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RESUMO - REVISAO

Os primeiros anfibios surgiram ha 380 milhdes de anos atras, e sao divididos em trés
ordens dentro da Classe Amphibia: Anura (sapos, perereca e ras), Caudata (salamandras e
tritdes) e Gymnofiona (cobras-cegas). Sdo animas que possuem adaptacBes para
sobreviverem ao ambiente terrestre, mas ainda possuem dependéncias do ambiente
aguatico, tanto para reproducao quanto para respiracao, sendo assim considerados modelos
para estudos. Podem ser encontrados em quase todo o mundo, exceto nos polos e alguns
desertos muito aridos. Os anfibios anuros possuem o0 maior numero de espécies descritas,
aproximadamente 7500 espécies até o momento, tendo a regido Neotropical com a maior
diversidade. Eles sdo animais de pernas alongadas, se movimentam por saltos e algumas
espécies apresentam formas semiaquaticas, enquanto outras apresentam corpos asperos,
pernas relativamente curtas. O Brasil € a regido Neotropical onde se encontra a maior
riqueza e diversidade de anfibios anuros, sdo cerca de 1140 espécies. A regido do pantanal,
local da maior planicie alagada do mundo, é o lugar de grande importancia para estudos
relacionados a anuros, visto que as caracteristicas ambientes propiciam a reproducédo
desses animais. Estes animais sdo focos de estudos relacionados a modos reprodutivos,
ecologia, dieta, parasitologia, mas recentemente estudos histologicos tém sido promissores
para analises ambientais, tornando-os bons indicadores, pois estdo em contato tanto com
ambiente terrestre, quanto aquatico. Além da relacdo diretamente com o ambiente, estudos
que envolvem o sistema hematopoiético sdo importantes para respostas fisioldgicas e a
influéncia do ambiente em suas avaliacbes hematolégicas e bioquimicas. Em anuros, o
tecido hematopoiético € composto por bago, rim e medula, e em algumas espécies tecidos
periféricos do rim e o timo. Estudos descritivos histoldégicos em anuros estéo voltados para a
hematologia e morfometria de hemacias, poucos sdo os estudos que descrevem 0s 6rgaos
hematopoiéticos, mas alguns trabalhos tém sido promissores mostrando que existem
diferencas entre as organizagfes celulares em diferentes espécies. Assim esses 6rgaos sédo
biomarcadores interessantes, visto que sédo fontes de producgéo e diferenciacdo celular. O
baco € um oOrgdo impar, arredondado, capsular de coloragcdo avermalhada, e
histologicamente apresenta distincdo entre polpa vermelha e polpa branca. Esta associado a
resposta imune e producédo e reciclagem de células sanguineas. Ja o rim, € um 6rgao par,
alongado e é responsavel pela filtracdo do sangue, e onde ocorre a absorcdo e eliminacao
de substancias. Neste trabalho, é descrita a histologia do tecido renal e esplénico de uma

espécie de anuro, Boana raniceps.
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ABSTRACT - REVISAO

The first amphibians appeared 380 million years ago and are divided into three orders within
the Amphibia Class: Anura (frogs, frogs, and toads), Caudata (salamanders and newts), and
Gymnofiona (blind snakes). They survive both in the terrestrial and aquatic environments,
thus being considered good models for environmental studies. They can be found almost all
over the world, except at the poles and some very arid deserts. Anuran amphibians have the
most significant number of described species, approximately 7500 species so far, with the
Neotropical region having remarkable diversity. Brazil is the neotropical region with the
greatest richness and diversity of anuran amphibians, with approximately 1140 species.
Moreover, the Pantanal presents favorable environmental characteristics for the adaptation
of many species, making it a suitable place for several studies, particularly those involving
the hematopoietic system. Hematopoietic tissue is composed of the spleen, kidney, and
bone marrow, and in some species, peripheral tissues of the kidney and thymus. Descriptive
histological studies on hematopoietic organs are still scarce, but some have revealed marked
differences between species, being a critical system for studies on physiological responses
to the environment. For example, the spleen is an odd, rounded, capsular reddish organ, with
a clear distinction between red and white pulp, whose function is proliferation, differentiation,
and recycling of blood cells. In turn, the kidney is a paired, elongated organ responsible for
filtering the blood, where the absorption and elimination of biomolecules resulting from
metabolism occurs. Following the importance of this group as an environmental bioindicator,
this study aimed to describe the histology of the splenic and renal tissue of an anuran

species, Boana raniceps.
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1. REVISAO

Ha cerca de 380 milhdes de anos surgiram os primeiros anfibios, animais que fazem
parte da Classe Amphibia e séo divididos em trés ordens: Anura, Caudata e Gymnofiona
(Duellman & Trueb, 1999; Pough et al., 2003). Os anfibios sdo um grupo de vertebrados
tetrapodes que surgiram a partir de peixes com nadadeiras lobadas e possuem adaptacdes
para sobreviverem ao ambiente terrestre, porém continuam dependentes de ambientes
aguaticos para reproduzirem e completarem seu ciclo de vida, além de necessitarem de
ambientes Umidos para realizacdo das trocas gasosas pela pele (Pough et al., 2003), sendo
modelos para estudos evolutivos. Uma caracteristica importante do grupo é a alta
permeabilidade cutanea, tornando-os vulneraveis a alteragbes ambientais. Tal
permeabilidade lhes permite a absor¢do de agua e outras substancias, regulacdo de
temperatura corporal, e aumento ou diminuicdo dos niveis de umidade conforme
necessarios nos ciclos diurnos e noturnos (Duellman & Trueb, 1999; Pough et al., 2003;
Ficetola & Bernardi 2004). Sendo assim, alteragbes cutdneas podem refletir sobre
alteragbes ambientais.

Resquicio da alteracdo de habitat durante a evolugdo € refletido no seu modo
reprodutivo, quase sempre apresentando a fase larval (Heyer, 1970), denominada girino.
Sdo0 animais que podem ser encontrados em quase todo o mundo, exceto nos polos e
alguns desertos muito aridos (Pough, 1999). Entre os anfibios, os anuros possuem o maior
namero de espécies descritas, retratando cerca 7477 espécies (Frost, 2022) destacando a
regido Neotropical como a mais diversa do globo (Heyer et al., 1990; Duellman, 1999).
Devido a sua diversidade, tem se visto um aumento exponencial no nimero de espécies
descritas nas Ultimas décadas (Guerra et al., 2020), desta maneira 0 nimero de espécies
conhecidas ainda é subestimado. Apesar da riqueza de espécies, estes animais pertencem
ao grupo de vertebrados que estdo em risco, com 41% das espécies classificadas como

ameacadas ou extintas segundo a IUCN 2021, devido principalmente a acdes antrépicas.

No Brasil, encontra-se 1144 espécies de anfibios anuros, sendo o pais da regido
Neotropical que apresenta a maior rigueza e diversidade do grupo (Segalla et al., 2021).
Dentre as regides brasileiras o pantanal € um local importante para estudos relacionados a
anuros, pois suas caracteristicas ambientais como os ciclos de cheias e secas, propiciam a
reproducdo desses animais, visto que estes necessitam de um ambiente especifico para

completar seu ciclo de vida.

Muitos estudos realizados com anuros estdo relacionados a modos reprodutivos
(Prado et al.,. 2000, 2002, 2005; Landgref-Filho 2009), investimentos reprodutivos (Prado &
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Haddad 2003, 2005), ecologia (Delatorre et al., 2015), dieta (Piatti, 2009; Sugai et al., 2012)
e parasitos (Trombeta et al., 2008, Campido, 2010; Campido et al., 2012, 2016). Porém,
alguns estudos tém mostrado que os aspectos histolégicos sdo promissores para analises
de influéncias do ambiente, incluindo analises de genotoxicidade (Franco-Belussi et al.,
2016; Gregorio et al., 2016; Pérez-Iglesias et al., 2016).

Outro aspecto importante de analisar é o sistema hematopoiético que envolve
diferentes tecidos responsaveis pelas funcdes de defesa, produgdo, multiplicacdo e
diferenciacdo das células sanguineas. Tal sistema é um indicador de respostas fisioldgicas e
sensiveis as mudancas ambientais, visto que seu contato diretamente com o ambiente
influencia nas avaliacbes hematolégicas e bioquimicas (Schmid-Schénbein et al., 1980;
Shutler & Marcogliese, 2011).

Embora existam semelhancas no sistema hematopoiético entre mamiferos e
anfibios, existem também diferencas como, por exemplo: nos mamiferos a medula 6ssea é
a principal fonte de hematopoiese, ja nos anfibios os tecidos periféricos do baco, figado e
rim séo locais de hematopoiese desde o desenvolvimento inicial (Chen e Turpen, 1995;
Golub et al.,, 2004; Nogawa-Kosaka et al., 2011). No baco de anfibios o baco funciona
também como um 6rgao linfoide, formando algumas vezes linfonodos organizados, mas néao
h& formacédo desses linfonodos no figado e rim (Du Pasquier et al., 1989; Robert e Ohta,
2009).

Estudos descritivos histolégicos de 6rgdos hematopoiéticos em anuros neotropicais
Sa0 escassos, muitos estudos estdo voltados para hematologia (Cabagna-Zenklusen et al.,
2011; Lajmanovich et al., 2012) e alguns para morfometria de hemacias (Adamowicz, 2003;
Grenat et al.,, 2009). Alguns trabalhos tém mostrado que existem diferencas entre as
organizacdes celulares em diferentes espécies (Dulak, 1990; Oliveira et al., 2007; Ferreira et
al., 2009). Assim, os 6rgdos hematopoiéticos séo interessantes biomarcadores, uma vez
gue sdo sitio priméario da eritropoiese, ocorrendo processo de producdo e diferenciagédo
celular (Turner, 1988, Arikan & Cicek, 2014).

Nos anfibios urodelianos (salamandras e tritdes) o baco é um 6rgdo alongado e
definido pela vascularizacdo devido a presenca de mudltiplas artérias e veias (Cowden e
Dyer, 1971). Ja nos anfibios anuros o baco é um 6rgéo arredondado. Segundo Turner 1969,
nos anfibios mais recentes a distincao de polpa branca e polpa vermelha sdo mais visiveis,
diferente dos urodelianos e anuros primitivos. Ele descreve a polpa vermelha sendo rica em
eritrocitos e com um papel fundamental na hematopoiese, ja a polpa branca sendo o local

onde se tem a presenca de linfécitos B e T, tornando o baco um érgéo linfoide. No trabalho
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de Turner 1973, foi aprofundado o estudo em bago de anuros, mostrando que o0 bacgo

apresenta grandes respostas a antigenos, tendo um aumento na proliferagcéo celular.

Esse 6rgdo frequentemente apresenta agregados de macréfagos com melanina,
conhecidos por centros de melanomacréfagos (CMMs), intimamente associadas a resposta
imune inata nos anuros, possuindo acdo de protecdo (Zapata et al., 1996; Agius & Roberts,
2003; Passantino et al., 2014). Outras fun¢cbes importantes do baco s&o a producdo e a
reciclagem de células sanguineas, além da fagocitose e maturacdo dos eritrécitos (Nilsson,
2012).

O rim é outro 6rgdo importante, visto que é nele que ocorre a filtracdo do sangue e
onde as substancias podem ser absorvidas ou secretadas (George & Castro, 1998). Além
de sua funcéo renal, algumas espécies de anfibios utilizam os intersticios pronéfricos para a
hematopoiese, como por exemplo, girinos de Rana temporaria (Mesenguer et al., 1985). Ja
o estudo de Carpenter e Turpen, 1979 mostra que os girinos de Rana pipiens tem o rim
como local de desenvolvimento de células sanguineas. Ja o estudo de De Abreu Manso et
al., 2009 mostrou que a ra-touro Lithobates catesbeianus adulta, tem a medula 6ssea e o
rim para produzir células sanguineas (heterofilos, baséfilos, eosindfilos, linfocitos).

Nos anfibios anuros a unidade funcional do rim é o néfron, composto por: corpusculo
renal, tibulos proximais e distais, e ducto coletor; ndo ha presenca de alca de Henle. Nos
anfibios o rim se apresenta em 2 formas distintas: o pronéfrico nos girinos e mesonéfrico
nos adultos, variando a quantidade de néfrons em cada um deles (Saxén e Sariola, 1987,
Ma e Jiang, 2007). Tal érgdo tem fungcdes como homeostase e a producéo de eritropoietina,
que estimula a formacao de eritrécitos (Cianciarullo, 1997). Logo, ele possui contato direto
com 0s contaminantes que estiverem presentes no ambiente e, devido ao processo de
excrecao € um dos primeiros 6rgdos a ser afetado, sendo possivel indicar alteracoes,

através da toxicidade nos tecidos (Thophon et al., 2003; Lins et al., 2010).

Uma das técnicas mais baratas e faceis de padronizar para a andlise de 6rgéos € a
estereologia. A estereologia é baseada em principios geométricos, onde o volume,
superficie e nidmeros de estruturas em tecidos ou em células podem ser determinados
guantitativamente, sendo este estudo chamado de morfometria (Reid, 1980). Estudos
estereolégicos sdo fortes aliados quando se torna necessario realizar medidas que
envolvam éarea, volume, densidade de estruturas. E uma ciéncia que tem como base as
relacbes geométricas entre uma estrutura (qQue existe em trés dimensdes) e as imagens
desta (bidimensionais) (Russ e Dehoff, 2000).



171
172
173
174
175

176
177
178
179
180
181

182

183
184

185
186

187
188

189
190

191
192
193
194
195

196
197
198
199

15

Portanto, estudos que descrevem o0s parametros histolégicos dos o6rgéos
eritropoiéticos de anuros neotropicais podem fundamentar analises e correlacdes com
variacbes ambientais. Dessa forma, analisar e relacionar a histologia com do rim e baco
representa uma base cientifica para estudos futuros, contribuindo com o avan¢o do

conhecimento cientifico.

Assim conforme o exposto, neste trabalho foi realizado a descricao histoldgica e a
densidade volumétrica estrutural do tecido renal e esplénico de Boana raniceps (Anura:
Hylidae). Para isso, foram empregadas diferentes técnicas histoquimicas, histométricas e de
densidade volumétrica estrutural do tecido renal e esplénico. Em adi¢cdo, foram
correlacionados o0s indices renossomatico e esplenossomatico com as medidas

histométricas.
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RESUMO
Os anuros sédo considerados bioindicadores ambientais devido as caracteristicas como pele
permeavel e ciclo de vida dependente dos ambientes aquaticos e terrestres, sendo que
alteracbes no sistema imune sdo consideradas biomarcadores de efeito de alteracdes
ambientais. Assim, é importante o conhecimento sobre seu sistema hematopoiético e seus
principais 6rgdos. Em anuros, o sistema é constituido pela medula 6ssea, o baco e o rim.
Poucos sdo os estudos que abordam esse tema, e menos ainda sdo as descricbes a
respeito da histologia desses 6rgdos. Diante disso este trabalho prop8e fazer uma descricdo
histolégica e analisar a densidade volumétrica estrutural do tecido renal e do tecido
esplénico de Boana raniceps, a fim de obter conhecimento sobre como organizam-se suas
estruturas e composicao celular, e sobre a histologia nessa espécie. Dessa forma, pretende-
se contribuir para o entendimento das relacdes entre esses 6rgdos e suas constituicdes em
anuros. Para isso, foram analisados 17 individuos machos adultos de Boana raniceps
coletados na Base de Estudos do Pantanal (BEP-UFMS) entre os meses de outubro a
marco de 2018/2019. Os o6rgaos foram pesados, processados por técnica histolégica e
analisados por testes estatisticos. As seccfes foram coradas com Hematoxilina e Eosina
(H&E), Acido Periddico de Schiff (PAS), Tricrdmico de Masson (TM), Reticulina (método de
Gomori) e May-Griinwald-Giemsa-Wright (MGGW). Para o bago e o rim foi feita a densidade
volumétrica estrutural por meio de softwares, além de calculado o indice esplenossomatico
(IES) para o baco, e o indice renossomatico para o rim (IRS). O peso médio dos individuos
foi de 11,4 +1,5g, e o tamanho médio (CRC) foi de 5,9 0,3 cm. O IRS representou 0,42% e
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IES em torno de 0,14%, do peso do individuo. As estruturas mais predominantes nos rins
foram tubulos contorcidos proximais (TCP) e tubulos contorcidos distais (TCD) com 60,4 e
16,8%, respectivamente. No baco, a estrutura mais predominante foi a polpa vermelha com
79%, seguida da polpa branca com 12,2%. O IRS de B. raniceps apresentou correlacdo
negativa com o peso do individuo, indicando que o desenvolvimento renal estabiliza em
determinado periodo da fase adulta. A relacdo positiva entre o peso corporal e o CRC indica
gue o animal continua crescendo e ganhando peso mesmo na fase adulta. A correlacédo
negativa entre TCP e TCD, evidencia a funcdo de manter o equilibrio hidrico no ambiente
terrestre, visto que o TCP é a estrutura responsavel por reabsorver a agua do filtrado
glomerular. Esses parametros renais e esplénicos aqui descritos em B. raniceps podem
direcionar futuros estudos que visam avaliar alteracdes nesses 0rgdos em anuros, bem
como sugerem a utilizacdo de técnicas tanto histologicas, quanto de densidade volumétrica

estrutural para essa avaliacao.

Palavras-chave: histologia, anuros, rim, baco.

ABSTRACT

Anurans are important environmental bioindicators because they depend on aquatic and
terrestrial environments. However, few studies have described and evaluated the structure of
organs that make up the hematopoietic system. Therefore, this study aimed to describe and
characterize the histology of the splenic and renal tissue of Boana raniceps. Seventeen
males of Boana raniceps collected at the Base de Estudos do Pantanal (BEP-UFMS)
between October and March 2018/2019 were analyzed. Spleen and liver were weighed and
processed by histological technique. The splenosomatic and renosomatic indexes were
calculated. Tissue sections were stained with Hematoxylin and Eosin (H&E), Periodic Acid
Schiff (PAS), Masson Trichrome (TM), Reticulin (Gomori method), and May-Grinwald-
Giemsa-Wright (MGGW). In addition, the structural volumetric density of both organs was
evaluated. The mean weight of the individuals was 11.4 +1.5g, and the mean size (CRC)
was 5.9 +0.3 cm. The IRS represented 0.42% and IES around 0.14% of the individual's
weight. The most predominant structures in the kidneys were proximal convoluted tubules
(TCP) and distal convoluted tubules (DCT), with 60.4 and 16.8%, respectively. In the spleen,
the most predominant structure was red pulp with 79%, followed by white pulp with 12.2%.
The SRI of B. raniceps showed a negative correlation with the individual's weight, indicating
that renal development stabilizes during adulthood. However, the positive relationship
between body weight and CRC indicates that the animal continues to grow and gain weight

even in adulthood. The negative correlation between TCP and TCD evidences the function of
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maintaining water balance in the terrestrial environment since TCP is the structure
responsible for absorbing water from the glomerular filtrate. Therefore, it is concluded that
descriptive histological studies help obtain knowledge about the splenic and renal tissue of B.

raniceps.

Keywords: histology, anurans, kidney, spleen

1. INTRODUCAO

Os anuros possuem grande importancia ecoldgica visto que apresentam papeis
fundamentais em teias alimentares, uma vez que conectam o ambiente terrestre e aquatico
por possuirem uma fase larval aquatica (Phillips, 1990; Duellman & Trueb, 1999). Além
disso, possuem permeabilidade cutdnea para realizarem trocas gasosas, sendo
considerados indicadores ambientais, pois ficam em contato direto com contaminantes e
podem absorver facilmente esses produtos (Blaustein, 1994; Haddad, 2008). A familia
Hylidae possui grande diversidade de espécies entre os anuros incluindo a espécie Boana
raniceps Cope, 1862 (Frost, 2022). Esta espécie possui ampla distribuicdo na América do
Sul, ocorrendo na regido do pantanal sul mato-grossense. Apesar de existirem diversos
estudos com anfibios anuros na regido do pantanal sul-mato-grossense, pouco se sabe a
respeito do sistema hematopoiético e a relagdo entre as estruturas desses 6rgaos em

anuros neotropicais.

Em anuros, o sistema hematopoiético € constituido pelo rim, baco e medula éssea
(Duellman & Trueb, 1986), apresentando diferentes padrées entre as organizacdes celulares
e estruturas de acordo com as espécies (Dulak, 1990; Oliveira et al. 2007; Ferreira et al.
2009). Tais 6rgados sao importantes fontes de estudos, pois sao sitios de eritropoiese e
estdo relacionados com funcgédo linfoide e excretora (Rollins-Smith, 1998; Yaparla et al.,
2017). Durante a metamorfose em anuros, os rins sofrem transformacdes passando do tipo
pronefro (George et al., 1998) para mesonefro na fase adulta (Saxén, 1987; Mgbjerg et al.,
2000)

O baco é um 6rgéo localizado na cavidade abdominal, encapsulado, de cor vermelho
escuro e formato oval ou esférico. E dividido em polpa branca e vermelha, semelhante aos
mamiferos (Alvarez, 1990). Nos anfibios ha diferenca entre as proporcdes de polpa branca e
polpa vermelha (Pitchappan, 1980; Gul et al. 2011). Além das polpas, 0 bago é constituido

por um estroma sustentado por células reticulares, pequenas arteriolas circundadas por
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fibras reticulares e, internamente, por células mioendoteliais (Dulak, 1990; Barrutia et al.
1985).

O rim é outro 6rgdo importante, visto que é nele que ocorre a filtracdo do sangue e
onde as substancias podem ser absorvidas ou secretadas (George & Castro, 1998). Nos
rins de anuros, ocorrem algumas alteracdes como respostas a contaminantes, como
infiltracdo de células mononucleares, hipertrofia das células da cpsula de Bowman,
destruicAo da borda em escova, degeneracdo glomerular e hemorragia, sendo estas
alteracdes associadas a intoxicagdo (Cakici, 2015).

Assim conforme 0 exposto, tanto baco quanto os rins sdo 6rgdos importantes para
avaliacdo da homeostase dos animais e por isso neste trabalho foi realizada a descri¢cdo do
tecido renal e esplénico de Boana raniceps (Anura: Hylidae) a fim de fornecer parametros
dentro da normalidade para a espécie, bem como propor uso tanto da histologia quanto da
densidade volumétrica estrutural como ferramentas. Para isso, foram empregadas diferentes
técnicas histoquimicas, histométricas e de densidade volumétrica estrutural do tecido renal e
esplénico, em adicdo, foram correlacionados os indices renossoméatico e esplenossomatico

com as medidas histométricas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostragem, ambiente e biometria

Machos da espécie de Boana raniceps (n = 17) (Figura 1) foram capturados por
busca ativa em sitios de vocalizacdo na regido do Passo do Lontra, Base de Estudos do
Pantanal (BEP) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS, municipio de
Corumba, Mato Grosso do Sul (19°34°37”S, 57°00'42"W), durante o periodo chuvoso
compreendido entre os meses de outubro a margo (Alho, 2005) de 2018 e 2019.

Ap0s captura, os espécimes eram mantidos em caixa de polietileno (30 x 50 x 45 cm)
com aeracdo natural e temperatura ambiente (entre 25 a 28°C) até a eutanasia. Os
espécimes foram eutanasiados com aplicacdo tépica de xilocaina 5%. Em seguida, eram
anotados o peso corporal (g) e a medida do comprimento rostro-cloacal (cm). O rim e o bacgo
foram retirados e pesados para a determinacao do indice renossématico (IRS= peso do rim
(g)/peso corporal (g) x100) e do indice esplenossomatico (IES = peso do baco (g)/ peso
corporal (g) x100), respectivamente. Todos o0s procedimentos com o0s animais foram
aprovados pela comissdo de ética no uso de animais/CEUA da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul sob o numero 997/2018 e SISBIO projeto nUmero 63297-1.
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2.2 Preparacdao histolégica

Apbs serem pesados, 0s rins e 0 baco foram fixados em metacarn (60% de metanol;
30% cloroférmio e 10% de acido acético) a temperatura ambiente 27+0,5C por 3 horas e
transferidos para alcool 70%. Ambos foram submetidos a procedimentos histotécnicos de
rotina para inclusdo em Paraplast (Sigma ®) e secc¢fes histolégicas de 3 um. As seccdes
histolégicas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) para andlise e descricdo da
arquitetura tecidual, seguidas das reacdes histoquimicas de PAS (Acido Periddico de Schiff),
para demonstrar a presenca de polissacarideos, muco, substancias neutras e membranas
basais, Tricromico de Masson (TM) foi utilizado para diferenciacdo entre colageno e fibra
muscular lisa e Reticulina (método de Gomori), para identificar a presenca de fibras
reticulinicas, segundo Carson & Hlakik, (2009) e Survarna et al. (2018). Secc¢bes do baco
foram coradas pelo método de May-Grinwald-Giemsa-Wright (MGGW) para auxiliar na
identificacdo dos diferentes tipos celulares, assim como diferenciar e caracterizar as polpas
brancas e vermelhas. O método de MGGW foi adaptado de Rodrigues et al. (2020). Apos
desparafinizagdo em estufa (~ 56°C), as secg¢Oes foram hidratadas em xilol (2 passagens/10
min.), alcool 100°GL (2 passagens/l min.), 95°GL (2 passagens/l min.), 80°GL (1
passagem/l min.) e 70°GL (1 passagem/l1 min.). Posteriormente & secagem, as sec¢les
foram coradas por 5 min. em solugdo de MGGW adicionando-se, posteriormente, agua
destilada por 10 min. Em seguida, foram lavadas em agua corrente, secas e montadas em

entellan™ (Merck®).

2.3 Anéalise da Densidade Volumeétrica Estrutural — DVE

Para analise do tecido renal, foram obtidas cinco imagens em H&E (magnitude de
400x; RGB 4096 x 3286 pixels) de cada espécime em um sistema de camera digital
(Opticam LOPT14003) acoplado a um microscépio de campo claro (Zeiss PrimoStar ®).
Cada imagem foi sobreposta a uma gradicula contendo 108 interseccdes para estimativa da
densidade dos tubulos contorcidos proximais (TCP), tdbulos contorcidos distais (TCD),
corpusculos renais (CR), ductos coletores (DC) e rede vascular intersticial ou espaco

intersticial (EI).

No baco, a densidade volumétrica estrutural foi estimada considerando uma imagem
(RGB 4096 x 3286 pixels) por animal em magnitude de 100x, nas secc¢des coradas em

MGGW. Uma gradicula de 108 intersec¢des foi adicionada em cada imagem para estimativa
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do percentual de polpa branca, polpa vermelha, espaco intersticial ou sinusoidal, agregados
de melanomacrofagos (MMs) e vasos sanguineos.

Para ambos os 6rgdos, a DVE foi estimada pela seguinte formula: DVE (%) =
(contagem da estrutura/total de interseccbes obtidas) x 100), segundo Rodrigues et al.

(2017). O software ImageJ 1.48v foi utilizado para essas analises.

2.4 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados de forma descritiva, estimando-se a média, desvio
padrdo, mediana e quartis 25% e 75%. O IRS e o IES foram correlacionados pelo método de
binomial de Pearson com as variaveis biométricas e histométricas. O software SPSS 21.0 foi

usado para essas analises.

3. RESULTADOS

3.1 Andlises macroscopica e biométrica

Os exemplares machos de B. raniceps analisados apresentaram peso médio de 11,4
+1,5g, variando entre 9,1 a 15,4g e o tamanho médio (CRC) de 5,9 +0,3 cm, variando entre
5,4 a 6,9 cm. O peso médio do rim foi de 0,480 +0,005g, variando entre 0,037 a 0,059g. O
peso médio do baco foi de 0,015 +0,011g, variando entre 0,004 a 0,045g. O IES e o0 IRS
foram utilizados para as andlises de correlagbes com os dados biométricos e a densidade
volumétrica. O IRS representou 0,42% e o IES em torno de 0,14%, do peso dos individuos
(Tabela 1).

3.2 Anatomia e histologia do tecido renal

Os rins de Boana raniceps sdo estruturas pares, localizados retroperitonialmente
proximos aos testiculos em sua porcdo cranial, de formatos alongados, de coloracdo
vermelho escuro e rico em vasos sanguineos que adentram o parénquima externamente. A
artéria renal ramifica-se em varios segmentos menores e mais estreitos (Figura 2a) ao
passo que 0S ramos Venosos apresentam trajeto oposto, com drenagem simultanea ao bacgo
(Figura 2b). Paralelamente & veia renal, é possivel verificar os ureteres que se direcionam a

porcdo superior do 6rgdo (Figura 2b). A estrutura vascular péde ser reconhecida nas
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imagens mesoscopica, as quais revelaram diferencas quanto a densidade tintorial das
estruturas. Além disso, conjuntos de ductos coletores, em regides de aspecto menos denso,
podem ser observados junto a regido da pelve (Figura 3a).

Microscopicamente, 0s rins apresentam-se uniformes, sem a distincdo entre regides
especificas como cortex ou medula. Uma delgada capsula de tecido conjuntivo recobre
externamente todo o 6rgdo. Em algumas ocasides foi possivel identificar a presenca de
infiltrado agranulocitico periférico a regido pélvica vascularizada (Figura 3b). As estruturas
analisadas compreenderam os tabulos contorcidos proximais, tubulos contorcidos distais,
corpusculos renais, ductos coletores e espacos intersticiais (incluindo veias, artérias e
capilares) (Fig. 3c). Os tubulos contorcidos proximais (TCP) sdo caracterizados por um
epitélio do tipo colunar sendo que internamente, em contato com o limen tubular, apresenta
uma borda “em escova” bem desenvolvida, destacadas pela reagdo ao PAS (Figura 3c). Os
tubulos contorcidos distais (TCD) ndo apresentam essa caracteristica, além de possuirem
células epiteliais menores. Esses aspectos morfologicos facilitaram a identificagcdo de ambos
os tipos tubulares para a andlise da densidade estrutural volumétrica. Depdésitos
intracelulares hialinos de tamanho varidvel no epitélio tubular proximal foram
frequentemente encontrados sem que houvesse associacdo a lesdes focais ou difusas
(Figura 3d). Ductos coletores (DC) apresentam epitélio cibico simples e sem a presenca de
borda em escova. Essa estrutura, tipicamente tubular, alonga-se junto aos tubulos proximais
e distais além de apresentar estreito contato com capilares intersticiais (Figura 3e). Os
nacleos de ambos o0s segmentos apresentam-se homogéneos, centralizados e com

nucléolos evidentes.

O sangue chega ao rim pelas artérias renais e é distribuido até os corpusculos
renais, os quais desempenham a depuragdo plasmatica. Os corpusculos consistem na
capsula de Bowman e o glomérulo, sendo este apresentando trés tipos de células: os
poddcitos, as células mesangiais e os capilares sanguineos glomerulares. A morfologia dos

corpusculos renais esta representada na figura 4.

3.3 Anatomia e histologia do tecido esplénico

O baco é um 6rgédo unico situado junto ao mesentério (Figura 2b). Possui aspecto
avermelhado devido a grande quantidade de sinusoides presentes em seu parénquima.

Externamente é recoberto por uma capsula de tecido conjuntivo. Na visdo mesoscoépica, o
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O0rgdo apresenta-se compacto, com evidentes contrastes entre as regifes ricas em

agrupamentos de células agranulociticas (polpa branca) e granulociticas (polpa vermelha).

As caracteristicas gerais do tecido esplénico em Boana raniceps estdo
representadas na Figura 5. O tecido esplénico é composto predominantemente pela polpa
branca e vermelha. Nao h& formacdo nodular para a polpa branca, embora essas se
dispersem de forma bem distinta. Diferencas quanto a densidade de ambas as polpas pode
variar entre os espécimes (Figura 5 a e b). A polpa vermelha circunda a polpa branca e
apresenta alta concentracdo de células granulociticas prontamente identificadas pela
coloragdo de MGGW (Figura 5c). Ramos arterial adentra o parénquima via a capsula
esplénica, formada por feixes musculares e fibras reticulinicas, as quais se estendem mais
densamente junto a polpa branca em relacdo a vermelha (Figura 5f). Foram observadas
veias difusamente distribuidas em todas as secc¢des histoldgicas com predominéncia nas
regides de polpa vermelha.

3.4 Andlise da Densidade Volumétrica Estrutural

As densidades volumétricas estruturais do rim e do bago estdo descritas na tabela 2.
No rim, a maior parte do parénquima foi composto pelos tlbulos contorcidos proximais
(TCP) e distais (TCD), com 60,4% e 16,8 %, respectivamente. No entanto, uma alta variacdo
entre os espécimes pode ser observada. No bago, a polpa vermelha foi predominante em
relacdo a demais estruturas observadas, seguida pela polpa branca, com 79% e 12,2 %
respectivamente. Ambas apresentaram-se homogéneas quanto a distribuicdo entre os

espécimes.

A correlacdo entre os dados biométricos com a densidade das estruturas renais e
esplénicas estdo representadas na tabela 3. No rim, o peso corporal e o indice
renossomatico foram medidas importantes para se estimar possiveis variagbes no
parénquima renal. Contudo, ambas apresentaram-se distintas quanto & associagdo com 0s
TCP e TCD. TCP e TCD associaram-se negativamente (r = -0,87, p<0,001).

No baco, o peso corporal e o indice esplenossomatico ndo se correlacionaram as
variagcbes na densidade estrutural. Polpa branca e polpa vermelha associaram-se

negativamente (r = -0,98, p<0,001).
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4. DISCUSSAO

Em anuros o bago é anico, de formato oval a circular, coloracdo avermelhada e esta
associado ao aparelho digestoério e sistemas urogenitais em vertebrados (Romer & Parsons
1986). E um o6rgdo linfoide do sistema imunolégico, responsavel por funcbes
hematopoiéticas e de renovacdo de hemacias, além de fagocitose, armazenamento e
maturacao de eritrocitos (Alvarez 1990; Nilsson, 2012). Sabe-se que células esplénicas de
anuros sao visualizadas a partir de estagio de desenvolvimento 45 (Manning & Horton 1969)
e a separacdo da polpa branca e vermelha, com o aparecimento de células da linhagem
hematopoiética é evidenciada no estagio 50 (Manning & Horton 1969). O 6rgéo reduz de
tamanho durante a metamorfose voltando a aumentar no periodo pés-metamoérfico através
de um mecanismo desconhecido (Neely e Flajnik, 2016).

A polpa branca esta dispersa, sendo circundada pela vermelha e apresentam
concentragdes inversamente proporcionais (Tabela 3). Em Ichthyophis kohtaoensisin, Rana
perezi e Physalaemus nattereri o padréo de organizagédo de polpa branca e polpa vermelha
é difuso, onde células linfoides estdo espalhadas pela polpa vermelha, sem que haja uma
delimitagdo da area (Cooper & Wright 1976; Zapata et al. 1982; Alvarez 1990, Franco-
Belussi & Oliveira, 2016), diferindo de Bufo calamita e Bombina variegata que apresentam
padrdo nodular, assim as polpas sdo separadas por um septo (Cooper & Wright, 1976;
Barrutia et ai. 1983; Dulak 1990). A organizacao da estrutura esplénica é um caractere
filogenético, apresentando-se difusa em espécies basais e nodular em espécies derivadas
(Cooper & Wright 1976, Franco-Belussi & Oliveira, 2016). Portanto em Boana raniceps o
baco ndo admite um estado plesiomorfico, evidenciando uma diferenciacdo das duas

regides, apesar de ndo serem organizadas em nédulos.

O peso do baco varia de acordo com a fase de desenvolvimento e também sobre a
influéncia de agroquimicos ou pastagens (McMurry et. al., 2009). Com rela¢do aos dados
observados o peso médio do baco foi de 0,015 +£0,011g, representando 0,14%, do peso total
dos individuos (Tabela 1), ndo correlacionando com o tamanho ou peso do animal (Tabela
3). O indice esplenossomatico correlaciona-se positivamente com o peso do 6rgao (Tabela

3), indicando que o crescimento é proporcional ao ganho de peso do animal na fase adulta.

Trabéculas de tecido conjuntivo invadindo o parénquima esplénico foram observadas
em B. raniceps, diferindo do baco de Pelophylax bedriagae (Akat, 2018). Os feixes de tecido
conjuntivo sdo comuns em bacos de mamiferos, que adentram ao 6rgdo e associam-se as
células musculares lisas (Connolly et al. 1999, Mebius & Kraal 2005, Cesta, 2016),
caracteristicas relacionadas ao controle do volume sanguineo interno do baco (Barcroft,

1925). O baco de Boana raniceps apresenta fina capsula fibrosa, trabéculas associadas a
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feixes musculares e fibras reticulinicas, evidenciando uma pequena capacidade de

contracao, dados observados em P. bedriagae (Akat, 2018).

Nos anuros os rins desenvolvem-se a partir do mesoderma intermediario (Vize et al.
1995; Dressler 2006; Attia et al. 2012) e apresentam-se em pares de 6rgaos bilateralmente
simétricos compartilhando a unidade funcional basica de todos os rins de vertebrados, o
néfron, padrbes observados em Boana raniceps (Figuras 3 e 4). O crescimento do rim
durante a metamorfose acompanha o crescimento corporal, aumentando o numero de
néfrons e a complexidade renal, alterando de pronefros para mesonefros (Droz e
McLaughlin, 2017). O indice renossomatico em B. raniceps apresentou correlacdo negativa
com o peso do individuo, indicando que o desenvolvimento renal estabiliza em determinado
periodo da fase adulta, enquanto o ganho de peso e o crescimento corporal continuam
(Tabela 2).

Os anuros vivem grande parte de suas vidas na agua doce e seus fluidos corporais
sdo mais concentrados que o0 meio aquatico em que vivem, dessa forma, ganha
constantemente agua e perdem sais para o ambiente, apresentando concentragéo de ions
plasmaticos relativamente constantes frente as variagbes do habitat (Bradley, 2009),
portanto como na maioria dos vertebrados, eles sdo osmorreguladores e eliminam o
excesso de agua em sua urina, que € diluida (Randall et al., 2000). O NaCl perdido é
recuperado através da alimentag&o e por transporte ativo realizado por proteinas presentes
em seu tegumento (Hildebrand, 1995), desta maneira a pele funciona como principal 6rgao
osmorregulador na fase adulta, além de participar de processos fisiolégicos como trocas
gasosas e producéo de secregdes.

Tanaka et al. (2005) e Suzuki et al. (2015) descreveram padrdes de distribuicdo e
expressao de aquaporinas, proteinas presentes na pele ventral e bexiga urinaria de anuros
gue contribuem para a absorc¢éo e translocacédo de agua e sais através das células epiteliais
destas regides. Anfibios com hébitos aquéaticos expressam menos grupos de aquaporinas
em sua pele pélvica, devido ao contato direto com a agua, ja pererecas arboricolas possuem
mais grupos de aquaporinas para a absorcdo hidrica, indicando que estes animais estdo
aptos a viverem em ambientes com pouca agua (Tanaka, T. et al., 2005).

Desta maneira o habito arboricola de Boana raniceps indica a relevancia da pele
pélvica na osmorregulacdo destes animais, explicando a correlacao negativa entre o ganho
de peso e aumento corporeo dos individuos e estruturas renais como corpusculo e tubulo
contorcido distal (Tabela 2). Pode-se inferir que conforme o organismo cresce, ocorre um
aumento da superficie da pele pélvica, expressando mais aquaporinas, e a funcgéo
osmorregulatéria principal € transferida para a pele e as propor¢des de algumas estruturas

renais sao alteradas.



714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
127
728
729
730
731
732

733
734

735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746

747

32

Os nefrons apresentam uma extremidade em forma de funil peritoneal conectado a
uma estreita abertura tubular fortemente ciliada, a capsula de Malpighi é anexada
lateralmente a esse tabulo, dividindo-se em tubulo contorcido proximal e tlbulo contorcido
distal, separados por um segmento de juncdo equivalente a alga de Henle observada nos
néfrons de mamiferos e de aves (Gray, 1932). Apesar dos anuros ndo apresentarem a alca
de Henle a porcao anterior do tubulo distal corresponde filogeneticamente ao ramo espesso
ascendente da alca de Henle dos mamiferos, por apresentar acdo de diuréticos de alga,
auxiliando na reducao da reabsorcdo de agua na porcao final do tabulo distal e ducto coletor
(Greger, 1985; Alves, 2002).

Em anuros arboricolas é observado um grupo de aquaporinas (AQP2) encontradas
nos tubulos contorcidos distais e ductos coletores (Ogushi et al.,, 2007) que auxiliam no
transporte de agua e ions sob acdo de horménios antidiuréticos como a vasotocina,
caracteristica também observada em mamiferos (Kortenoeven e Fenton, 2014), no entanto o
gene para aquaporinas esta ausente em Xenopus tropicalis (Suzuki e Tanaka, 2009; Shibata
et al.,, 2014). Em B. raniceps as propor¢cdes de tabulos contorcidos distais diminuem
conforme o individuo cresce (Tabela 2), dada a colaboragdo desta regido para a formagéo
de uma urina diluida e a necessidade de o equilibrio hidrico no ambiente terrestre, evitando
a perda de agua.

5. CONCLUSAO

A descricdo histologica realizada neste trabalho colaborou para conhecimento sobre
a espécie Boana raniceps e foi possivel conhecer sobre os parametros para tal.
Histologicamente o tecido renal e esplénico de é semelhante aos demais anfibios, diferindo
de algumas espécies em relagdo as organizacdes celulares. No tecido renal, as diferencas
nas densidades estruturais indicam que este 6rgdo sofre mudancas ao longo do
desenvolvimento do individuo. Cada estrutura tem uma fungéo especifica e pode se alterar
conforme o ambiente em que vive. Ja o tecido esplénico, apresentou estruturas bem
definidas, e suas correlacdes podem indicar que o 6rgdo pode sofrer mudangcas em sua
morfologia durante o crescimento. Estudos relacionados a 6érgdos hematopoiéticos séo
promissores para a avaliagdo dos animais, visto que sdo estruturas que sofrem influéncias
diretas do ambiente em que vivem. Assim, este trabalho pode servir como um padréo para

esta espécie para proximos estudos.
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Figura 1. Boana raniceps, (a) em vista dorsal e (b) em vista ventral.

763

Tabela 1: Estatisticas descritivas para variaveis biomeétricas obtidas de Boana raniceps (n=17)
do pantanal sul-matogrossense.

Média DP Min. Max. IC 95%

Peso (g) 11,4 1,5 9,1 15,4 10,6 - 12,2
CRC (cm) 5.9 0,3 5,4 6,9 57-6,1
Peso do bag¢o (g) 0,015 0,011 0,000 0,050 0,009-0,021
Peso do rim (g) 0,480 0,005 0,037 0,059 0,048 -0,050
indice Esplenossomatico (%) 0,14 0,12 0,04 0,49 0,07 -0,20
indice Renossom atico (%) 0,42 0,06 0,31 0,62 0,41 -0,44
DP = desvio padrdo; Min. = valor minimo; Max. = valor maximo encontrado

IC 95% = Intervalo de Confianca 95%
764
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Figura 2. Imagem macroscoépica da cavidade abdominal de Boana raniceps identificando:

R — rim, ar — artéria e as ramificacbes menores (cabeca de seta), ramos venosos (asteriscos),
ureteres (setas brancas); B — baco note a artéria adentrando-se na capsula (seta); T — testiculos;
CA - corpo adiposo; RT - reto; | - intestino; FIG - figado. Barra =1 cm.
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Figura 3. Representacdo mesoscopica e secgles histoldgicas do rim de Boana

raniceps. Em (a) areas demarcadas mostram maior densidade de ductos coletores coincidindo
com regifes pélvicas; V, vasos sanguineos; HE, barra = 0,1 mm. (b), imagem em menor
aumento da regido da pélvis renal; no detalhe infiltrado agranulocitico perivascular; V, vasos
sanguineos; HE, barra = 200 um. (c), caracterizacdo morfolégica do parénquima e estroma
renais; |, capilares intersticiais revestidos internamente por um endotélio; CR, corpusculo renal,
TP, tdbulo contorcido proximal - note a borda epitelial em escova (seta); TD, tubulo contorcido
distal; PAS, barra = 50 um. (d), TP apresentando depdsitos hialinos goticulares (seta); HE,
barra = 50 um. (e) aspectos do parénquima renal evidenciando um ducto coletor (DC) — note a
formacéo epitelial cubico simples, rico em capilares vasculares intersticiais (1) adjacentes; HE,

barra = 50 um.
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Figura 4. Corpusculos renais de Boana raniceps. (a), a estrutura é composta pela
capsula de Bowman (lamina basal parietal) formada por células epiteliais parietais (P), com
nucleos bem evidentes (cabeca de seta); abaixo da capsula observa-se o espaco glomerular
ou urindrio (asterisco); o glomérulo encontra-se centralizado observando-se a presencga dos
podécitos (P); células mesangiais (M) conectadas & matriz mesangial e capilares sanguineos
(C) com a presenca eventual de eritrécitos (E); HE. (b), lamina basal parietal (seta) e matriz
mesangial (asterisco) positivamente marcada pela reagéo histoquimica ao acido periddico de
Schiff; PAS. (c), matriz mesangial apresenta reacao positiva para colageno tipo | (asterisco),
seguida por fraca reacdo na lamina basal parietal (seta) quanto visceral (cabega de seta);
nucleos dos poddcitos coram-se em vermelho (P); eritrcitos (E); Tricromico de Masson (TM).
(d), lamina basal parietal apresenta moderada marcacao para colageno tipo Il (seta); nucleo
de uma célula epitelial parietal (cabeca de seta); ndcleo eritrocitario (E); podécitos (P);

Reticulina (método de Gomori); barra = 10 um.
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Figura 5. Representacdo mesoscopica e secgdes histologicas do baco de Boana raniceps em

diferentes coloragcdes. Em a, parénquima com destaque para as polpas brancas (setas brancas) e
vermelhas (setas pretas); capsula apresenta marcada coloracdo eosinofilica; Hematoxilina & Eosina
(HE). (b) as polpas vermelhas (PV) sdo mais frouxas enquanto que as polpas brancas (PB) sé&o
notadamente mais densas; ramos arteriais (ar) adentram o tecido via capsula; HE, barra = 100 um. (c),
linfcitos mostram ndcleos azuis claros enquanto granuldcitos apresentam nucleos fortemente
basofilicos com citoplasma eosinofilico (seta); MGGW, barra = 50 um. (d), observa-se o detalhe das
fibras reticulares distribuidas internamente na polpa branca (seta) e das veias (v) junto a polpa
vermelha; (e) detalhe da polpa branca (asterisco) evidenciando a rede de fibras reticulares
densamente dispostas; corddes esplénicos (setas) envolvem um vaso sinusoidal (cabeca de seta);
reacao histoquimica para Reticulina (método de Gomori); barra = 50 um. (f), detalhe de um ramo da
veia esplénica (v), ao lado de uma arteriola esplénica (a) com marcacao positiva (cor azul) para
colageno tipo 1; TM, barra = 50 um. (g), segmento de veia esplénica localizada entre duas polpas

brancas (asterisco); HE, barra = 50 um.
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Tabela 2. Estatisticas descritivas para densidade volumétrica estrutural do tecido renal e
esplénico de Boana raniceps (n=17) do pantanal sul-matogrossense.

Rim
Tubulo contorcido proximal
Tubulo contorcido distal

Corpusculo renal
Ducto coletor

Espaco Intersticial

Baco
Polpa vermelha
Polpa branca
Centro de melanomacrofagos

Espaco Intersticial
Vasos sanguineos

Quartis
Média DP Mediana 25% 75%
60,4 21,1 67,0 56,0 73,0
16.8 18,5 11,0 74 17,0
6,7 6,9 42 0,2 12,0
1,3 3,2 0,0 0,0 0,0
146 7,9 13,0 9,3 19,0
83,8 8,8 85,2 84,3 87,8
12,2 84 11,1 9,3 12,0
0,7 0,8 0,4 0,0 1,6
1,5 1,4 1,9 0,0 26
1,9 1,5 1,9 0,0 28

DP = desvio padrao;
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Tabela 3: Coeficiente de correlacao de Pearson entre variaveis biométricas e densidade volumeétrica
estrutural do tecido renal e esplénico em Boana raniceps (n=17) do pantanal sul-mato-grossense.

Rim Pesodonm (g) CRC (cm) IRS (%) TCP (%) TCD (%) CR (%) DC (%) (%)
Peso corporal (g) ns 0,71 -066 036  -031  -023 ns ns
Peso do rim (g) —- ns 058" ns ns ns ns ns
CRC (cm) —- - -0,40" ns ns ns ns ns
IRS (%) -- - - -0,25" 0,23’ ns ns ns
TCP (%) - - _ _ 0,87  -029" ns -0,43"
TCD (%) -- -- -- -- -- ns ns ns
CR (%) - - - - - - -0,26° ns
DC (%) -- -- -- -- -- -- -- ns
Baco Peso do baco (g) CRC (cm) IES (%) PB (%) PV (%) CMMs (%)Vasos (%) | (%)
Peso corporal (g) ns 0,717 ns ns ns ns ns ns
Pesodobaco(g) ns ns 0,98~ ns ns ns ns ns
CRC (cm) -- -- ns ns ns ns ns ns
ES (%) -- -- -- ns ns ns ns ns
PB (%) —- - - - -0,98" ns ns ns
PV (%) -- -- -- -- -- ns ns ns
CMMs (%) -- -- -- -- -- -- ns ns
Vasos (%) -- -- -- -- -- -- -- ns

CRC = comprimento rostro-cloacal; IRS = indice renossomatico; TCP = tubulo contorcido proximal;
TCD = tubulo contorcido distal; CR = corpusculo renal; DC = ducto coletor; | (intersticio);
IES = indice esplenossomatico; PB = polpa branca; PV = polpa vermelha; CMMs = centro de m elanom acréfagos;

*P <005, P<001
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