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O tecido OGsseo apresenta diferentes modelos de
vascularizacdo, distribuicdo celular, mineralizacdo e
remodelagdo entre as espécies de mamiferos. A variedade
de hébito alimentar associado ao modo de locomocéo e ao
habitat exigiu dos morcegos o estabelecimento de
diferentes estilos de voo e algumas adaptacdes
esqueléticas. Este trabalho objetivou analisar as
caracteristicas microscopicas do tecido 6sseo maduro de
Glossophaga soricina (Phyllostomidae: Chiroptera).
Foram utilizados 12 animais entre machos e fémeas, dos
quais os Umeros direitos foram dissecados, pesados,
descalcificados e submetidos ao  processamento
histolégico de rotina. Cortes semi-seriados de 5
micrometros de espessura foram corados pela técnica de
hematoxilina e eosina (H.E.), picrosirius red e nitrato de

RESUMO

prata a 50%. Os preparados histoldgicos foram
submetidos a analise histoldgica e histomorfométrica. A
média da densidade lacunar foi significantemente maior
nas amostras de Umero de fémeas quando comparada com
a de machos (33,96 x 27,80, p=0,02). A analise
microscopica indicou a presenca de fibras colagenas
distribuidas paralelamente na matriz 6ssea. As lacunas
apresentavam formatos variados e canaliculos bem
distribuidos e individualizados. Poucos sistemas e canais
de havers foram observados. O tecido dsseo maduro do
Umero de Glossophaga soricina compartilha de
caracteristicas microscopicas com outros mamiferos,
embora, diferencas na organizacdo estrutural deste sejam
peculiares a espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Glossophaga soricina; histomorfometria; 0sso.

HISTOMORPHOLOGIC AND HISTOMORPHOMETRIC ANALYSIS OF MATURE
BONE TISSUE OF Glossophaga soricina (PHYLLOSTOMIDAE: CHIROPTERA)

ABSTRACT
Bone tissue has different models of vascularization, which the right humerus were dissected, weighed,
cellular distribution, mineralization and remodeling decalcified and submitted to routine histological

among mammals species. A variety of dietary habits
associated with the mode of locomotion and habitat
required from bats the establishment of different flying
styles and some skeletal adaptations. This study aimed at
examining the microscopic characteristics of mature bone
tissue of Glossophaga soricina (Phyllostomidae,
Chiroptera). Twelve animals of both genders were used, in

processing. Semi-serial cuts of 5 micrometers were
stained with hematoxylin and eosin (H.E.), picrosirius red
and silver nitrate 50%. The histological preparations were
subjected to histological and histomorphometric analysis.
Lacunae density was significantly higher in humerus of
females when compared to males (33.96 x 27.80, p =
0.02). Microscopic analysis indicated the presence of
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parallel collagen fibers distributed in the bone matrix.
Lacunes presented various shapes and canaliculi are well
distributed and individualized. Few Havers systems and
canals were observed. The mature bone tissue of the
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humerus Glossophaga soricina share microscopic features
with other mammals, however, differences in the
structural organization are peculiar to this species.

KEYWORDS: bone; Glossophaga soricina; histomorphometry.

INTRODUCAO

A familia Phyllostomidae é uma das maiores
em ndmero de espécies e em diversidade ecoldgica
dentre os morcegos da subordem Microchiroptera
(ALTRINGHAM, 1998; GARDNER, 2008). Suas
subfamilias apresentam uma ampla variedade de
hébitos alimentares com poucas espécies restritas a
dietas especificas nessa familia de morcegos.
Existem  espécies  nectarivoras,  frugivoras,
insetivoras, carnivoras, onivoras e até hemat6fagas
(GARDNER, 1977; FERRAREZZI & GIMENEZ,
1996; NEUWEILER, 2000).

Glossophaga soricina estd incluida na
subfamilia Glossophaginae, a qual apresenta habitos
nectarivora/polinivoro e, ocasionalmente, faz uso de
partes de flores, frutos, além de insetos (GARDNER,
1977). Essa espécie possui ampla distribuicdo por
toda regido neotropical. No Brasil, ja foi registrada
em diversos estados e possui tamanho intermediério,
com comprimento do corpo variando entre 45 e 61
mm, cauda entre 5 e 10 mm, antebraco entre 31,8 e
39,8 mm e peso entre 7 e 179 (NOGUEIRA et al.,
2007).

Alguns autores observaram que, em
quirdpteros, existe uma correlagdo da forma da asa
sobre o estilo do voo e o habito alimentar. SWARTZ
& NORBERG (1998) ressaltam a importancia da
morfologia externa da asa na determinagdo do tipo
de vbo em morcegos da familia Phyllostomidae,
afirmando, ainda, que esses fatores podem
determinar preferéncias de guildas alimentares.

LAWLOR (1973) afirma que caracteristicas
da estrutura das asas como: comprimento, largura,
peso e posi¢do da insercdo muscular, por exemplo,
influenciam no estilo de voo e refletem o tipo de
forrageio.

Para execugdo do voo pairado e as manobras
em areas de florestas densas, 0s morcegos
nectarivoros necessitam de modificagdes das
estruturas esqueléticas da asa (SIMMONS, 2005).
De uma forma geral, essas adaptagdes proporcionam
superficies para fixacdo adequada a musculatura, a
qual também sofre grandes modificacbes para
aperfeicoar a locomog&o aérea.

Estudos se concentram nas modificagdes
esqueléticas da asa em morcegos. No Umero, por
exemplo, a crista peitoral é bastante desenvolvida e
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atua como local de inser¢do dos musculos deltoide e
peitoral, ambos envolvidos no voo (VAUGHAN,
1970; BAKER et al., 1991). No entanto, poucos
estudos caracterizam as estruturas microanatdmicas
do 0sso do braco e antebraco de morcegos.

O tecido 6sseo é considerado como a mais
importante aquisicdo na evolugdo dos tecidos de
suporte em vertebrados. Permite locomocao, estogque
de célcio e outros ions, serve como reservatorio de
fatores de crescimento e citocinas e aloja células-
tronco hematopoéticas (CLARKE, 2008). Embora
esse tecido parega metabolicamente inerte, é
extremamente dindmico e sofre controle ativo de
diversos tipos celulares e de hormbnios
(NAKASHIMA & TAKAYANAGI, 2009). E
constituido de células — osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos — e de matriz extracelular calcificada
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A estrutura interna do 0sso estd adaptada
para suportar esforgos mecéanicos e modifica-se
continuamente durante o crescimento e alteracdo dos
esforcos mecénicos funcionais. Histologicamente, o
tecido 6sseo pode ser classificado em primario
(imaturo) e secundario (maduro). O imaturo é
substituido gradativamente pelo secundario e suas
fibras colagenas sdo organizadas irregularmente. O
secundario possui lamelas que se dispdem em
camadas concéntricas em torno de canais,
longitudinais ou de Havers, e com a superficie
externa do 0sso por meio de canais transversais, 0s
canais de Volkmann, com vasos formando os
sistemas de Havers (Gsteons) (STEVENS & LOWE,
2002).

Os mamiferos apresentam caracteristicas

Osseas  histolégicas  diferentes. No entanto,
apresentam em comum tecido lamelar com 6steons
longitudinais,  substituidos por uma intensa

reconstrugdo haversiana (RAMALHO & DARUGE,
2000). O objetivo deste trabalho foi caracterizar a
estrutura  histomorfolégica e realizar analise
histomorfométrica do tecido Gsseo maduro de
Glossophaga soricina (Phyllostomidae: Chiroptera).

MATERIAL E METODOS
Foi utilizado o Umero direito de 12

espécimes de Glossophaga soricina previamente
capturados, sacrificados (Licenca-IBAMA 16070-1),



536

identificados, pesados e fixados em formol. Os
animais foram categorizados em género (macho e
fémea) e idade (jovem e adulto), sendo que a
estimativa da idade deu-se pela verificacdo da
ossificacdo entre a segunda e terceira falanges do
terceiro dedo (DIETZ et al.,, 2006). O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CCB/UFPE), Processo n°
23076.020047/2009-58, de acordo com a legislagdo e
0s principios éticos vigentes.

Dentre os 12 espécimes de Glossophaga
soricina utilizados, cinco (41,66%) eram machos e
sete (58,33%) eram fémeas e todos os animais
selecionados eram adultos. Os (meros foram
retirados, lavados em &gua corrente e imersos em
solucédo de hipoclorito de sédio 0,5% por 24 h e em
seguida, novamente lavados em agua corrente. O
tecido 6sseo obtido foi fixado em formalina neutra a
10% tamponada por 24 horas, descalcificado com
acido férmico a 10% tamponado com citrato de
sodio pH 4,5 por 14 dias, clivado, desidratado em
solucbes crescentes de etanol, diafanizados em xilol
e incluido em parafina para posterior microtomia.

Cortes semi-seriados de 5 um de espessura
foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina
(H.E.), Picrosirius Red e Nitrato de Prata a 50%.
Estes foram montados com bélsamo do Canadi e
laminula e, em seguida, ficaram em estufa a 37° por
24h, totalizando 126 preparados histoldgicos.

Para analise histologica descritiva e
morfométrica, foi utilizado um microscépio éptico
(Nikon E-200) acoplado a um sistema digital de
captura (Moticam 2300) e o software ImageJ (NHI
Program) foi wusado na andlise de 140
fotomicrografias obtidas no aumento total de 400x.
As estruturas histoldgicas foram avaliadas e descritas
levando-se em consideracdo o sentido do corte
(longitudinal, que incluia diafise e epifise, e
transversal na diafise) para cada fragmento Gsseo.

Na analise histomorfométrica, foram
quantificados o nimero e area de lacunas e o nimero
de sistemas de Havers. Apdés a obtencdo das
mensuragOes, os valores obtidos foram analisados
pelo teste t de student através do programa SPSS
15.0 considerando estatisticamente significativos os
valores de p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tipicamente, um 0sso consiste em tecido
6sseo e outros tecidos conjuntivos. O primeiro é
constituido de células e matriz calcificada. As células
associadas a esse tecido sdo: osteoblastos, ostedcitos
e osteoclastos. Os osteoblastos sdo células que
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segregam tanto o colageno tipo | quanto as demais
proteinas da matriz 0ssea (parte organica da matriz).
S80 responsaveis, também, pela calcificacdo da
matriz 6ssea, pois sdo capazes de concentrar fosfato
de calcio. Essas células foram reconhecidas pela sua
basofilia e forma poligonal, além da sua disposi¢cdo
em uma camada de células situada em aposi¢do ao
peridsteo e ao 0sso em formacéo (Figura 1). A matriz
recém-depositada, que recebe o nome de ostedide,
ndo é imediatamente calcificada e, a medida que
ocorre sua deposicdo, o0s osteoblastos sdo
circundados e, em seguida, transforma-se em
ostedcitos. Frequentemente, 0s osteoblastos ndo sao
evidenciados ou mostram-se distorcidos, resultado
do processo de descalcificacdo da matriz (Figura 2)
(ROSS & WOJCIECH, 2008).

Quando totalmente circundados por osteoide,
0s osteoblastos s&o referidos como ostedcitos. Estas
sdo as células responsaveis por manter a matriz dssea
e pela mecanotransdugdo, na qual o ostedcito
responde as forcas mecanicas aplicadas ao 0sso. Os
osteocitos estdo situados em lacunas, espagos que se
adaptam ao formato da célula, no interior da matriz,
e exibem prolongamentos unindo-se entre si,
permitindo a comunicacdo entre as células vizinhas
do tecido dsseo e sdo evidentes quando a célula é
envolvida pela matriz, pois sdo responsaveis pela
formagdo dos canaliculos que se irradiam das
lacunas. HA um amplo e caracteristico sistema
lacunocanalicular que permite a comunicacdo e
contato desta célula com os outros elementos
celulares presentes no tecido 06sseo (QING &
BONEWALD, 2009). Esses canaliculos sdo estreitos
guando comparados com o0 espaco lacunar que
circunda o corpo celular dos ostedcitos. A presenca
de um fluido que circula entre o sistema
lacunocanalicular é considerada a principal forma de

estimulacdo mecénica experimentada por estas
células (BURRA et al., 2011).
Morfologicamente,  caracterizam-se  por

serem células achatadas, exibindo pouca quantidade
de reticulo endoplasmatico granular, menos basofilia
citoplasmatica que os osteoblastos, aparelho de
Golgi pequeno e nlcleo com cromatina condensada.
A morte dos ostedcitos resulta em absor¢do da matriz
Ossea por atividade dos osteoclastos, células moveis,
gigantes, extensamente ramificadas e multinucleadas
e que ndo foram observadas nas laminas analisadas.
(GARTNER & HIATT, 2008, ROSS &
WOJCIECH, 2008).

Os osteoclastos sao as Unicas células capazes
de promover a reabsorcdo Ossea. Sdo células
multinucleadas derivadas de precursores da linhagem
mononuclear fagocitaria (BOYLE et al., 2003).
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Figura 1. Fotomicrografia do corte transversal do Umero de Glossophaga soricina. Osteoblastos ativos,
basofilos e poligonais (1) dispostos proximos & matriz calcificada (2), em seguida, diferenciando-se em
ostedcitos, localizados nas lacunas. (3) Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400 x.
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Figura 2. Fotomicrografia do corte transversal do Umero de Glossophaga soricina. Ostedide (1).

Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400 x.

A matriz 6ssea é constituida por 65% de
material inorganico, formado por calcio e ortofosfato
inorgénico na forma de hidroxiapatita, e por 35% de
material organico (GARTNER & HIATT, 2008). A
matriz orgénica é formada de cerca de 90% de
coldgeno, sendo majoritariamente de colageno do
tipo I, havendo ainda pequenas quantidades de
colageno do tipo Ill e V. Proteinas diversas como
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albumina sérica, glicoproteinas, proteoglicanas e
fatores de crescimento perfazem cerca de 10% do
total da matriz organica (BRODSKY & PERSIKOV,
2005; CLARKE, 2008).

Evidenciaram-se fibras colagenas ricamente
distribuidas no ostedide. Na matriz mineralizada,
essas fibras mostraram-se dispostas paralelamente
entre si nos cortes transversais e longitudinais
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(Figuras 3). Esse arranjo organizado das fibras
permite um incremento na forca de resisténcia 6ssea
e é caracteristico no tecido 0Osseo lamelar em
mamiferos (GARTNER & HIATT, 2008). Houve
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uma maior concentracdo de fibrilas em torno das
lacunas, particularmente naquelas que se situavam
muito proximas entre si (Figuras 4).

Figura 3. Fotomicrografia do corte transversal do umero de Glossophaga. soricina. Distribui¢do das fibras no
sentido transversal (1) e longitudinal (2). Picrosirius Red. Aumento de 1000 x.

Figura 4. Fotomicrografia do corte transversal do imero de Glossophaga soricina. Lacunas elipticas com
alta concentracdo de fibrilas em volta (circulos). Picrosirius Red. Aumento de 1000 x.

A técnica histoquimica com nitrato de prata
para tecido Osseo descalcificado, descrita por
OCARINO et al. (2006), permitiu melhor
visualizagdo e delimitacdo das lacunas cujas bordas
foram fortemente impregnadas, assim como dos
canaliculos que visualmente apresentaram-se
escurecidos. Os preparados histologicos a partir
desta técnica foram os utilizados neste estudo para a
mensuracdo das estruturas microscépicas da matriz

Ossea mineralizada.

As lacunas apresentaram-se com formatos
variados, tendo predominancia o eliptico, com
irradiacdo de diversos canaliculos (Figura 5). Tanto
nos cortes transversais como nos  cortes
longitudinais, os canaliculos mostraram-se longos,
numerosos e altamente conectados, apresentando
trajetos distintos pela matriz 6ssea (Figura 6).
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Figura 5. Fotomicrografia do corte transversal do umero de Glossophaga soricina. Lacunas elipticas (1) e
canaliculos no sentido transversal (2). Nitrato de prata. Aumento de 400 x.

Figura 6. Fotomicrografia do corte transversal do umero de Glossophaga soricina. Lacunas elipticas (1) e
canaliculos no sentido longitudinal (2). Nitrato de prata. Aumento de 1000 x.

Escassos sistemas e canais de Havers foram colagenas que confere uma maior resisténcia 6ssea.
visualizados nos tecidos analisados. Isso pode ser Quando os sistemas e canais de Havers foram
justificado pela disposicdo organizada das fibras identificados, observou-se que as lacunas
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organizavam-se concentricamente em torno de um
canal central que variava de eliptico a arredondado
gue, por sua vez, estava organizado entre lamelas
irregulares que variavam de espessura, de delgada a
espessa (Figuras 7 e 8).

Encontrou-se um padrdo caracteristico
dessas lamelas dispostas subjacentes ao enddsteo e
periosteo. ) periosteo apresentou-se
caracteristicamente composto de duas camadas;
camada fibrilar ou externa, composta de tecido
conjuntivo denso ndo modelado, e camada celular ou
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interna, formada por células osteoprogenitoras
(Figura 9). As tabuas 6sseas compactas apresentaram
uma diminuta espessura microscopica, embora
proporcional ao tamanho do Umero, pois G. soricina
tem habito alimentar nectarivoro e estilo de voo
pairado com alto gasto energético, exigindo uma
simplificacdo da musculatura da asa (FINDLEY,
1972). Neste contexto, 0s 0ssos desses animais estao
expostos a diferentes forcas mecanicas e aquisigdes
minerais, constituindo importantes fatores na
organizacdo, tamanho, peso e metabolismo 0sseo.

Figura 7. Fotomicrografia do corte longitudinal do imero de Glossophaga soricina. Canal de Haver eliptico
(2) entre lamelas de espessura irregular (2). Nitrato de prata. Aumento de 400 x.

arredondado (1) circundado por lamelas de disposicao irregular (2). Nitrato de prata. Aumento de 400 x.
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Figura 9. Fotomicrografia do corte transversal do itmero de Glossophaga soricina. Visualizacdo do peridsteo
e suas camadas: interna (1) e externa (2) e. Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400 x.

Os sistemas de Havers, comumente
encontrados na diafise dos o0ssos longos, séo
construidos ao redor de vasos e sua formagéo
depende dos avangos da organizacdo vascular
intracortical (PAZZAGLIA et al., 2010). A nutricdo
dos ossos avaliados deve depender mais do
complexo vascular contido no periosteo e enddsteo
do que da presenca direta de vasos intracorticais.
Além disso, dada as caracteristicas adaptativas
funcionais de voo peculiares a espécie, a formacéo
de 6steons na diafise dos Umeros de Glossophaga
soricina pode ndo constituir uma caracteristica
microscopica estrutural importante.

Diferengas entre os géneros nas diversas
variaveis histomorfométricas analisadas foram
observadas (Tabela 1). No entanto, essas diferencas
foram somente estatisticamente significativas na
quantificagdo de lacunas nos cortes histoldgicos
realizados longitudinalmente ao longo do eixo do
0ss0. A incidéncia do corte na contagem de lacunas é
um fator que deve ser considerado em anélises
histomorfométricas bidimensionais. Lacunas grandes
ou orientadas no eixo do corte tém sido relatadas
com maior probabilidade de serem incluidas na
seccdo (QUIU et al., 2005; TONAR et al., 2011).

Tabela 1. Andlise histomorfométrica das estruturas microscépicas presentes na matriz 6ssea do umero de

Glossophaga soricina ( p<0,05)

Geral

Fémeas Machos

Variaveis Média (desvio-padrio) Média (desvio- padrio) Média (desvio-padrao) ¥ 1" 4€ P
Lacunas (Area) 35,06 (19,89) 34,4 (20,75) 35,9 (18,6) 0,56
Lacunas (NUmero)

Longitudinal 31,1 (11,18) 33,96 (12,4) 27,80 (7,92) 0,02
Transversal 46,2 (23,32) 48,57 (26,57) 41,8 (15,39) 0,22
Canais de Havers 0,52 (0,87) 0,57 (0,88) 0,45 (0,88) 0,66

A densidade lacunar constitui indicador Uutil
do metabolismo 6sseo, visto que reflete o indice de
proliferacdo dos osteoblastos, transformagdo e
incorporagdo destes na matriz como ostedcitos
durante o crescimento. Desse modo, uma maior
densidade lacunar é encontrada em animais com alto
metabolismo e que apresentam menor massa
corporal (BROMAGE et al., 2009). De forma geral,
uma maior densidade lacunar foi observada nos
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cortes histolégicos dos Umeros de Glossophaga
soricina fémeas. Além disso, estas apresentavam, em
média, massa corporal superior aos dos machos
(Tabela 2). O peso e comprimento corporal, assim
como o comprimento do antebraco dos animais
avaliados encontraram-se dentro dos parametros
descritos ~ previamente  para  esta  espécie
(NOGUEIRA et al., 2007).

Esse fato pode indicar uma maior atividade
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metabdlica Ossea das fémeas avaliadas (RALLS,
1976). O maior peso corpdreo pode indicar uma
maior carga funcional do tecido, justificando, assim,
um maior nimero de lacunas, pois, em morcegos, as
fémeas costumam carregar os filhotes logo apos o
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nascimento, em voos de atividade noturna, enquanto
0s machos usualmente ndo participam do cuidado
parental (ALTRINGHAM, 1998; NEUWEILER,
2000).

Tabela 2. Caracterizacdo e analise de varidveis anatdmicas dos espécimes de Glossophaga soricina

analisados

Variaveis Medi Geral . Femeas . Machos o de px
édia (desvio-padrdo)  Meéedia (desvio- padrdo) Média (desvio-padréo)

fge)so Corporal 8,93 (0,81) 9,27 (0,78) 8,46 (0,66) 0,08

ot 54,6 (3,74) 54,5 (3.9) 54,8 (3,49) 092

Comprimento 351 (1,3) 35,77 (0,72) 34,2 (1,75) 0,04

do Umero (mm)

Além disso, em humanos, o numero de
ostedcitos aferido pela contagem de suas lacunas é
aumentado em mulheres quando comparado com
homens de mesma faixa etaria. No entanto, a
deposicdo de matriz extracelular é inversamente
proporcional ao aumento das lacunas
(MULLENDER, 2005). Uma maior densidade
lacunar reduz o volume de matriz extraterritorial
associada a cada ostedcito (VASHISHTH et al.,
2005). Observou-se, também, que ha variabilidade
entre machos e fémeas na area lacunar, pois a dos
machos mostrou-se significativamente maior que a
das fémeas. Receptores de membrana para estrégeno
foram identificados em ostedcitos e em osteoblastos,
e diferencas na expressdo desses receptores foram
encontradas entre os géneros (BATRA et al., 2003).
Em morcegos, assim como em humanos, a diferenga
observada na densidade lacunar pode indicar uma
regulacdo  género-dependente do metabolismo,
nutricdo e manutencdo da matriz extracelular.

Estudos futuros na organizagdo e
principalmente na organizacdo do tecido Gsseo nas
diversas espécies de morcegos irdo contribuir no
entendimento das diferencas morfologicas e
funcionais adaptativas destes mamiferos.

CONCLUSAO

O tecido 6sseo maduro do Umero de
Glossophaga sorcina apresentou poucos sistemas e
canais de Havers, caracteristica que o distingue de
outras  espécies de mamiferos. Diferencas
significativas no numero de lacunas foram
observadas entre 0s géneros (machos e fémeas), mas
ndo nas areas das lacunas.
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