucosa de la parte mas profunda del receso
contenia pequeias vesiculas. También, en el fondo de la cavidad nasal, pudimos apreciar
las coanas y la porcion 6sea del septo nasal. A diferencia del vestibulo, la mucosa de las
porciones respiratoria y olfatoria mostraban un color rosaceo en cada espécimen estudiado.
Se aprecio claramente la presencia de pliegues longitudinales y vesiculas, asi como
pequefias fositas en la mucosa junto a las coanas en el feto de delfin comtn de 8.5 meses
de gestacion. En el recién nacido, pudimos estudiar solamente la porcion respiratoria
izquierda de la cavidad nasal ya que la derecha estaba bloqueada y fue imposible
introducir el endoscopio debido a la hiperqueratosis. La mucosa era de color grisaceo y
los pliegues de la mucosa nasal estaban inflamados.

Estudio por RM de la nariz externa y la cavidad nasal

Para el estudio por RM se empled primero el plano sagital con el fin de obtener
una vision general de la cavidad nasal completa y posteriormente en tres planos coronales
u horizontales a nivel del vestibulo, receso incisivo y finalmente la region de las coanas.

Desde el espécimen mas joven de delfin comun el corte sagital nos permitid
identificar la nariz externa con los labios y la rima de la nariz. El melon comenzando a
desarrollarse se apreciaba hiperintenso en ambas secuencias de RM, T1 y T2. La cavidad
nasal presento un tejido mesenquimatoso ligeramente hipointenso en T1 e hiperintenso en
T2. La seccion coronal a nivel del vestibulo nos permiti¢ identificar el septo nasal

ligeramente hipointenso anivel del vestibulo (L1) e hiperintenso en la porcion respiratoria
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(L2). Las cavidades nasales siempre se mostraron hiperintensas.

En el feto de cuatro meses de gestacion, las secciones sagitales mostraban
claramente la nariz externa. El tapon nasal se pudo ver ligeramente hiper/hipointenso en
T1y T2, y en la porcidn respiratoria hipointenso en T1 y T2. Los principales huesos que
forman las paredes son mas perceptibles con el mesénquima, especialmente el
presfenoides, pero el hueso etmoides no fue tan claramente identificado.

En el calderon comun, la RM mostrd claramente la lamina perpendicular del hueso
etmoides.

En el feto del delfin comun de seis meses de gestacion, identificamos el receso
incisivo mediante RM. En las tres secciones también distinguimos los tapones nasales, el
septo nasal (porciones 6sea y membranosa) y el cartilago mesorrostral.

En un estadio més avanzado del desarrollo fetal entre los huesos frontal y el
etmoides se encontrd todavia mesénquima (no habia osificacion).

En el feto de delfin comtn de 10 meses de gestacion, pudimos apreciar la luz del
vestibulo los diverticulos nasal (saco vestibular) y accesorio (saco nasofrontal), ambos
hipointensos en T1 y T2. También, los tapones nasales, los pliegues vestibulares y sus
musculos asociados moderadamente hiperintensos en T1 e hipointensos en T2. La porcion
respiratoria y el receso incisivo estaban rodeados rostralmente por los musculos de los
tapones nasales y caudalmente por los huesos incisivo y maxilar.

TC y reconstruccion tridimensional de la cavidad nasal osea

Comienza el estudio tridimensional un feto y pudimos ver los principales huesos
que forman la parte rostral de la cavidad nasal dsea (huesos incisivo, maxilar vomer). El
cuerpo de los huesos presfenoides y etmoides se encontraban en estrecho contacto desde
un estadio temprano del desarrollo, y solamente se pudieron distinguir separados
empleando la RM. En un feto de delfin listado mas desarrollado, mostramos los huesos
frontales creciendo hacia el hueso etmoides incompletamente osificado. La pared rostral
de la cavidad nasal, principalmente constituida por el hueso maxilar, se visualizo
cerrandose hacia el hueso vomer. El hueso etmoides (fosa etmoidal) permanecia sin
osificar y los huesos de la base del craneo estaban totalmente separados. En un feto
hembra de delfin comun, la fosa etmoidal estaba sin osificar. El hueso frontal tenia
proyecciones hacia el hueso etmoides. Las coanas mostraron areas con falta de osificacion.

En otro feto de la misma especie mas desarrollado, las paredes de las cavidades nasales,
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cerca de las coanas, se estaban cerrando como la pared rostral, aunque todavia habia areas
de mesénquima. En una fase mas avanzada de gestacion del delfin comun, la pared rostral
de la cavidad nasal estaba totalmente cerrada por el hueso maxilar, formando las paredes
Oseas en ambas cavidades a ambos lados del hueso etmoides. La 1amina cribosa y las alas
del hueso vomer se observaron incompletas. El recién nacido mostro la pared caudal de
la cavidad nasal casi cerrada, con proyecciones 0seas desde los huesos maxilar y frontal
hacia el hueso etmoides. La lamina cribosa del hueso etmoides cerraba la parte derecha
e izquierda de las cavidades. En el delfin adulto de listado, se realizaron tres secciones de
la cavidad nasal y se observd la cavidad nasal 6sea totalmente formada.
TC y reconstruccion tridimensional de la cavidad nasal

En uno de los fetos mas pequefios de delfin comun inyectamos una pequefia
cantidad de silicona para poder obtener un molde y dilatar las cavidades para hacer la
reconstruccion tridimensional. Dentro del vestibulo ya pudimos distinguir que el
diverticulo de la nasal es bilateral. El diverticulo accesorio no se visualizo tan claramente.
También pudimos analizar el molde de la porcion respiratoria y olfatoria de la cavidad
nasal. En el feto de delfin listado procedente de Galicia se apreciaba el receso incisivo
extendiéndose hasta la base del hocico. En el feto de calderdn gris, en una vista lateral
izquierda, pudimos distinguir el diverticulo accesorio nasal, el cual era muy pequeio y
orientado rostralmente. En el feto mas desarrollado de delfin comin observamos el
diverticulo nasal accesorio ventral al diverticulo nasal izquierdo. En uno de los delfines
listados adultos de Murcia vimos bien dilatado el diverticulo nasal derecho e izquierdo,
el accesorio, el receso incisivo y las porciones respiratoria y olfatoria de la cavidad nasal.
Estudio de la cavidad nasal empleando anatomia seccional y técnicas de diseccion
- Anatomia seccional

Las secciones sagitales se realizaron tanto en delfines listados juveniles y adultos.
Las secciones coronales se realizaron en un recién nacido de listado abarcando toda la
cavidad nasal. Las dos primeras secciones se localizan en el vestibulo nasal mientras que
las otras cuatro en las porciones respiratoria y olfatoria de la cavidad nasal.

A nivel del vestibulo hemos podido ver muchos pliegues vestibulares, junto con
los tapones nasales formando los "labios de mono o fonicos" encargados de la produccion
de sonido. También hemos observado musculos de la nariz externa, que permiten la

apertura del labio caudal, el diverticulo accesorio y el vestibulo.
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Las secciones coronales a nivel del vestibulo mostraron los diverticulos derecho
e izquierdo y los tapones nasales junto al pliegue vestibular.
- Disecciones
Especimenes de delfin

Las disecciones se realizaron en un recién nacido de Ceuta y en dos adultos de
Murcia. Tras retirar la nariz externa en el recién nacido, encontramos dorsalmente el
diverticulo nasal derecho y ventralmente el accesorio caudal al tapon nasal derecho. El
tapon nasal derecho estaba obstruido y el izquierdo normal. También distinguimos las dos
posiciones funcionales del tapon nasal izquierdo, abierto y cerrado, y las cavidades nasales
divididas por el septo nasal. En una hembra adulta de listado embalsamada, el diverticulo
nasal derecho fue dilatado para entender mejor su tamafio y forma. En las siguientes
imagenes, la pared rostral del diverticulo se retir6 para mostrar la mucosa oscura y
ventralmente el tapon nasal cerrado y después abierto mostrando una porcidon menos
pigmentada de la mucosa. En otra hembra adulta de listado sin preservar, se pudieron
identificar los diverticulos nasales derecho y accesorio. El tapon nasal estaba firmemente
cerrado. En el interior de la porcidn respiratoria se aprecidé una mucosa de color oscuro.
Especimenes de équido

Las disecciones se realizaron en un feto de potro y dos adultos de caballo.

El vestibulo del feto se observa en su posicion anatomica mostrando el pliegue alar
y el ollar (el falso ollar es la porcion del ollar que se continua con el diverticulo nasal) que
es el orificio de entrada al vestibulo de la nariz. Las disecciones muestran las diferencias
entre la mucosa del diverticulo nasal, vestibulo, pliegue alar y porcion respiratoria de la
cavidad nasal.
Estudio histologico de la cavidad nasal
Delfin

La mucosa vestibular, especificamente su diverticulo, es un epitelio escamoso
estratificado, pigmentado y queratinizado. La base de tejido conectivo es normal y
contiene pequefios vasos. El tapdn nasal tiene un epitelio estratificado, estrecho y
pigmentado con un estrato papilar ancho y aplanado. Tiene musculatura estriada con
fasciculos discontinuos. Su base de tejido conectivo es fuerte con fasciculos musculares.
La mucosa de la porcidn respiratoria tiene una disposicion pseudoestratificada pero los

cilios no se observaron. Se observo una base de tejido conectivo denso con escasas fibras
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musculares y vasos sanguineos (areas blancas alargadas y vacias). La mucosa de la porcion
olfatoria tiene un epitelio pseudoestratificado (sin observar cilios) mas desarrollado y
ancho que la porcién respiratoria. El estrato papilar es estrecho, vascularizado y con una
base de tejido conectivo. Un epitelio escamoso estratificado caracteriza el receso incisivo.
El estrato papilar es ancho con escasa vascularizacion. La base de tejido conectivo se ha
visto que contiene algunos nervios.
Caballo

La mucosa vestibular de la cavidad nasal, especificamente su diverticulo, es un
epitelio escamoso estratificado, ambos pigmentados y queratinizados con pelo y con
glandulas sebaceas asociadas. El estrato papilar no estd bien definido. La base de tejido
conectivo contiene algo tejido adiposo. El pliegue alar tiene un epitelio escamoso
estratificado no queratinizado. La base de tejido conectivo es amplia y densa. Hay grupos
de glandulas entre las glandulas sebaceas. La porcion respiratoria de la cavidad nasal tiene
un epitelio pseudoestratificado constituido por una mucosa cilindrica con cilios y una base
cartilaginosa. La mucosa de la porcion olfatoria es un epitelio pseudoestratificado pero los

cilios no se han visto claramente.

VL.7. DISCUSION

Articulo 2
Estudio endoscopico de la nariz externa y la cavidad nasal
Nariz externa

La informacion de la nariz externa de odontocetos y misticetos adultos es a veces
confusa, a menudo debido a la diferente terminologia.

La técnica endoscopica para analizar la cavidad nasal nos ha permitido observar
la nariz externa y la morfologia de la cavidad nasal caudalmente hasta las coanas. Hemos
observado una morfologia altamente caracteristica de la nariz de los cetaceos con las
imagenes endoscopicas. La presencia de labios nasales (rostral y caudal) y su posiciéon
anatomica, cerrados desde el comienzo del desarrollo para evitar la entrada de agua y sal
al interior de la cavidad nasal, es una de las primeras imagenes que prueban el desarrollo
de dos prominencias en el labio caudal y su division por un surco medio proyectado desde

el septo nasal hasta el labio caudal. Durante los primeros estadios del desarrollo fetal
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hemos observado la nariz externa y el melon como un area anatoémica comun delimitada
por una linea y cubierta por una epidermis mas palida que el resto de la cabeza. Apoyando
ala funcion del melon en la proyeccion de los sonidos, estan los "labios fonicos" (Pouchet
y Beauregard, 1885; Cranford et al., 2011; Berta et al., 2014), esto apoya nuestra idea de
que el meldn forma parte de la nariz externa tanto anatdmica como funcionalmente, y no
es meramente una parte del complejo nasal.

Estos cambios en la morfologia ayudaran a determinar los estadios fetales del
desarrollo.

Las imagenes de RM y las disecciones nos permitieron observar que ambos labios
rostral y caudal presentan musculos retractores que actlan abriendo la nariz para respirar
cuando el animal emerge del agua. También hemos descubierto que el cierre de los labios
es mas hermético, lo que se traduce en una mayor impermeabilidad.

Cavidades nasales

Sugerimos que la cavidad nasal de los cetdceos deberia ser denominada mas
propiamente como cavidad maxilar.
- Vestibulo

En nuestra opinion esta zona anatémica no esta completamente explicada en las
publicaciones previas. La presencia de los dos diverticulos de la cavidad nasal se muestra
claramente en los estudios endoscopicos, reconstrucciones 3D, secciones y disecciones.
El epitelio escamoso estratificado es similar al de la nariz equina y corrobora nuestra idea
acerca de su funcion, que es la de proteccion frente agentes externos y el agua (Schenkkan,
1973; Garcia de los Rios et al., 2019). Los pliegues vestibulares muestran una mucosa
muy diferente de la que se presenta en la region respiratoria, probablemente relacionado
con la funcidn propuesta de la produccion de sonido. El molde de la cavidad nasal y las
reconstrucciones volumétricas nos permitieron estudiar su morfologia y localizar otros
diverticulos nasales accesorios que confirmamos por disecciones. Nuestro estudio del
desarrollo muestra que el vestibulo en delfin comun, listado y ballena piloto es poco
complejo.

En cuanto a los "labios fonicos o de mono", las partes dorsales de los mecanismos
de la produccion de sonido (Pouchet y Beauregard, 1885; Cranford et al., 2011; Berta et
al., 2014) eran los pliegues vestibulares situados bajo el labio superior y en las partes

ventrales estaban los tapones nasales divididos por la porcién membranosa del septo nasal.
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Los "labios fonicos o de mono" solamente se encargan de la produccion de sonido
proyectado hacia el meldn. Los diverticulos evitan la entrada de posibles filtraciones de
agua a través del espiraculo que podrian haber entrado durante la produccion de sonido,
buceo o bajo situaciones de nerviosismo "estrés"; ademas los diverticulos estan muy
alejados de los "labios fonicos". Los diverticulos, son errbneamente denominados sacos
aéreos (Schenkkan, 1971; Browers y Kaminga, 1990; Houser et al., 2004; Reidenberg y
Laitman, 2008) porque solamente estan presentes en las aves con el fin de disminuir el
peso total durante el vuelo (McLelland, 1990). Es interesante observar que los pliegues
vestibulares carecen de epitelio (son mucosa) y tienen un tejido conectivo y una base
muscular que explicaria su funcién como generador de sonido.
- Porciones respiratoria y olfatoria de la cavidad nasal

Esta region que reparte aire hacia los pulmones esté caracterizada por la ausencia
de conchas o cornetes nasales y senos paranasales excepto el seno maxilar (Garcia de los
Rios etal., 2019) el cual estd ausente en el adulto. Parece que estas estructuras carecen de
funcion olfativa en odontocetos, ya que nuestro analisis histologico no encontrd epitelio
olfatorio.
- Cavidad nasal 6sea

Los huesos maxilares que forman la pared rostral son los primeros en formar,
seguidos por los huesos frontales que se cierran lentamente hacia la base del craneo, pero
ellos solamente se osifican lentamente y se conectan con la lamina cribosa del hueso
etmoides. El ultimo hueso en osificarse es el hueso etmoides, lo que indica que es para
permitir que pasen los nervios olfatorios y formen la ldmina cribosa, incluso aunque el
bulbo olfatorio sea vestigial en cetidceos y quede como un resto filogénico (Cave, 1988b;
Klima, 1995). En el hueso vomer que crece lentamente en diseccion rostral se puede ver
el surco sobre el cual se situa el cartilago mesorrostral. Los huesos que cierran
ventralmente la cavidad nasal son el hueso pterigoideo y palatino (Klima, 1999). Los
huesos etmoidales tienen un tiempo de osificacion mas lento y cierran la pared caudal de
la cavidad nasal lo cual se observo mas claramente en las reconstrucciones volumétricas.
El molde de las porciones respiratoria y olfatoria mostraban dos cavidades curvadas
caudalmente hacia la nasofaringe y rodeadas por los huesos arriba mencionados.
- Mucosa nasal

El estudio endoscopico de la cavidad nasal muestra por vez primera en etapas
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tempranas del desarrollo una mucosa suave que forma pliegues longitudinales segin
progresa el desarrollo. El receso incisivo sirve para almacenar, junto con el saco vestibular
(Lawrence y Schevill, 1956) escapes de agua desde el vestibulo nasal los cuales se
expulsarian cuando el animal emerge para respirar (Garcia de los Rios et al., 2019). El
analisis histologico del vestibulo nasal tenia caracteristicas similares al diverticulo nasal
del caballo (Browers y Kaminga, 1990). El nucleo esférico de las células sensoriales no
se observo en la porcion olfatoria confirmando la ausencia de funcion olfatoria.
- Hallazgos patologicos

El estudio endoscdpico detectd una obstruccion del vestibulo derecho de la cavidad
nasal en el recién nacido varado en Ceuta con su madre y muerto posteriormente. El
analisis patologico postmortem confirmo este diagnostico. Empleando la endoscopia, se
han detectado parésitos, pertenecientes principalmente a dos familias (Pseudaliidae y
Prassicaudidae) y cuatro géneros (Halocercus, Pharurus, Pseudalius y Stenurus) (Dailey,
2001; Raga et al., 2009). Estas infestaciones a menudo no son diagnosticadas, junto con
obstrucciones que pudieron llevar al varamiento a cetaceos neonatales. Cuando se realiza
una necropsia, creemos que la endoscopia de la cavidad nasal deberia estar incluida en los

protocolos, con independencia de la dificultad de la técnica.

VIL.8. RESULTADOS

Articulo 3
Cavidad bucal
La region bucal estaba integrada por el vestibulo localizado entre los labios y los
dientes, la cavidad propia de la boca. El limite dorsal es el techo, y el ventral estaba
definido por la lengua y el suelo de la cavidad propia de la boca y el espacio prefenular.
La parte 6sea del techo esta constituido por las apofisis palatinas del maxilar e
incisivo y de la parte ventral la mandibula derecha e izquierda.
- Estudio endoscopico
En el primer feto de delfin comun, el menos desarrollado, los labios fueron
proporcionalmente mayores e inmdviles. La rima de la boca, como en el espiraculo,
estaba fuertemente cerrada. El frenillo del labio superior e inferior encontraba ausente.

El vestibulo de la boca no estaba bien definido en este estadio de desarrollo. Las encias
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de las mandibulas se observaron mas anchas que las del maxilar. El paladar duro
continuaba forméandose. No se aprecio una papila incisiva. La lengua era corta, ancha y
sin papilas.

En los dos siguientes fetos de ésta especie, se observo el vestibulo labial pero no
el vestibulo bucal. El paladar duro tenia un rafe palatino medio en todas las especies
estudiadas, y solamente en delfin comun se aprecié a ambos lados del rafe palatino medio
dos surcos paralelos. Se observo la papila incisiva en la parte rostral del paladar duro. Las
papilas marginales se extendian desde los bordes hasta la mitad de la lengua. El dorso de
la lengua era suave con un surco central casi indistinguible. En la cavidad propia de la
boca, habia dos recesos sublinguales laterales, con un pliegue sublingual lateral que se
engruesa rostralmente.

En el que estaba mas desarrollado de los dos, los pliegues sublinguales laterales
eran muy finos. La cara ventral de la lengua tenia un frenillo lingual simple. En el espacio
prefenular no se observaron cartinculas sublinguales. Las encias eran largas y suaves.

En el feto de listado varado en Galicia el paladar duro mostraba el rafe palatino
y la papila incisiva era de mayor tamafio que en el segundo de los fetos de delfin comtn.

En el feto de calderén comun el paladar duro tenia un profundo rafe del paladar
y lapapila incisiva era mas grande que en otros fetos. Las papilas marginales se extendian
desde la punta de la lengua hasta casi la raiz. Las encias estaban cubriendo los dientes en
ambas arcadas dentarias. Los dientes se mostraban bien diferenciados a los 5 meses de
gestacion. El frenillo lingual era mas fino que en otros fetos y también los pliegues
sublinguales laterales eran finos aunque sus extremos rostrales comenzaban a engrosarse.

En un feto de delfin comun hacia la mitad de la gestacion, se observaron las
papilas marginales extendiéndose desde la punta a la mitad de la lengua, y los pliegues
sublinguales laterales se engrosaban progresivamente a lo largo de su longitud.

En otro feto de delfin comun préoximo al nacimiento, los dientes de la arcada
superior estaban bien desarrollados, a diferencia de los de la arcada inferior. Ademas, los
pliegues sublinguales laterales se encontraban bien dilatados.

En el recién nacido de ésta misma especie, todos los dientes estaban cubiertos por
las encias. La erupcion de los dientes se pudo ver en los recién nacidos mayores de delfin
listado, donde los dientes mas caudales comenzaban a erupcionar, pero los mas rostrales

estaban cubiertos por las encias y los dientes incisivos no se encontraban bien
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desarrollados. También, las papilas marginales se presentaban bien desarrolladas y
decrecian progresivamente hacia la raiz de la lengua.
- Estudio por RM

La imagen de RM potenciada en T2 de la cavidad bucal del delfin comin de 8
meses de gestacion aproximadamente mostrd que el hueso maxilar era moderadamente
hiperintenso con respecto al paladar duro. La mucosa superficial de la lengua era
ligeramente hiperintensa con respecto al musculo depresor, protractor y retractor de la
lengua. Una capa hiperintensa bajo los musculos de la lengua podria deberse
probablemente al alto grado de irrigacion o quizas a la presencia de grasa de estos
musculos. Observamos que los dientes no erupcionados se pueden apreciar bajo las
encias.

- Estudio histolégico

La papila incisiva vestigial presentd un epitelio pseudoestrtificado queratinizado.
No se vieron conductos llegando a la papila ni el 6rgano vomeronasal en el feto de delfin
comun mas desarrollado. En la dermis se observaron abundantes vasos linfaticos. Los
dientes en desarrollo se han visualizado cubiertos por las encias. La estructura histologica
de los dientes mostr6 internamente la dentina, cubierta por el esmalte y todas las partes
(corona, cuello y raiz) a su vez por cemento. Los pliegues sublinguales laterales tenian
una mucosa con abundantes vasos y glandulas mucosas, sin embargo, no se observaron
ni carinculas sublinguales ni el 6rgano orobasal.

Los pliegues sublinguales laterales mostraban un epitelio pigmentado en su
estrato basal. La lengua presentd una base de musculo estriado y se apreciaron
abundantes glandulas mucosas subepiteliales, junto con sus conductos secretores.

En un adulto de listado, la papila incisiva mostraba un estrato papilar bien
desarrollado. La dermis contenia abundante tejido adiposo y restos de conductos
epiteliales en regresion. El receso sublingual lateral tenia un epitelio queratinizado con
glandulas mucosas y un estrato papilar bien desarrollado.

Cavidad faringea

La faringe es un cavidad musculomembranosa dividida en tres partes: la
orofaringe, la nasofaringe y la laringofaringe. La laringofaringe conecta la cavidad bucal
con el estbmago y permite que la entrada de la laringe se introduzca en la nasofaringe,

solamente en cetaceos, atravesando el orificio intrafaringeo.
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El techo 6seo de la orofaringe lo integran el hueso palatino y las laminas del
hueso pterigoideo lateral y medial. Ademas, la nasofaringe esta delimitada dorsalmente
por las alas del vomer y la lamina medial del hueso pterigoideo. Ventralmente, el aparato
hioideo fija la raiz de la lengua y la laringe a la base del craneo.

Estudio de la orofaringe, nasofaringe y laringofaringe

La orofaringe comienza en el istmo de las fauces, contintia por las fauces (un
conducto) y finaliza en la cara lingual del cartilago epiglético.

- Estudio endoscopico

El estudio endoscdpico que comienza en la orofaringe, mostrd un istmo de las
fauces fuertemente cerrado en el segundo feto de delfin comiin menos desarrollado y el
endoscopio no pudo atravesar este paso.

El endoscopio pasé hacia las fauces en el siguiente feto méas avanzado en
gestacion mostrando una mucosa brillante. No se observo tejido linforreticular en el suelo
(lengua), paredes (arcos o pliegues palatoglosos) o techo (paladar blando) de las fauces.
El paladar blando se fijaba a la cresta ventral formada por las laminas lateral y medial de
los huesos pterigoideos. Los arcos o pliegues palatoglosos conectaban el paladar blando
a la raiz de la lengua. Al final de las fauces, una suave vallécula se continuaba
dorsalmente con la cara lingual de la mucosa del cartilago epiglotico. A este nivel,
dorsalmente se observo el orificio intrafaringeo que permite la entrada de la laringe
dentro de la nasofaringe. Ademas, la laringofaringe comienza con los recesos piriformes
a ambos lados de los cartilagos laringeos. El receso piriforme izquierdo era mas ancho
que el derecho. El amplio vestibulo esofagico es caudal a los recesos cuya mucosa esta
formando pliegues longitudinales que cambiaban a pequefios pliegues cuadrangulares en
el limite faringoesofagico.

Tanto los fetos de listado como en el de calderon comiin tenian bien desarrollada
lamucosa en el istmo y solamente en el estrecho pasaje hacia las fauces tenia una mucosa
lingual pélida y de color marrén/gris en sus paredes y techo.

Unas fauces mejor definidas se observaron en un feto de delfin comun hacia la
mitad de la gestacion y también un receso piriforme izquierdo mas amplio, con pliegues
longitudinales.

En el siguiente feto pasada ya la mitad de la gestacion, el endoscopio pudo pasar

hasta las coanas para observar la nasofaringe y el orificio faringeo de la trompa auditiva.
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La mucosa de la orofaringe era mas gruesa, los pliegues longitudinales en los recesos
piriformes de la laringofaringe eran finos, y se observo una clara diferencia entre la
mucosa del vestibulo esofagico y el esofago.

En un estado mas avanzado de gestacion (8 meses aprox.), la mucosa de las
fauces continuaba engrosandose y tenia un aspecto brillante. Ademas, en la nasofaringe,
la mucosa evidenciaba pliegues longitudinales y pequefias aberturas rodeando el orificio
faringeo de la trompa auditiva.

En un delfin juvenil, observamos la mucosa rosacea de la nasofaringe con
pliegues longitudinales, pero los pequenios agujeros tenian una menor definicion en sus
bordes.

- Estudio histologico

Los resultados histologicos muestran que la epidermis de la orofaringe a nivel del
paladar blando tenia un apretado estrato papilar con unas glandulas mucosas profundas
y unas abundantes glandulas mucosas en su submucosa. Ademas, a nivel del istmo de las
fauces, histologicamente mostré6 un profundo estrato de tejido conectivo hasta la
epidermis, conteniendo muchas glandulas mucosas profundas. En la nasofaringe se
observd una mucosa respiratoria con un estrato papilar anfractuoso, bajo el cual habia un
amplio estrato de tejido conectivo, y finalmente unas glandulas serosas profundas junto
al musculo estriado. Adicionalmente, hemos localizado corptisculos de Vater-Pacini junto
al conducto auditivo entre el musculo estriado. No se observo tejido linforreticular.

- Estudio por RM

Las imagenes sagitales de RM mostraron la cavidad faringea en el feto de
calder6n comtn y pudimos apreciar que las fauces en la orofaringe, la nasofaringe y el
vestibulo esofagico eran hipointensos en ambas secuencias potenciadas en T1 y T2. Las
secuencias coronales potenciadas en T1 y T2 evidenciaron el receso piriforme junto a la
laringe.

Estudio especial de la nasofaringe y el diverticulo faringeo de la trompa auditiva

1. Estudio por RM

Por RM, pudimos apreciar, en estadios fetales tempranos, una estructura bilateral
denominada cada una de ellas como diverticulo faringeo de la trompa auditiva. Estaban
conectados a través del canal musculotubarico con el oido medio (hueso temporal:

porciones petrosa y timpanica). En el tercer feto menos desarrollado de delfin comun (
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unos 4 meses), se aprecio en secciones sagitales como un area hiper/hipointensa vista
caudal y rostral, respectivamente y también en secciones coronales.

En fetos mayores, este doble espacio a ambos lados de la laringofaringe era mas
evidente y presento la misma intensidad, pero el area vascular (hiperintensa) y el area
llena de aire (hipointensa).

Enun estadio fetal mas avanzado, es posible observar areas con aire (hipointenso)
y vasculares (moderadamente hiperintenso), e incluso la trompa auditiva (ligeramente
hipointenso).

El diverticulo de la trompa auditiva se veia claramente en las secciones coronales
y sagitales en el feto de calderdn gris. Las secuencias potenciadas en T2 son mas claras
que las T1 porque diferencian dos areas: ligeramente hiperintensa (vascular) e
hipointensa (aire).

2. Estudio histologico

El andlisis histologico del diverticulo de la trompa auditiva tenia dos areas bien
definidas es su interior: un plexo vascular faringeo con un abundante y dilatado endotelio
vascular y un area con un epitelio respiratorio en contacto con el aire. Una imagen
detallada revel6 laluz de los vasos llenos de sangre. La pared del diverticulo de la trompa
auditiva estaba llena de aire, el cual estaba en contactaba con el epitelio respiratorio.

3. Estudio anatomico
cl) Osteologia

El diverticulo de la trompa auditiva es un 4rea bien delimitada, incluso en los
estadios mas tempranos del desarrollo fetal. Esta area encontraba extendida medialmente
hacia las coanas 6seas y dorsalmente hasta la fosa maxilopalatina, medialmente hasta el
receso pterigopalatino (pterigoid sinus) y rostralmente a la porcidon petrosa y timpanica
del hueso temporal (coclea).
c2) Anatomia seccional

Las tres secciones coronales, en el macho recién nacido de listado, se extienden
desde el suelo hasta el techo de las cavidades bucal y faringea. En estas iméagenes fue
posible observar la proximidad al tejido del canal de la mandibula y los orificios de la
trompa auditiva atravesando los musculos faringeos. Es facil diferenciar medialmente la
zona aérea (junto a la trompa auditiva y nasofaringe y lateralmente al area cribiforme).

Las dos secciones sagitales en uno de los juveniles de listado se realizaron



Resumen General 64

parasagitalmente a nivel del oido. Indicaron que esta area del diverticulo faringeo de la
trompa auditiva se extendia rostralmente al oido interno y medio cruzando bajo los
huesos de la base del craneo hasta llegar al receso pterigopalatino (seno pterigoideo) y
finalizaba dorsalmente en la fosa maxilopalatina.

En el adulto de listado, el orificio faringeo de la trompa auditiva se canaliz6 con
un trocar y el diverticulo faringeo de la trompa auditiva se topografia ventralmente. La
imagen alargada permitio ver, tras retirar los musculos faringeos, la trayectoria de la
trompa auditiva hacia el diverticulo faringeo.
c3) Anatomia seccional

Una diseccion profunda en un recién nacido de listado evidencio la extension del

diverticulo faringeo de la trompa auditiva.

VI1.9. DISCUSION
Articulo 3
Cavidad bucal
- Vestibulo

En cetaceos, que carecen de carrillos y, por consiguiente, del musculo masetero
durante el desarrollo (Garcia de los Rios et al., 2021), solamente el vestibulo labial esta
presente.

En los cetaceos, los labios estan firmemente sellados, por lo que la boca esta
herméticamente cerrada como el espiraculo. El vestibulo labial es unico en cetaceos
debido a la falta de vestibulo bucal y es diferente de los mamiferos terrestres.

- Cavidad propia de la boca
a) Techo

La parte rostral del paladar duro solamente presenta una papila incisiva vestigial.
Desde la ontogenia se considera la filogenia, los conductos estdn mas formados en
estadios tempranos del desarrollo y degeneran a medida que progresa la gestacion. La
inervacion observada en la papila incisiva estd probablemente relacionada con la
sensibilidad téctil que sirve para comprobar el estado de la mucosa de algunas presas.
Esta sensibilidad es recogida por el nervio palatino mayor procedente del ramo maxilar
del nervio trigémino.

b) Lengua
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Las papilas linguales en el calderon comun, un teutéfago que se alimenta por
succion (Werth, 2007), pueden permitirle su estrategia de alimentacion especifica. Sin
embargo, las papilas linguales de delfin listado y comun no se extienden caudalmente,

y estas desaparecen a medida que el animal madura (como en los mamiferos terrestres).

La regresion de las papilas puede deberse al tipo de alimentacion adulta y con un
periodo largo de lactancia, 19-20 meses en delfines listado y comtn y 24 meses o incluso
mas en calderon comun (Cozzi et al., 2017).

- Consideraciones histologicas

Confirmamos, como (Sokolov y Volkova, 1973; Cozzi et al., 2017;) que indican
la presencia de glandulas mucosas y seromucosas linguales en el delfin comun, la
presencia de glandulas mucosas en la lengua del adulto de listado, asi como en el esofago.
También, hemos observado glandulas mucosas en el feto de delfin comun. El abundante
nimero de gldndulas mucosas tiene una doble funcion: lubricante y protectora al igual
que en la orofaringe. Ademas, la ausencia de glandulas salivares explica la abundancia
de glandulas mucosas como un sustituto.

Enrelacion con el sistema inmunitario, el gran nimero de vasos linfaticos explica
la ausencia de formaciones nodulares (tonsilas y nodulos) que, en cetaceos, podrian
comprometer la deglucion.

Los pequefios surcos (lengua) pueden ser la localizacion de los hasta ahora
desvelados receptores gustativos (Sokolov y Volkova, 1973). No hemos localizado
receptores gustativos o del olfato ni en la cavidad bucal ni en la nasal (Garcia de los Rios
etal., 2021).
¢) Suelo de la cavidad propia de la boca

Los recesos sublinguales y vestibulo labial son poco profundos, tal vez debido a
la ausencia de masticacion, la cual anula la necesidad de un espacio funcional fuera de
la cara vestibular del diente (Cozzi et al., 2017).

Vimos la estrechez de los vestibulos labiales y recesos sublinguales durante el
desarrollo fetal. No hemos observado ni conductos para el transporte de saliva ni
carinculas sublinguales.

Las glandulas salivares monostomaticas estan ausentes en los cetaceos (Garcia

de los Rios et al., 2021). No hemos observado en el estudio histologico los estomas
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abiertos a lo largo de los pliegues sublinguales laterales (glandula sublingual
polistomatica) ni los conductos sublingual mayor y mandibular, atrofiados estos Gltimos
en los cetaceos.

Aunque la boca es una abertura hermética, cuando el delfin se alimenta bajo el
agua, la entrada de agua marina es inevitable, pero sera expulsada posteriormente por la
lengua. En un medio ambiente hiimedo, la saliva es innecesaria.

d) Dientes

La formacién de los dientes ocurre bajo las encias (Garcia de los Rios et al.,
2021). La erupcion final se lleva a cabo durante el periodo perinatal tras el periodo de
lactacion (esto, junto con el poco desarrollo de los dientes incisivos, protegen los pezones
maternos), probablemente debido al raspado de las encias contra la superficie rugosa de
los alimentos.

Por primera vez, hemos descubierto que los dientes, durante el desarrollo, estan
cubiertos por cemento bajo las encias. Hemos establecido que los dientes de los
odontocetos estan filogénicamente mas cerca de la denticion hipsodonta de los rumiantes
y équidos, en los cuales los dientes presentan cuerpo y raiz como sigue: en el centro la
dentina (capa interna) y recubierto externamente por esmalte, el cual, a su vez, lo esta por
cemento.

Cavidad faringea

Durante el desarrollo fetal, hemos observado que el paladar blando de los
odontocetos esta sujeto caudalmente a lo largo de la cresta del hueso pterigoideo.

El istmo de las fauces esta firmemente cerrado, como pasa con el espiraculo
(Garcia de los Rios et al., 2021). Hasta el nacimiento, ni la orofaringe ni el es6fago se
abren hasta que el alimento se traga, aunque puede ser abierta durante la gestacion para
permitir el paso de liquido amniotico dentro del canal alimentario del feto para estimular
a las glandulas la produccion de enzimas gastricas (Dold y Ridgway, 2007; McGeady et
al., 2017).

1. Consideraciones histologicas
- Nasofaringe
El orificio faringeo de la trompa auditiva es una abertura de un conducto

membranoso cerca de los musculos faringeos, se conecta con el canal musculotubarico
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y termina abriéndose al orificio timpanico de la trompa auditiva.

El receso pterigopalatino (seno pterigoideo) no estd aislado, sino que esta
conectado al diverticulo faringeo de la trompa auditiva a nivel de la escotadura de la
trompa auditiva (Mead y Fordyce, 2009). No hemos considerado el receso pterigopalatino
como un espacio aislado del diverticulo de la trompa auditiva, por el contrario, si como
parte de esta.

El hecho de que la trompa auditiva no sea un conducto cerrado pero que se dilata
y pliega segun la presion, tiene su aplicacion en la descompresion. Esta teoria se puede
reforzar por el hecho de que los corptisculos de Vater-Paccini son receptores de presion
observados en la mocosa de la nasofaringe junto al orificio faringeo de la trompa
auditiva.

Esto prevendria el colapso de la trdquea y las paredes respiratorias mientras
simultdneamente aseguran que el aire a grandes profundidades es distribuya hacia areas
esenciales.

La sangre presente en el diverticulo puede tener una doble funcion de
refrigeracion y reservorio extra de oxigeno, permitiendo el intercambio con los vasos
sanguineos en parte del epitelio y dentro de los senos.

2. Anatomia comparada

En odontocetos, el diverticulo se extiende solamente hasta el receso
pterigopalatino (seno pterigoideo) y medialmente hasta el hueso pterigoideo. Ambos
diverticulos estan separados por un hueso en odontocetos, por lo tanto, la entrada hacia
laringe no esta interrumpida a este nivel.

3. Consideraciones histologicas

Las glandulas serosas profundas observadas en la nasofaringe secretan hacia las
pequenias aberturas observadas en el &rea més profunda de la cavidad nasal (Garcia de los
Rios et al., 2021) y hacia los pequeiios orificios observados en el area de la nasofaringe
cerca del orificio faringeo de la trompa auditiva. Junto a estos orificios, se observo un
corpusculo de presion. Esto posiblemente indique que, cuando el plexo vascular
observado en el diverticulo faringeo de la trompa auditiva esta lleno de sangre, este
proceso provoca la expulsion del aire almacenado hacia la trompa auditiva dentro de la
nasofaringe. La presion del aire dentro de la nasofaringe es detectada por los corpusculos

de Vater-Paccini.
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VI1.10. CONCLUSIONES

. No se observaron nddulos linfaticos ni glandulas salivares durante la etapa del
desarrollo en las cabezas de delfin. Hemos encontrado glandulas mucosas en las
cavidades bucal y faringea, con una doble funcidn: la proteccion mecanica y la
lubrificacion. Por el contrario, en la nasofaringe hemos encontrado corptisculos
de presion y glandulas serosas para humedecer el area.

. La fusion entre los huesos lacrimal y cigomatico se observo en el feto menos
desarrollado. La apofisis temporal del hueso cigomatico se ha descrito sujetando
la periorbita en el feto de delfin. La fusion entre los huesos etmoides y
presfenoides se observo en uno de los fetos. La lamina cribosa del hueso etmoides
es el ultimo hueso en osificar en la cavidad nasal en un espécimen recién nacido.
Las estructuras anatdmicas Oseas fueron correctamente identificadas, tal como los
huesos presfenoides y etmoides.

. El estudio endoscopico de la anatomia del feto permiti6 observar
simultaneamente el desarrollo del melon y la nariz externa. También hemos visto
que la forma y funcion de la nariz externa se observa formada por dos labios
cerrados muy simples durante el desarrollo fetal y muy sofisticado durante el
estadio adulto. El vestibulo mostraba los "labios de mono", dos diverticulos y dos
recesos incisivos y pliegues longitudinales en las porciones olfatorias y
respiratorias de la cavidad nasal. Las endoscopias de la cavidad bucofaringea
serian Utiles para destacar alteraciones en estructuras anatdmicas a estos niveles,
que puedan provocar muertes.

. Las reconstrucciones tridimensionales de los espacios aéreos y de la cavidad nasal
Osea nos permitio obtener una representacion espacial durante el desarrollo de la
cavidad nasal y confirmé nuestras observaciones endoscopicas. También las
secciones anatomicas y disecciones ayudaron en nuestra identificacion de
estructuras vistas en los estudios endoscopios, de TC y RM.

. El anélisis histologico confirmo la similitud de la mucosa nasal del caballo y del
delfin. Los hallazgos patoldgicos mostraron una hiperqueratosis en el vestibulo

y deberian tenerse en cuenta durante las necropsias de delfines varados. El
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analisis histologico también reveld que no se detectaron células olfatorias en la
cavidad nasal.

. La retraccion de los huesos nasales, la posicion vertical de las cavidades nasales
y las especiales paredes Oseas, nos llevan a recomendar que la cavidad nasal
deberia denominarse cavidad maxilar, ya que estos huesos cierran estas cavidades
en delfines como los huesos nasales lo hacen en los mamiferos domésticos.

. El vestibulo nasal contiene diferentes cavidades similares al diverticulo de la
nariz que es descrito en caballos. Los diverticulos de los cetaceos funcionan como
reservorios de agua y proteccion contra agentes externos. Los pliegues
vestibulares son comparables a los pliegues alares descritos en el caballo.

. Los dientes en desarrollo muestran tres capas debajo de la encia, se desarrollan
durante el periodo fetal y erupcionan a través de la encia tras la lactacion. Los
dientes mas rostrales estan ausentes durante el periodo perinatal, ayudando
durante la succion de leche para proteger las papilas mamarias. Ademas, hemos
observado la ausencia o atrofia del misculo masetero, principalmente debido a
la presencia de tejido adiposo mezclado con fibras musculares en su posicion
anatomica y también porque los delfines tragan sus presas y no mastican.

. La lengua morfolégica y funcionalmente presenta unas papilas marginales que
desaparecen progresivamente tras la lactacion, permaneciendo algo més en
algunas especies como el calderon comun.

. En la laringofaringe, hemos observado que el receso piriforme izquierdo era mas
grande que el derecho, probablemente para permitir en dicho lado el paso de
grandes presas.

. En la nasofaringe, uno de los hallazgos de este estudio fue encontrar y visualizar
por primera vez, el diverticulo de la trompa auditiva desde etapas tempranas del
desarrollo fetal empleando RM y disecciones en cabezas de fetos. Este espacio
"diverticulo faringeo de la trompa auditiva" se extiende rostrodorsalmente desde
el oido hasta la nasofaringe, contiene aire y un plexo vascular, similar a aquellos
mamiferos que poseen dicha estructura. Este "pseudo-diverticulo" similar a la
"bolsa gutural" se ha observado conectando la cavidad timpanica (oido medio)

con la nasofaringe en las secciones anatémicas (del feto).
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VII. EXTENDED SUMMARY

VIL.1. INTRODUCTION

The first specific cetacean anatomical studies took place during the XIX Century
(Carte and Macalister, 1868; Beauregard, 1882; Collet, 1886. Pilliet et Boulart, 1895),
detailed pioneer jobs with accurate illustrations. Yet later studies, passed the 20th Century,
appeared the embryological studies (Schulte, 1916; Ridewood, 1922; Eales, 1950), going
deeper in the cetacean development, and years later well completed with evolution aspects
(Numella et al., 2007; Thewissen y Cooper., 2009). The embryological studies improved
with the opening of oceanariums, in which they could proceed to the control and
monitoring of pregnant females even when giving birth. Also contributing to the
odontocetes development, we have the underwater filming technologies improvement, as
well as the growing of the stranding networks, showing more and more efforts along the
coasts of most of the countries.

Many studies about the cetacean development use specimens from museum
collections (Schenkan, 1973; Thewissen et al., 2006; Huggenberger et al., 2009) which
keep embryos and fetuses whose origin is the investigation campaigns that took place
during the XIX century and beginning of the XX, and in modern times found by the
stranding nets that receive calls or make active searching along the beach.

With the available samples, they got to know data such as the gestation period, size

at birth, growing curves, etc. (Lacave et al., 2004; Danil and Chivers, 2007; McFee, 2009)
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as well as the external morphological features such as tactile hair and uterine folds (Berta
et al., 2015) amongst others, but with no doubt, what has contributed the most to the
detailed knowledge of the inner anatomy during the different embryological and fetal
developmental stages, has been the technology advance in terms of image diagnosis, to the
point that, without the use of endoscopy, computed tomography (CT), and magnetic
resonance imaging (MRI) - supported by histology and several anatomical tools
(dissection, sectional anatomy, corrosions, anatomical casts and plastination), the referred
anatomical changes would have been impossible to show up. These techniques have
allowed us to highlight, during the ontogenic period and postnatal development, different
anatomical modifications inside the body cavities (Sterba et al., 2000; Thewisen and
Heyning, 2007; Reidenberg and Laitman, 2009; Cozzi et al., 2017), specially at cranial
level, from the ossification of the skull bones and formation of the nasal cavity to the
eruption of the teeth inside the oral cavity or the inner and medium ear ossification (Liste
et al., 2006; Rauschman et al .,2006).

The objective is to perform a descriptive study of the head in general, and later on
the oral, pharyngeal and nasal cavities, in particular, but we try to continue and go ahead
with the encephalic cavity and the development of the skull bones, eye, ear, muscles and
caudally the thoracic, abdominal and pelvic cavities using endoscopy, CT, MRI, as well
as different anatomical and histological techniques.

We trust in the fact that, these new techniques can be applied in any study of this
type performed from now on, either with existing samples or with new specimens
stranding in the future, so a pregnant female stranded dead was not in vain and it can be
obtained as much information as possible for the benefit of all those vets working in
oceanariums, rehabilitation centers, etc. and this can have effect on the conservation of

these wonderful animals.

VIL.2. OBJECTIVES

1. To obtain MR and CT images in the three-dimensional planes of the head to

correlate them with anatomical sections (articles 1, 2 and 3).

2. To apply the endoscopy technique at the level of nasal and buccopharyngeal
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cavities in order to analyse its mucosa and observe its anatomical structures "in
situ" (articles 2 and 3).

3. To review the anatomical terms wrongly used in the scientific literature and cite
them the right way according to the veterinary anatomical nomenclature. (Articles
1, 2 and 3).

4. To include histological and anatomical (dissection, anatomical sections, latex
injection) techniques and three-dimensional reconstruction to get a better
information of the anatomical structures during prenatal development (articles 2
and 3).

5. To perform compared anatomy studies with different species and stages (articles
2 and 3).

6. To stablish anatomical bases that serve as reference to future studies about the

development and help the professionals working with cetaceans. (articles 2 and 3).

VIL.3. MATERIALS AND METHODS

For the present study 30 specimens of dolphins and 4 of equids were used.
Amongst the cetaceans, 5 species in total: Striped dolphin (Stenella coeruleoalba M.),
Common dolphin (Delphinus delphis L.), Pilot whale (Globicephala melas T.), Risso’s
dolphin (Grampus griseus C.) and Common Porpoise (Phocoena phocoena L.), of which
18 were fetuses, 5 newborns, 2 juveniles and 5 adults covering a size range going from
11,8 and 204 centimetres. All of them were stranded in Spanish coasts, either Atlantic

(Galicia), Mediterranean (Valencia, Murcia) or Strait of Gibraltar (Ceuta).

Article 1

A total of 6 pre- and post-natal specimens plus one adult were used in this study,
all belonging to the specie (Stenella coeruleoalba, Meyen 1833). The mother and the
youngest fetus were found at the Atlantic Galician coast. The mother of the oldest fetus
stranded at the Mediterranean coast. All of them stranded dead so the Ethic committee was
not necessary. The following techniques were performed:

CT using:
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* Positron Emission Tomography (PET), Single Photon Emission, Computed Tomography
(SPECT)-Computed Tomography (CT) (PET/SPECT/CT Albira TM Systems at the
Center of Biomedical Investigation, University of Murcia, Spain.
* Philips Medical System Intera,, Eindhoven, The Netherlands; at the Clinic Virgen de
Africa, Ceuta, Spain
* General Electric HiSpeed, General Electric Healthcare, Madrid, Espafia; At the
Veterinary Clinic Hospital, University of Murcia, Spain.
All the images were transferred to DICOM workstation and analysed with Radiant
DICOM viewer and Osiris 4.0 for Windows.

MRI: using:
* General Electric Sigma Excite, Schenectady, NA, USA; de Image Diagnosis Veterinary
Center of Levante, Ciudad Quesada, Alicante, Spain.
* Philips Medical System Intera, Eindhoven, The Netherlands; Radiologic Clinic, Ceuta,
Spain.

The images were also transferred to DICOM workstation and analyzed with
Radiant DICOM viewer and Osiris 4.0 for Windows.

For the anatomical evaluation, all the samples were stored either in formaldehyde
(10%), in a balsamic solution (formaldehyde, glycerine, isopropyl alcohol and phenol) or
frozen right away at temperatures of -20 and -80 °C.

Finally, for dissections, the tissues were carefully removed from superficial to
depth, in order to reveal the anatomical structures such as the melon, the four venous
draining, several mandible depressor muscles, the tongue muscles and the external

acoustic meatus.

Article 2

In this study there were used 16 prenatal, 3 perinatal, 2 juveniles and 4 adults
belonging to 3 different species: Striped dolphin (Stenella coeruleoalba), Common
dolphin (Delphinus delphis ), Pilot Whale (Globicephala melas ) plus 4 equids (Equus
caballus).

All of them were stranded in Spanish coasts, either Atlantic (Galicia) or

Mediterranean (European and African) and the hoses came from Orihuela's
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Slaughterhouse, so the Ethic Committee was not necessary.

The endoscopies, (performed all of them at the veterinary clinic of Bonafé, la
Alberca, Murcia), was the main technique, using a fix unity (Karl Storz Autocon 200,
Tuttlingen, Germany).

As for the MRI, the machine was General Electric Medical Systems-HiSpeed dual,
Schenectady, NA, USA; At the Image Diagnosis Veterinary Center of Levante, Ciudad
Quesada, Alicante, Spain.

All the images were transferred to DICOM workstation and analyzed with Radiant
DICOM viewer and Osiris 4.0 for Windows.

As for the CT, it was used Positron Emission Tomography (PET), Single Photon
Emission, Computed Tomography (SPECT), Computed Tomography (CT)
(PET/SPECT/CT AlbiraTM Systems at the Biomedical Investigation Center, University
of Murcia, Spain, and General Electric Medical Systems-HiSpeed dual, Schenectady, NA,
USA; At the Veterinary Clinic Hospital, University of Murcia. All the images were
transferred to DICOM workstation and analyzed with AMIRA for Fei Systems 5.6.
Volume rendering was generated to obtain 3D images after injecting the Silicone 191
Xiameter © RTV-4230-E Base.

Other samples were frozen at -46 °C and -20 °C. The head cuts and sections were
immersed in a 10% de formaldehyde solution and stored in a cool chamber at 5 °C at the
Anatomy and Embryology Department of the Veterinary School of Murcia, Spain.

The histological analysis was performed as follows: with the paraffin block, the
samples were cut in slices and stained with Hematoxiline-Eosine and later pictured with
a computerized microscope Zeiss Axioskop 40, Jena, Germany with an attached Insight

2 Axiocam 105 colour camera.

Article 3

In this last study were used 24 odontocetes belonging to 5 species of dolphins
(striped, Stenella coeruleoalba; common, Delphinus delphis ; pilot whale, Globicephala
melas ; Risso’s, Grampus griseus and porpoise, Phocoena phocoena ) of all ages to
perform different diagnose techniques in all of them: endoscopy (16 fetuses and 1

juvenile), MRI (8 fetuses), dissections (1 newborn), anatomical sections (1 newborn, 1
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juvenile and 1 adult) and histology (the same adult used for anatomical section and 1
newborn).

All the animals were stranded dead in both Atlantic and Mediterranean Spanish coasts so
the Murcia University Ethic Committee permission was not necessary.

Endoscopy

For the study a rigid optic (Karl Storz Autocon 200) was used at the veterinary
clinic of Bonafé, la Alberca, Murcia. A rigid endoscopy (0°, 4 mm diameter and 14 cm
length) was used for the oral, buccopharyngeal and laryngopharyngeal cavities. While to
analyze the nasopharynx a rigid optic was also used (30°, 2.7 mm diameter and 18 cm
length).

The standard protocol started analyzing the oral and next the pharyngeal
(oropharyngeal and laryngopharyngeal) cavity; to study the nasopharyngeal cavity the
endoscope was introduced via blowhole, passing into the vestibule, then the olfactory and
respiratory part to finish at the nasopharyngeal cavity. The specimens were placed on the
table facing the endoscopist.

The MRI was performed with an instrument (GE) high filed (1.5 Tesla) from the
Image Diagnosis Veterinary Center of Levante (Ciudad Quesada, Alicante, Spain) using
human knee coil for smaller fetuses and human head coil for the bigger ones. All images
were analyzed with the program Radiant DICOM viewer.

The frozen samples were used for the sagittal and coronal sections using a band
saw 0.5-0.7 cm wide. The sections resulting were preserved in formaldehyde 10% and
then stored in cool chambers. Other specimens were injected balsamic solution via the
auricula and the jugular and umbilical veins, either manually or with the help of a
peristaltic pump.

Histology
Rectangular samples were oriented perpendicular in paraffin blocks and were processed
with a microtome; The resulting paraffin blocks were stained with hematoxiline-eosine

and this was pictured with an optic microscope with an adapted camera.

VIl.4. RESULTS
Article 1
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All the specimens were analysed using the diagnostic image techniques:
Computerized tomography (CT), Magnetic resonance (MR) and anatomical sections only
in one fetus.

Oral cavity

The three studied specimens clearly showed the tongue in anatomical sections, CT,
and MRI, and in some specimens, it showed the lateral sublingual recesses, the dental
alveolus (in the mandible but not in the maxilla) and regardless teeth:

The most caudal teeth growing covered by gums in both the mandible and
maxillary bones.

The mid caudal teeth were forming in both dentary arches.

Teeth in the incisive area had not completely erupted, whereas the rest of mandible
and maxillary teeth have done so.

Muscles

The masseter muscle was absent in the studied specimens.

The orbicularis oris muscles were absent as well.

The mandible depressor muscles, digastric and mylohyoid we well developed.

Rostrum (Snout)

The mesethmoidal cartilage has be seen amongst vomer, maxillary, and incisive
bones, being leaned only on the groove of the vomer bone. CT showed one of two
infraorbital canals inside the incisive bone of the youngest fetus.

Melon

The caudal part of the melon encloses the nasal cavity. The anatomical section
showed the white nucleus of the melon surrounded by connective tissue and muscles. CT
and MR also allowed us to distinguish the morphology of the melon and to compare it
with the anatomical sections.

Nasal Cavity and Paranasal Sinuses

From the vestibule, the blowhole is closed by a musculomembranous fold. The
vestibule of the nose is divided in two by the membranous part of the nasal septum. At the
vestibule, some nasal diverticula were observed on both sides of the nasal plugs, under

which there are two nasal cavities divided by the nasal septum. Thanks to the diagnostic
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image techniques and anatomical sections, the maxillary sinus was observed, as well as
the nasopharynx and choanae.
Orbit and eyeball

The orbit is formed by an incomplete bony rim composed of a supraorbital part
formed by the frontal bone, but there is no infraorbital rim. In the beginning of the
development there is a junction (synchondrosis) between the lacrimal and zygomatic
bones ossifying as the gestation goes on (seen with PET/SPEC/CT). There is an oblique
thin temporal process of the zygomatic bone crossing under the periorbit and holding it.
The eyeball was observed with MR, but the tapetum lucidum and the lens also with CT.

All these structures were revealed with different techniques in different specimens
Central Nervous System

- The longitudinal brain fissure

- The sagittal dorsal sinus

- The lateral ventricle

- The meninx and the mesencephalic aqueduct

- The vestibulocochlear and facial nerves as well as the labyrinthine artery.

- The vermis and cerebellar hemispheres held by the cerebellar tentorium

Ear:
- The petrous and tympanic part of the temporal bone.
- The auditory ossicles of the middle ear (malleus, incus and stapes)
- The bony vestibule and the spiral canal of the cochlea.
- The rudimentary cartilaginous part of the external acoustic meatus
Larynx

- Surrounding the laryngeal cartilages, the laryngopharynx was observed, as well
as the hyoid apparatus in their relationship with the ear.

- The temporomandibular joint and the mandibular canal fat, which was very close
to the middle ear, contacting with the tympanic wall.

- Three bones of the hyoid apparatus (the stylohyoid, basihyoid, and thyrohyoid)
were well observed, while the cartilaginous bones (epyhyoid, ceratohyoid, and
tympanohyoid)were not seen. The caudal tip of the thyrohyoid bone was not
ossified at birth.
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- Cranial Cavity

Fontanelles were clearly seen with MR and CT.

VILS. RESULTS

Article 2

Endoscopic study of the external nose and nasal cavity
External nose

In the youngest fetus, a very small protuberance was observed between the
forehead and the melon. It was seen between a semi-circular line (U-shaped) (rima naris),
slightly concave right to angulus naris, closing it hermetically. We viewed two lips, the
upper (caudal) close to the forehead and the lower (rostral) close to the primordial melon.

The lower lip was a little bit prominent compared to the upper, but as the fetus
develops both lips are prominent. In a more developed fetus (4.5 months), the epidermis
of the external nose differed from the forehead epidermis, with a different colour (light
pink) and with a clear separation edge of the upper lip and the forehead skin. This lip, now
prominent, was clearly divided vertically by a supranasal groove. The lower lip was
undivided and elevated right to the contact with the melon, which had a similar tone to
that of the nose. The rima naris was slightly convex. In the pilot whale (Globicephala
melas ) fetus (gmal), the external nose presented a whitish pigmentation extending to the
melon, while the pigmentation of the rest of the head appeared dark grey. The next fetuses
showed the same features, with a separation area holding the nose and melon. In the last
common dolphin (Delphinus delphis ) fetus, the depigmentation of the nose and upper lip
remained and missed the delimitation of the nose and melon with respect to the rest of the
head. The newborn striped dolphin (Stenella coeruleoalba), showed a hyperkeratosis
between the two lips and the right part of upper lip preventing the access of the endoscope.
In the last specimen studied, a juvenile striped dolphin (Stenella coeruleoalba), the nose

was tightly closed, and uniform pigmentation was seen. The lower lip was undivided and
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prominent remaining close to the melon. Between both nasal lips, there were striations and
a double internal fold hermetically sealing the lips.
Nasal Cavity: Vestibule

In order to observe the nasal vestibule, caudal retraction of the skin of the forehead
region was performed, first in the common dolphin smallest fetus and then in the next
ones. The membranous part of the nasal septum was seen between the two nasal plugs.
The mucosa showed a similar colour of that of the epidermis, a little clearer at the plugs.
The vestibular folds, along with the membranous part of the nasal septum stick to the
plugs, closing the meatus tightly. The nasal diverticula of the more developed striped
dolphin (Stenella coeruleoalba) fetus showed a mucosa with a whitish tone which was
uniform throughout the entire vestibule. Also, the meatus was opened between the
‘monkey lips' (both the nasal plugs and the vestibular folds). In the pilot whale
(Globocephala melas) fetus, the mucosal colour of the vestibule differs from the greyish
tone inside the lips. The mucosa of the nasal diverticulum remained dark and had folds.
In the next common dolphin (Delphinus delphis ) fetuses, the vestibular mucosa ranged
from pink, to grey to white and had greyish folds arranged in a dorso-ventral direction.
The next group of common dolphins (Delphinus delphis ) fetuses more developed showed
prominent nasal plugs, the nasal septum and well-defined folds and a greyish mucosa,
different from the earlier fetal stages. The mucosa of both left and right diverticula was
growing in anfractuosity and the longitudinal folds more abundant.

The newborn was diagnosed with epithelial inflammation with local hyperkeratosis
probably caused by a congenital alteration. This obstructed the right nasal cavity. This
specimen had a thickened membranous part of the nasal septum, so the nasal plugs are
barely visible. Only the left nasal plug and the dilated mucosa of left diverticulum were
clearly visible.

In the juvenile striped dolphin (Stenella coeruleoalba), the mucosa of vestibule
was wrinkled with striations and was tightly adhered to the plug, septum, and vestibular
folds. The mucosa of the nasal diverticula presented numerous longitudinal folds.
Nasal Cavity: Respiratory and Olfactory Part

In the nasal cavity, we could distinguish four walls: the caudal, once the

endoscope passed the nasal plug; the rostral wall, ventral to the nasal plug and containing
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the incisive recess (pre-maxillary sac). The lateral wall was the external wall of both
cavities and finally, the median wall, built by the vomer bone, separating both choanae.

The study started in a common dolphin (Delphinus delphis ) fetus of 5.5 months
of gestation in which we observed the incisive recess. The mucosa of the deepest part of
the recess in the left nasal cavity contained small vesicles. Also, at the bottom of the nasal
cavity we could see the choanae and the bony portion of the nasal septum. Unlike the
vestibule, the mucosa of the respiratory and olfactory part showed a pinkish colour as the
gestation goes on. In the common dolphin (Delphinus delphis ) fetus 8.5 months of
gestation, the presence of vesicles in the mucosa and longitudinal folds was clearly seen
as also were small mucosal fossae close to the choanae. In the newborn, we could only
study the left respiratory part of the nasal cavity since the right one was blocked and was
impossible to introduce the endoscope due to hyperkeratosis. The mucosa was greyish in
colour and there was inflammation of the nasal mucosa folds.

MRI Study of the External Nose and Nasal Cavity

In the fetus of four months of gestation, the sagittal sections clearly showed the
external nose. The nasal cavity vestibule section did not show the developing cavities. The
nasal plug could be seen, as well as the respiratory part of the nasal cavity. The main bones
which form the walls are more distinct within the mesenchyme especially the presphenoid,
but the ethmoid bone was not clearly identified.

In the pilot whale (Globicephala melas ) fetus, the perpendicular lamina of the
ethmoid bone was seen clearly using MRI.

In the common dolphin (Delphinus delphis ) fetus of six months of gestation, we
identified the incisive recess using MR. In the three anatomical sections we also
distinguished the nasal plugs, the nasal septum (membranous and bony parts) and the
mesorostral cartilage.

In an advanced stage of fetal development, between the frontal and ethmoid bones,
mesenchyme was still observed (There wasn’t ossification).

In the common dolphin (Delphinus delphis ) fetus, ten months old, we could see
the lumen of the vestibule and of the nasal (vestibular sacs) and accessory diverticula
(nasofrontal sacs). Also, the nasal plugs, the vestibular folds and their associated muscles.

The respiratory part and incisive recess were surrounded rostrally by the nasal plug
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muscles and caudally by the incisive and maxillary bones.
Computed Tomography and 3D Reconstruction of Bony Nasal Cavity

Starting with the less developed fetus, we could see the main bones forming the

rostral part of the bony nasal cavity: the incisive, maxillary bones and vomer bones. The
body of the presphenoid and the ethmoid bones were in close contact from an early
developmental stage and could only be distinguished as separate using MRI. A more
developed striped dolphin (Stenella coeruleoalba) fetus, showed the frontal bone growing
towards the incompletely ossified ethmoid bone. The rostral wall of the nasal cavity,
mainly formed by the maxillary bone, was closing towards the vomer. The ethmoid bone
(ethmoidal fossa) remained unossified and the bones at the base of the skull were quite
separated. At five and a half months, the fetus showed an unossified ethmoidal fossa and
the frontal bone had bony projections from towards the ethmoid bone. The choanae
showed areas lacking ossification. In the common dolphin (Delphinus delphis ) fetus of
9 months of gestation, dde13, the walls of the nasal cavities, close to the choanae, were
closing as is the rostral wall, though there were still mesenchymal areas.
In the common dolphin (Delphinus delphis ) fetus, 10 months of gestation, the rostral wall
of the nasal cavity was found totally closed by the maxillary bone, forming the bony walls
in both cavities at both sides of the ethmoid bone. The lamina cribosa and the vomer
wings were incomplete.

The newborn striped dolphin (Stenella coeruleoalba), shows the caudal wall of the
nasal cavity almost closed, with bony projections from the frontal and maxillary bones
towards the ethmoid bone. The lamina cribosa of the ethmoid bone closed the wall of
right and left nasal cavities.

In the adult striped dolphin (Stenella coeruleoalba), three sections of the nasal
cavity were performed observing the bony nasal cavity completely formed.

Computed Tomography and 3D Reconstruction of Nasal Cavity Spaces

In the second less developed common dolphin (Delphinus delphis ) fetus, within
the vestibule we could already distinguish the bilateral nasal diverticula. The accessory
diverticulum was not clearly seen. We could observe the endocast of respiratory and
olfactory part of the nasal cavity. A more developed striped dolphin (Stenella

coeruleoalba) fetus showed the incisive recesses extending to the snout base overlapping
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the incisive bone. In a common dolphin (Delphinus delphis ) fetus of 5.5 months gestation
time, the left lateral view allowed us to distinguish the accessory nasal diverticulum,
which was very small and oriented rostrally. In the last studied fetus, dde14, we observed
the accessory nasal diverticulum ventral to the left nasal diverticulum. In the adult striped
dolphin (Stenella coeruleoalba) specimen, we saw well-dilated left and right diverticula,
the accessory one, the incisive recess and parts of the left respiratory and olfactory parts
of the nasal cavity.
Study of the Nasal Cavity Using Sectional Anatomy and Dissection Techniques
Sectional Anatomy

Atthe level of the vestibule, we could see many vestibular folds, together with the
nasal plugs forming the "monkey lips" involved in sound production. We also observed
muscles of the external nose, which enable the opening of'its caudal lip. We also could see
the accessory diverticulum and the vestibule.

The coronal sections at the vestibule level showed the left and right diverticulum
and nasal plugs close to the vestibular fold.
Dissections

Dolphin Specimens

After removing the external nose in a newborn, we observed dorsally the right
nasal diverticulum and ventrally the accessory nasal diverticulum caudal to the right nasal
plug. The right nasal plug was clogged and the left one was normal. We also observed two
functional positions of the left nasal plug, one opened and two closed, and the nasal
cavities divided by the nasal septum. In a female preserved adult striped dolphin
(Stenella coeruleoalba), the right nasal diverticulum was dilated to better understand its
size and form. In subsequent images, the rostral wall of diverticulum had to be removed
to show the dark mucosa and ventrally the closed nasal plug and then opened showing a
portion of the less pigmented mucosa. In a female fresh adult striped dolphin (Stenella
coeruleoalba), we could identify the right and the accessory diverticula. The right nasal
plug is tightly closed, and the mucosa of both diverticula is dark in colour.

Horse specimens

The fetal vestibule was observed in its anatomical position showing the alar fold
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and nostril (false nostril is the portion of the nostril continuous with the nasal
diverticulum) which is the orifice of nasal vestibule. Dissections showed the differences
between the mucosa of nasal diverticulum, vestibule, alar fold and respiratory part of the
nasal cavity.
Histological Study of the Nasal Cavity
Dolphin

The vestibular mucosa, specifically its diverticula, had a stratified squamous
epithelium, both pigmented and keratinized. The papillary layer was wide. The connective
tissue base appeared normal and contains small vessels. The vestibular folds showed a
connective tissue base with cartilage and striated muscle. The nasal plug presented a
stratified epithelium, narrow and pigmented with a papillary layer wide and flattened. It
also had stratified musculature in discontinued fascicles. Its connective tissue base was
strong with muscular fascicles. The mucosa in the respiratory part had a pseudo-stratified
arrangement but cilia were not observed. A dense connective tissue base with a few
muscular fibers and blood vessels was seen (white areas enlarged and empty). The mucosa
of the olfactory part was founded by a pseudostratified epithelium but cilia were not seen
and it was more rounded and wider than the respiratory part. The papillary layer was
narrow and vascularized with a connective tissue base. A stratified squamous epithelium
lined the incisive recess. The papillary layer was wide with little vascularization. The
connective tissue base contained some nerves was seen.
Horse

The vestibular mucosa of the nasal cavity, specifically its diverticula, presented a
stratified squamous epithelium, both pigmented and keratinized with hair and with
associated sebaceous glands. The papillary layer was not well defined. The connective
tissue base held some adipose tissue. The alar fold was formed by a stratified squamous
epithelium which was not keratinized. The connective tissue base was large and dense.
There were groups of glands between the sebaceous tissues. The respiratory part of the
nasal cavity had a pseudostratified epithelium, forming a cylindrical mucosa with cilia and
a cartilaginous base. The mucosa of the olfactory part was formed by a pseudostratified

epithelium, but olfactory cilia were not clearly seen.
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VIIL.6. RESULTS
Article 3
Oral Cavity

The oral cavity proper extended from the rostral part of the palatoglossal arch or
folds to the lingual aspect of 186 the incisive teeth. The dorsal limit was delimited by the
oral cavity's roof and the ventral limit is defined by the 187 tongue and the proper oral
cavity and the prefenular space.

The bony anatomical base of the oral cavity's roof is composed of the palatine
processes of the maxillary and incisive bones; the left and right mandibles were the
ventral limit.

- Endoscopic study

In the least developed fetus, a common dolphin (Delphinus delphis ), the lips are
210 proportionally large and immobile. The oral rim, like the blowhole, is tightly closed.
A frenulum of the superior and inferior lips was absent. The buccal vestibule happened
to be not well defined at this stage of development. The gums of the mandibles appeared
wider than those of the maxilla. The hard palate was forming. An incisive papilla was not
observed. Tongue was short, wide and without papillae.

In the next common dolphin (Delphinus delphis ) fetus, a labial vestibule between
the gums and lips was observed (not a buccal vestibule). The hard palate showed a middle
palatine raphe in all species studied and only in common dolphin both lateral palatine
grooves were parallel to the middle hard palate. Marginal papillae extended from the edges
to the middle of the tongue. The dorsum of the tongue was smooth with an
indistinguishable central groove. In the oral cavity proper, there were two lateral
sublingual recesses with a lateral sublingual fold which thickened rostrally.

In the striped dolphin (Stenella coeruleoalba), the hard palate showed a palatine
raphe and the incisive papilla was a little larger than common dolphin (Delphinus delphis
).

In the pilot whale (Globicephala melas ), a little older than the striped dolphin
(Stenella coeruleoalba), the hard palate showed a deep palatine raphe and the incisive
papilla was larger than in other fetuses. The marginal papillae extend from the tip of the

tongue almost to the root. The lingual frenulum was thinner than in other small fetuses.
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The gums were covering the teeth in both superior and inferior arcades. Teeth were well
differentiated in this pilot whale (Globicephala melas ) at this stage (5 months). Also, the
sublingual lateral folds were thin though the rostral tips started to thicken.

In a more developed fetus (dde8) common dolphin (Delphinus delphis) it was
possible to observe marginal papillae extending from the tip to the middle of the tongue,
and the lateral sublingual folds were thickening all along.

In a common dolphin (Delphinus delphis) close to birth, the teeth of the superior
arcade were well developed unlike those of the inferior one. Also, the lateral sublingual
folds were well dilated

In the youngest newborn (Striped dolphin, Stenella coeruleoalba) all teeth were
covered by gums. Teeth eruption was seen in two older newborn specimens while caudal
teeth started to erupt; nevertheless rostral teeth were covered by gums and the incisive
teeth were not well developed. Also, the marginal papillae were well developed and
progressively decrease towards the root.

- MRI study

The T2 MRI image of the oral cavity shows in a common dolphin (Delphinus
delphis) that unerupted teeth could be seen under the gums
- Histological study

Vestigial incisive papillae appear with a keratinized pseudostratified epithelium.
Conducts arriving at papilla were not seen nor was the vomeronasal organ (common
dolphin Delphinus delphis close to birth). Abundant lymphatic vessels were observed in
the dermis. Developing teeth were observed covered by gum tissue. The histological
structure of teeth shows inner dentin, covered by enamel and all (crown, neck, and root)
by cementum. The sublingual lateral folds had a mucosa with abundant vessels and
mucous glands while neither the sublingual caruncula nor the orobasal organ were
observed.

The sublingual lateral fold showed a pigmented epithelium at the level of its basal
stratum. The tongue presented a striated muscle base and near the epithelium abundant
mucous glands with secretor ducts.

In an adult striped dolphin (Stenella coeruleoalba) the incisive papilla showed a

well developed papillary stratum. The dermis contained abundant fat tissue and rests of
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epithelial ducts in regression. The lateral sublingual recess was a keratinized epithelium
with mucous glands and a well-developed papillary stratum.
The pharyngeal cavity

The pharynx is a muscle-membranous cavity divided in three parts: the
oropharynx, the nasopharynx and the laryngopharynx; this last one connects the oral cavity
with the stomach and it allows the entrance of the aditus laryngis to the nasopharynx
cavity crossing the intrapharyngeal orifice only in cetaceans.

The bony roof of oropharynx is composed of the palatine bone and the pterygoid
bone laminae (lateral and medial). Also, the nasopharynx is delimited dorsally by the
vomer wings and the medial lamina of the pterygoid bone. Ventrally, only the hyoid
apparatus attaches the root of the tongue and larynx to the base of the cranium.

Study of oropharynx, nasopharynx and laryngopharynx.

The oropharynx cavity begins with an orifice, the isthmus of the fauces, continues
with the fauces and finishes at the lingual aspect of the epiglottic cartilage.

- Endoscopic study

The endoscopic study began at the oropharynx, showed a tightly closed isthmus
of the fauces in a young fetus, a common dolphin (Delphinus delphis). The endoscope
could not cross this gate.

The endoscope was passed into the fauces in an older fetus, a common dolphin
(Delphinus delphis) showing no lymphoreticular tissue in the floor (tongue), walls
(palatoglossus archs or folds) or roof (soft palate). The soft palate is inserted into the
ventral crest formed between the lateral and medial lamina of the pterygoid bones. The
palatoglossal archs or folds connect to the soft palate through the tongue root. At the end
of fauces a soft vallecula continues dorsally with the lingual aspect of the mucosa of
epiglottic cartilage. At this level we observed dorsally the intrapharyngeal orifice to let
pass the larynx into the nasopharynx. Also, laryngopharynx begins with a piriform recess
on either side of the larynx cartilages. The left piriform recess is wider than right. Caudal
to the recesses is the dilated oesophageal vestibule with its mucosa arranged in
longitudinal folds which changes to small quadrangular folds in the pharyngoesophageal
limit.

Both the striped dolphin fetus (Stenella coeruleoalba) and the pilot whale fetus
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(Globicephala melas ) had a well-developed mucosa at the isthmus and only a narrow
passage to the fauces which had a pale lingual mucosa and grey/brown colour in its walls
and roof.

A well-defined fauces were observed in an older common dolphin fetus (Delphinus
delphis) in addition to a broad left piriform recess with longitudinal folds finishing at the
oesophageal vestibule.

In a well-developed fetus common dolphin (Delphinus delphis) the endoscope
could pass into the choanae to see the nasopharynx and the pharyngeal orifice of the
auditory tube. The oropharynx mucosa was thickening, the longitudinal folds in piriform
recesses of laryngopharynx were thin, with a clear difference between the mucosa of the
oesophageal vestibule and oesophagus.

The mucosa of fauces continues to thicken as development progresses in a
common dolphin fetus (Delphinus delphis) and has a bright aspect . Also, in the
nasopharynx, the mucosa showed longitudinal folds and small openings surrounding the
pharyngeal orifice of the auditory tube

In a juvenile dolphin we could observe the pinkish mucosa of the nasopharynx
with longitudinal folds, but the small holes had less border definition.

- Histological study

The histological results showed that the epidermis of the oropharynx at the soft
palate level has a tightly papillary stratum with deep mucous glands and abundant mucous
glands in its submucosa. Additionally, at the level of the isthmus of the fauces, histology
presented a connective tissue stratum deep to the epidermis, containing many deep mucous
glands The nasopharynx had a respiratory mucosa with an anfractuous papillary stratum
below, which was a wide connective stratum and finally a deep serous gland close to
striated muscle. Additionally, we have located Vater-Paccini corpuscles near the auditory
duct between striated muscles. No lymphoreticular tissue was observed.

- MRI study

The MRI sagittal images showed a pharyngeal cavity in a pilot whale fetus
(Globicephala melas ) and we could appreciate the oropharynx (fauces), the nasopharynx
and the oesophageal vestibule. Also, the piriform recess alongside the larynx.

Special study of nasopharynx. Pharyngeal diverticulum of the auditory tube (PDAT).
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a) MRI study

In MRI we can appreciate in early fetal stages a bilateral structure within the
laryngopharyngeal cavity, namely two pharyngeal diverticulum of the auditory tube
(PDAT). These are connected through the musculotubaric channel with the middle ear
(Temporal bone: petrous and tympanic part). In a young common dolphin fetus (Delphinus
delphis), in sagittal and coronal sections was seen caudal and rostrally, respectively.

In older common dolphin fetuses (Delphinus delphis) this double space at both
sides of the laryngopharynx was more evident but now we could distinguish the vascular
area and the aerial area.

In more advanced fetal development it was possible to observe air and vascular
areas and even the auditory tube.

The pharyngeal diverticula of the auditory tubes (PDAT) were seen clearly in
sagittal and coronal sections in a Risso'dolphin fetus (grgrl) (Grampus griseus).

b) Histological study

The histological analysis of the PDAT showed well defined two compartments. A
pharyngeal vascular plexus was observed with abundant and dilated vascular endothelium.
A detailed image reveals the luminal vessels filled with blood. The wall of special tissue
had another surface lined with respiratory epithelium and it was in contact with air.
¢) Anatomical study

cl) Osteology

The PDAT was a well delimited area even in the early stages of fetal development.
This area extended medially to the bonny choanae and extends dorsally to the
maxillopalatine fossa, medially to the pterygopalatine recess (pterygoid sinus) and
rostrally to the petrous and tympanic parts of the temporal bone (cochlea).

c2) Sectional anatomy

The three coronal sections in a newborn striped dolphin (Stenella coeruleoalba)
prolonged dorsally from floor to roof. In these images it was possible to observe the
proximity to the mandible channel tissue and the pharyngeal orifices of the auditory tubes
crossing the pharyngeal muscles; It was easy to differentiate medially the air area (near the
auditory tube and nasopharynx and laterally to the cribriform area).

The two sagittal sections in a juvenile striped dolphin (Stenella coeruleoalba) were
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made parasagittally at the level of the ear. It showed that this area (PDAT) run rostrally
to the inner and middle ear crossing below the basal bones of the cranium to arrive to the
pterygopalatine recess (pterygoid sinus) and to finish dorsally at the maxillopalatine fossa.
In the adult striped dolphin (Stenella coeruleoalba) the pharyngeal orifice of the auditory
tube is canalized by a trocar and the pharyngeal diverticula of the auditory tube area was
placed ventral to this. The removing of the pharyngeal muscles revealed the trajectory of
the auditory tube towards the pharyngeal diverticulum.
d) Dissection

A deep dissection in a newborn striped dolphin (Stenella coeruleoalba) showed

the extent of the pharyngeal diverticulum of the auditory tube.

VIL.7. DISCUSSION
Article 1
Oral cavity

The teeth of the rostral alveoli (equivalent to incisive teeth) erupt later than the
more caudal alveoli (equivalent to premolars and molars); this would have a functional
application in the lactation (perinatal period), since the rostral teeth erupting afterwards
would help to suction milk and at the same time to hold the mother's nipple without
harming it.

We have not found the masseter muscle in fetal, newborn and adult striped dolphin
specimens, the muscle is atrophied. Odontocetes have lost this feature throughout
evolution because most of the cetaceans, with the remarkable exception of orcas (Werth,
2007) that swallow their prey intact without chewing.

Salivary glands and lymphatic nodules were not observed in either the fetal or the
newborn dolphin heads.

Rostrum (Snout)

In the dolphin's snout, there is a link between the vomer, maxilla, and incisive
bones. In the domestic mammal nose, the nasal septum cartilage extends rostrally to the
nasal openings, but in cetaceans the nasal cavity and snout are at different levels due to
telescoping. The snout tip has three functions in odontocetes: tactile (protopatic), offensive

(together with tip of mandible), and, as a consequence of the mesethmoid cartilage joining
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these three bones, a shock absorber (Hosokawa and Kamiya, 1965).
Melon

The rostral muscles are inserted in the fibrous external area of the melon and were
located ventrolateral to it and belong to the residual group of the facial neuromuscular
system (Nickel et al., 1986; Sandoval, 2000; Harper et al., 2008).

Nasal Cavity and Paranasal Sinuses

Surrounding the nostrils are striated muscle fibers opening and closing the nasal
openings, acting as sphincter muscles. On dissecting the nasal vestibule in a fetal
specimen, we observed that both nostrils have a common area under a
musculomembranous sphincter, but ventrocaudally the membranous part of the nasal
septum separates the left and right nasal vestibules. Rauschmann et al. (2006) stated that
the superficial blowhole emerges into an unpaired vestibulum.

Ventral to the nostrils, nasal vestibules with several air sacs (diverticula)
(Reidenberg and Laitman, 2008) were observed in the studied specimens.

In dolphins, the nasal plug, alar fold, and the nasal vestibule have been modified
for sound generation and as a water reservoir. (Hosokawa y Kamiya, 1965) described the
presence of pterygoid and maxillary sinuses with a heterogeneous substance in sections
III and IV as we found in the oldest fetus. These sinuses may be non-functional. The
paranasal sinuses heat the air and decrease the skull weight in domestic mammals. In
cetaceans, moving in a less gravid environment could lead to regression of these cavities.

On the other hand, (Corpa et al., 2004) described the ethmoidal sinus and (Racicot
and Berta, 2013) the pterygoid sinuses, which we have not observed in our specimens
studied. We have located in striped dolphin some small orifices in the frontal wall of the
nasal skull that clearly connect the nasal cavity with the maxillary sinus; however, we do
not know if nasal mucosa closes these orifices completely or are vascular nutrition
orifices.

We confirm the bilateral asymmetry, supporting the theory that this is directly
proportional to the prey size (Macleod et al., 2007).

We did not observe the vomeronasal organ in our anatomical sections or MRI
sequences under the nasal mucosa and vomer bone, so we confirm the absence of smell

in these species though we observed in a striped dolphin newborn skull, an ethmoid bone
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like the cribriform plate in domestic mammals, so we believe it is possible that olfactory
mucosa may be present. (Rommel et al., 2009) also talked about a certain olfactory

capacity in cetaceans.

Orbit and Eyeball

In our study using PET/SPECT/CT, it is possible to observe in scol, ossification
centers which are not fused at this early stage. According to next several authors
(O'Rahilly and Miiller, 1987; Mead and Fordyce, 2009; Cozzi et al., 2017), in odontocetes
(except beaked whales), the lacrimal and zygomatic (jugal) bones are fused forming the
lacrimozygomatic (lacrimojugal) bone, a fact that we have confirmed in this study,
indicating that it is a synchondrosis that will become a synostosis. As in domestic
mammals, the lacrimal bone is placed lateral with respect to the zygomatic bone. In
odontocetes, there is no bony infraorbital border and the only structure running under the
ventral eyelid is the facial nerve. In this study, the temporal process of the zygomatic bone
holding the periorbit at its middle point was observed in dissections and anatomical
sections.

Central Nervous System

MR sequences of the brain of scol begin to differentiate the diencephalon and
telencephalon, though the trunk of the encephalon and cerebellum are less defined. In the
most developed fetus, the different parts of the trunk of the encephalon are better defined,
except for the cerebellum. In addition, we have observed the cerebellum and brain
hemisphere as described in perinatal dolphins. The lateral ventricles and the
mesencephalic aqueduct were appreciated in the 3 specimens studied. In either of these
have we found the fourth ventricle using MR sequences.

We have observed that the tentorium cerebelli starts ossification during the fetal
stage until the process is complete in adult odontocetes, unlike domestic mammals, where
it remains membranous, except in cats (Nickel et al., 1986; Sandoval, 2000). We suggest
the functional explanation for this relates to both species needing a well-held cerebellum
due to their activity during swimming (locomotion), jumping, climbing, etc.

Ear

Atthe tympanic cavity, we have observed a semi-open musculotubaric canal in the
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second fetus, whose opening is the tympanic orifice located in the carotid or rostral wall
of middle ear. This continues with the auditory tube to its opening at the pharyngeal orifice
in the nasopharynx.

The auditory tube in the newborn could be observed in dissections as a
mucosal-bony dilated space close to the perpendicular lamina of the palatine bone,
extending to the pharyngeal orifice of auditory tube (eustachian notch) (Mead y Fordyce,
2009) where it opens into the nasopharynx by the pharyngeal orifice of the auditory tube.
We agree with (Houser et al., 2004) about the presence of a maxillary sinus and about the
existence of a connection with the middle ear (auditory tube that we observed dilated).

In our fetal study, we have just observed air cavities close to the musculotubaric
canal of the middle ear, which could be a "pseudo-diverticulum" similar to the horse
"guttural pouch" or a pharyngeal diverticulum of'the auditory tube (Sandoval, 2000; Cozzi
et al., 2019). That would form a rudimentary osteomucomembranous space or guttural
pouch, also placed in the cetaceans under the base of the cranium, connecting the tympanic
cavity with the pharyngeal orifice of the auditory tube inside the nasopharynx.

Larynx

In fetal specimens, we have observed that the entrance to the larynx (larynx peak)
is very circumscribed and is formed by the rostral tips of the epiglottic and arytenoid
cartilages. Both cartilages are very enlarged and oriented dorsorostrally toward the
choanae. The arytenoid cartilages should not be described as cuneiform cartilages (Nickel
et al.,, 1986; Schaller, 1992; Sandoval, 2000) and perhaps as corniculate tubercles
(Sandoval, 2000).

The corniculate tubercules are indeed mucosal eminences formed by the
corniculate process of the arytenoid cartilages, a feature not observed in the specimens
studied.

Cranial Cavity
Three fontanelles were observed in our odontocetes fetus studied: occipital, frontal, and

mastoid (Mead and Fordyce, 2009) (the last one less clear).

VIL.8. DISCUSSION
Article 2
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Endoscopic study of the external nose and nasal cavity
External nose

The external nose of adult odontocetes and mysticetes is sometimes confusing,
often due to differing terminology.

The endoscopy technique to analyze the nasal cavity has allowed us to observe the
external nose and nasal cavity morphology caudal to the choanae. We have observed the
highly characteristic morphology of the cetacean nose with the endoscopy images. The
presence of nasal lips (rostral and caudal) and its anatomical position closed from the
beginning of development to avoid the entrance of water and salt into the nasal cavity is
one of the first image proofs of the development of the two prominences in the caudal lip
and their division by a median groove from the nasal septum to the caudal lip. Together
with the function of the melon in the projection of sounds produced by "phonic lips"
(Pouchet and Beauregard, 1885;; Cranford et al., 2011; Berta et al., 2014), this supports
our idea that the melon is forming part of the external nose both anatomically and
functionally, and not merely as a part of the nasal complex. These changes in morphology
will be helpful in determining the stages of fetal development.

The MRI and dissection images allowed us to observe that both the caudal and the
rostral lips present retractor muscles which act to open the nose for breathing when the
animal rises above the water.

We also discovered that closing of the lips becomes more airtight, rendering them
more waterproof.

Nasal Cavities

We suggest that the cetacean nasal cavity should be more properly called the
maxillary cavity.
- Vestibule

In our opinion it is not fully explained in previous publications. The presence of
two diverticula of the nasal vestibule is clearly shown by endoscopy, 3D reconstructions,
sections, and dissection studies.

The stratified squamous epithelium is similar to that of the equine nose and
corroborates our idea about its function, which is protection from external agents and

water (Schenkkan, 1973; Garcia de los Rios et al., 2019).
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The vestibular fold shows a very different mucosa from that of the respiratory
region, probably related to is proposed function in sound production. The nasal endocast
and the volumetric reconstructions enabled us to study its morphology and to locate
another accessory nasal diverticulum that we confirmed by dissections. Our developmental
study shows that the vestibule in common and striped dolphins Stenella coeruleoalba and
pilot whale Globicephala melas 1is less complex.

As for the "monkey or phonic lips" according to our study, the dorsal parts of the
sound production mechanism were the vestibular folds placed under the upper lip and the
ventral parts were the nasal plugs divided by the membranous part of the nasal septum.
The "monkey or phonic lips" are solely in charge of producing sound projected towards
the melon. Diverticula avoid the entrance of possible water filtrations through the
blowhole that could have entered during sound production, diving or under a stressful
situation, since they are very far from the phonic lips. It is interesting to observe that
vestibular folds lack an epithelium and present a connective tissue and muscular base
explaining its function as sound generator.

- Respiratory and Olfactory Parts of the Nasal Cavity

This region delivering air towards the lungs is characterized by the absence of
nasal conchae or cornettes and paranasal sinuses except for the maxillary sinus (Garcia de
los Rios et al., 2019) which is absent in the adult. It seems that these structures lack the
olfactory function in odontocetes, as our histological analysis did not find olfactory
epithelium.

- Bony Nasal Cavity

The maxillary bones forming the rostral wall are first to form followed by the
frontal bones closing slowly towards the cranium base, but they only slowly ossify and
connect with the lamina cribosa of the ethmoid bone.

The final bone to ossify is the ethmoid bone, which indicates that it is to allow the
passage of the olfactory nerves and form the lamina cribosa, even though the olfactory
bulb is vestigial in cetaceans and persists as a remnant of phylogeny (Cave, 1988b; Klima,
1995). The vomer bone is growing rostrally slowly and we can see the groove on which
the mesorostral cartilage will be placed. The bones closing the ventral floor of nasal cavity

are the pterygoid and the palatine (Klima, 1999). The ethmoid bones take longer to ossify
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and close the caudal wall of the nasal cavity which was visible in the volumetric
reconstructions. The cast of the respiratory and olfactory parts showed two cavities
bending caudally towards the nasopharynx surrounded by the above-mentioned bones.

- Nasal Mucosa

The endoscopic study of the nasal cavity shows at the early developmental stage
a smooth mucosa which forms longitudinal folds as development progresses.

The incisive recess serves to store, along with the vestibular sac (Lawrence y
Schevill, 1956), water escaping from the nasal vestibule which is expelled when the
animal emerges to breathe (Garcia de los Rios et al., 2019). Histological analysis of the
nasal vestibule produced similar findings to the nasal diverticulum of the horse (Browers
y Kaminga, 1990). The spherical nuclei of the sensorial cells were not observed in the
olfactory part confirming the absence of olfactory function
Pathological Findings

The endoscopic study detected an obstruction in the right nasal cavity vestibule in
the newborn from Ceuta stranded with its mother and dying afterwards. Post-mortem
pathologic analysis confirmed this diagnosis. Using endoscopy, parasites were detected,
belonging mainly to two families (Pseudaliidae and Prassicaudidae) and four genera
(Halocercus, Pharurus, Pseudalius and Stenurus) (Dailey, 2001; Raga et al., 2009). This
often-undiagnosed infestation, along with the obstructions could lead to stranding of
neonatal cetaceans. When necropsies are performed, we think that endoscopy of the nasal

cavity should be included in necropsy protocols, despite the difficulty of the technique.

VIL.9. DISCUSSION

Article 3
Oral cavity
Vestibule
In cetaceans, lacking cheeks and therefore masseter muscles during development,
only the labial one is present.
Also, in cetaceans, the lips are tightly close, so the mouth closing, as happens with

the blowhole; therefore, the labial vestibule is unique in cetaceans because it lacks buccal
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vestibule and it is different from terrestrial mammals
- Oral cavity proper

- Roof

The rostral part of hard palate has only a vestigial papilla. Since the ontogeny
reflects the phylogeny, the ducts are more formed in early stages of development and
degenerate as gestation progresses. The innervation observed in this incisive papilla is
probably related to the tactile sensitivity to test the mucosa of some prey. This sensation
is collected by the major palatine nerve 628 from the maxillary branch of trigeminal nerve.

-Tongue

The lingual papillae in the pilot whale (Globicephala melas ), a teuthophagous
suction feeder (Werth, 2007), may enable its specific feeding strategy; On the other hand,
common and striped dolphin lingual papillae don't extend caudally and these disappear as
the animal matures (as in terrestrial mammals).

The regressing papillae may be due to the adult type of feeding and with the
prolonged lactation period (19-20 months in the striped (Stenella coeruleoalba) and
common (Delphinus delphis) dolphins and even longer in the pilot whale (Globicephala
melas ) (Cozzi et al., 2017).

- Histological considerations

We confirm the presence of mucous glands in an adult striped dolphin (Stenella
coeruleoalba) as well as in the oesophagus, confirmed by the endoscopic images. We also
observed mucous glands in the common dolphin fetus (Delphinus delphis). The large
numbers of mucous glands have a double function: mechanical protection and lubrication
as ithappens in the oropharynx. Also, the absence of salivary glands explains the abundant
mucous glands in substitution.

As for the immune system, the large number of lymphatic vessels explains the
absence of nodular formations (tonsils and nodules) which could jeopardize deglutition
in cetaceans.

The small grooves may in fact be the location of the hitherto unveiled taste
receptors (Sokolov y Volkova, 1973).

We did not locate receptors for taste or olfaction in the oral or nasal cavity (Garcia

de los Rios et al., 2021).
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-Floor

Sublingual recess and labial vestibule are quite shallow, perhaps due to the absence
of mastication that nullifies the need for a functional space outside the vestibule surface
of the teeth (Cozzi et al., 2017).

We see this narrowness of the labial vestibules and sublingual recess during fetal
development. We did not observe the presence of any duct transporting saliva or
sublingual papillae as in domestic mammal species.

The monostomatic salivary glands are absent in cetaceans (Garcia de los Rios et
al., 2021).

We did not find stomas opened along the lateral sublingual folds (polystomatic
gland) and major sublingual and mandibular ducts, this last atrophied in cetaceans.

Even though the mouth is a tight opening, when the dolphin feeds under the water,
the entrance of some salt water is unavoidable, but this will be ejected later with the help
of the tongue. In a humid environment the saliva would be unnecessary.

-Teeth

Teeth formation occurs below the gums (Garcia de los Rios et al., 2021). The final
eruption takes place during the perinatal period after lactation (this, along with the few
development of the incisive teeth, protects the mother” nipple) probably by the scratching
of the gums against the rough surfaces of food.

For the first time, we discovered that the developing teeth are covered by
cementum under the gums. We can conclude that odontocete teeth are phylogenetically
closer to the hypsodont dentition of ruminants and equids, in which teeth are composed
from the crown to root as follows: a core dentine covered internally externally by enamel
which is covered later by cementum
- Pharyngeal cavity

During fetal development, we observed that soft palate of odontocetes stays
attached caudally along the crests of the pterygoid bone

The isthmus of the fauces is tightly closed as happens with the blowhole (Garcia
de los Rios et al., 2021). Once born, the oropharynx remains closed and does not open
until food is swallowed.

1. Histological considerations
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- Nasopharynx

The pharyngeal orifice of the auditory tube is an open membranous duct close to
the pharyngeal muscles connecting with the musculotubaric channel and ending in the
tympanic orifice of the auditory tube at the rostral wall of tympanic cavity.

The pterygopalatine recess (pterygoid sinus) is not isolated but connected with the
pharyngeal diverticulum of the auditory tube at the level of the auditory tube notch (Mead
y Fordyce, 2009). We do not consider the pterygopalatine recess as an isolated space of
the auditory tube diverticulum but being part of it.

The fact that the auditory tube is not a closed duct but dilating and folding
according to pressure, has its application in decompression. This theory can be reinforced
by the fact that the Vater-Paccini corpuscles are pressure receptors observed in the
nasopharyngeal mucosa by the pharyngeal orifice of the auditory tube.

This would also prevent collapse of the tracheal and respiratory walls while
simultaneously ensuring that the air at great depths is distributed to essential areas.

The blood present can have a double function of refrigeration and reservoir of extra
oxygen, taking place an exchange of O2 allowing the exchange with the blood vessels in
part of the epithelium and blood inside the sinuses.

2. Compared anatomy

In odontocetes, the diverticulum extends only to the pterygopalatine recess

(pterygoid sinus) and medially to the pterygoid bone. Both diverticula are divided by bone

so the entrance to the larynx is not interrupted at this level.

VIL.10.CONCLUSIONS

. Nor lymphatic nodules neither salivary glands were found during the stages of the
dolphin head development. We ve found mucosa glands at the oral and pharyngeal
cavity, with a double function, mechanical protection and lubrification. On the
other hand, at the nasopharyngeal cavity w have found pressure and serosa
corpuscles and glands to wet the area.

. The fusion between the zygomatic and lacrimal bones was found in the least

developed fetus. The temporal process of the zygomatic arch has been described
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holding the periorbita of the fetus. The cribosa lamina in the ethmoid bone is the
last bone ossifying in the nasal cavity of a newborn. The anatomical structures
were correctly identified, like in the case of the pre4sfenoid and ethmoid bones.

. The endoscopic study of the fetus anatomy allowed us to observe simultaneously
development of the melon and the external nose. The Form and function of the
external nosed is made of two sealed lips very simple during development and
very sophisticated in the adulthood. The vestibule showed the "monkey lips", two
diverticula and two incisive recesses and longitudinal folds in the olfactory and
respiratory portions of the nasal cavity. The endoscopies of the buccopharyngeal
cavity would be useful to highlight alterations in the anatomical structures at these
levels that could be responsible of the animal death.

. The three-dimensional reconstructions of the aerial spaces and the nasal cavity
made possible the spatial representation during the nasal cavity development and
confirmed our endoscopic observations. Also, the anatomical sections and
dissections helped to our identification of structures already viewed in the
endoscopic, MR and CT studies.

. The histological analysis confirmed the similarity between the nasal mucosa of the
horse and dolphin. The histopathological findings showed a hyperkeratosis of the
vestibule and this should be taken into account during necropsies of stranded
dolphins. The histological analysis also revealed that no olfactory cells were
present in the nasal cavity.

. The retraction of the nasal bones, the vertical position of the nasal cavities and the
special bony walls take us to recommend the nasal cavity to change his name to
maxillary cavity since these bones close these cavities in dolphins as the nasal
bones do it in domestic mammals.

. The nasal vestibule holds different cavities simitars to the nose diverticulum
described in horses. The diverticula in cetaceans serve as water reservoirs and
protect against external agents. The vestibular folds are similar to those alar folds
described also in the horse.

. Teeth in development show three layers bellow the gum, develop during fetal

period and erupt through the gum after lactation. The most rostral teeth are absent
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during perinatal period, helping during lactation to protect the mammalian

papillae. Also, we noticed the absence or atrophy of the masseter muscle since
dolphins do not chew but swallow their preys.

The tongue, functionally and morphologically, presents marginal papillae
disappearing gradually after lactation, staying longer in some species such as the
pilot whale.

In the laryngopharyngeal cavity, the left piriform recess is bigger than the right
one, probably to allow in first the flowing of big preys.

In the nasopharyngeal cavity, one of the finding of this study was to put under the
spotlight for the first time, the diverticulum of the auditive tube from early stages
of the fetal development using MR and dissections of dolphin heads. This space
"pharyngeal diverticulum of the auditive tube" extends rostrodorsally from the ear
to the nasopharyngeal cavity. This pharyngeal diverticulum is similar to the horse
guttural poach and connects the tympanic cavity with the nasopharyngeal cavity

and contain a vascular plexus and a respiratory mucosa in contact with an airspace.
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