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Resumo

As nadadeiras dos peixes teledsteos apresentam uma capacidade de regeneracao
bastante rapida, o que as torna um modelo biol6gico importante e adequado para o
estudo in vivo. Estudos mostram que corticdides usados por longos periodos podem
atrasar o processo de cicatrizagdo, influenciando na reepiteliza¢éo, na neovascularizagao
e na sintese do colageno. Os constituintes das nadadeiras dos peixes teledsteos contém
grande quantidade de colageno e assim o objetivo do presente trabalho foi estudar o
efeito da dexametasona (um antiinflamatorio e glicocorticoide esterdide bastante
utilizado no tratamento de doencas reumaticas) durante o processo regenerativo das
nadadeiras caudais das carpas (Cyprinus carpio). Para isso, foram montados dois
aquarios de vidro, um para 0 grupo controle e outro para o grupo tratado com a
dexametasona (Henrifarma) na concentracdo de 20mg/L. Os peixes distribuidos nesses
aquarios tiveram suas nadadeiras caudais amputadas transversalmente e permaneceram
nos respectivos aquarios para que ocorresse a regeneracdo. Foram feitas coletas das
nadadeiras em regeneracao em intervalos de um, dois, quatro, seis, oito e 10 dias apos a
amputagdo. As amostras foram processadas histologicamente para permitir os estudos
ao microscopio de luz e a analise estatistica. Observou-se que nos peixes do grupo
controle, as nadadeiras regeneraram normalmente e cresceram o0 esperado em cada
intervalo de tempo. Nos peixes do grupo tratado com dexametasona, no entanto, a
regeneracdo das nadadeiras caudais foi mais lenta. Verificou-se que, em cada intervalo
analisado, as nadadeiras regeneradas dos peixes expostos a droga eram menores que a
medida das nadadeiras dos peixes do grupo controle, provavelmente porque a
dexametasona tenha influenciado a expressdo dos genes necessarios para 0 processo de
regeneracdo. Os resultados obtidos nessa pesquisa mostraram que nessa concentragédo de
dexametasona, ocorre um atraso no processo, mas nédo a total inibicdo da regeneracéo.
Dessa forma, os resultados obtidos comprovam que a nadadeira caudal € um bom
modelo para estudos histologicos sobre a regeneracdo e a a¢do da toxicidade de drogas,
mas, também, que é necessario um estudo aprofundado a respeito do processo
regenerativo molecular. Para se conhecer e compreender melhor todas as alteragdes em
todas as fases é de grande importancia a interagdo entre os estudos de biologia celular e

molecular nesse processo.

Palavras-chave: Teleosteo. Nadadeira. Regeneracdo. Dexametasona.
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Abstract

The fins of teleost fish have a capacity for rapid regeneration, which makes them
a suitable biological model for in vivo investigation. Studies have shown that, when
used over long periods, corticoids may slow down the healing process, thereby
influencing re-epithelialization, neovascularization and collagen synthesis. As the fins
of teleost fish contain a large amount of collagen, the aim of the present study was to
investigate the effect of dexamethasone (an anti-inflammatory steroid glycocorticoid
often used in the treatment of rheumatic diseases) during the regeneration process of the
caudal fin of the carp (Cyprinus carpio). Two glass aquaria were used for each
regeneration interval - one for the control group and another for the group treated with
dexamethasone (Henrifarma) at a concentration of 20 mg/L. The caudal fins were
amputated transversely and the fish remained in their respective aquaria until
regeneration had occurred. Collections of regenerating fin tissue were performed at one,
two, four, six, eight and ten days following amputation. The samples were processed for
light microscopy and statistical analysis. The fins in the control group regenerated
normally and grew at the expected rate in each time interval. The fins in the group
treated with dexamethasone regenerated at a slower rate at each time interval. It is
possible that dexamethasone affected the expression of the genes needed for the
regeneration process. The results of the present study demonstrate delayed regeneration
with dexamethasone at the concentration used, but not total inhibition of the process.
Thus, the caudal fin proved to be a good model for the histological investigation of
tissue regeneration and the toxic effect of this drug on this process. In order to gain a
better understanding of the alterations in all phases of the regeneration process,

histological analysis should be combined with a molecular analysis of this process.

Keywords: Teleost. Fin. Regeneration. Dexamethasone.
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1 Introducéo

1.1 A estrutura da nadadeira dos peixes teledsteos

Trabalhos como os de Goodrich, 1904; Prenant, 1936; Blanc, 1947; Grasse,
1958; Lanzing, 1976; Becerra et al., 1983, mostraram que ndo existem diferengas
morfolégicas e celulares fundamentais entre as nadadeiras de um mesmo peixe, ou seja,
entre a nadadeira dorsal, peitoral, pélvica, anal e caudal. Essas estruturas dos peixes
teledsteos, em geral, possuem anatomia relativamente simples.

Na maioria dos teledsteos, as nadadeiras consistem principalmente de elementos
esqueléticos, os raios da nadadeira, cobertos pela pele. Esses raios originam-se da base
da nadadeira e se estendem distalmente, ramificando-se dicotomicamente em direcdo a
margem (ARITA, 1971), com excec¢éo do raio lateral da nadadeira caudal que néo sofre
bifurcacdo (AKIMENKO et al., 2003). Cada raio mole (articulado) é conhecido como
uma lepidotriquia. Cada lepidotriquia é constituida por um par de estruturas alongadas
e curvas dispostas bilateralmente: 0s demirraios, que s&o subdivididos
longitudinalmente em hemissegmentos lepidotriquiais, separados pelas articulagdes
(ARITA, 1971). Dois hemissegmentos bilaterais circundam uma regido intrassegmentar
onde se encontram feixes nervosos, vasos sanguineos e tecido conjuntivo frouxo. Esses
hemissegmentos sdo mantidos no lugar através de ligamentos de colageno (BECERRA
et al., 1983) (Fig. 1).

O tecido que constitui as lepidotriquias ja recebeu varios nomes como: “0sso
tipico” (GOODRICH, 1904; BOUVET, 1974), “osso dérmico” (GOSS; STAGG, 1957;
KEMP; PARK, 1970), “osso acelular” (MOSS, 1963) e “tecido ostedide” (BLANC,
1947). No entanto, Montes et al. (1982) demonstraram, através de estudos mais
detalhados, que os raios das nadadeiras possuem, na verdade, todas as caracteristicas
morfoldgicas e histoquimicas de tecido cartilaginoso e ndo 6sseo. Ontogeneticamente, a
lepidotriquia tem uma origem dermal e é inicialmente sintetizada na interface dermo-
epidermal (SANTAMARIA et al., 1992).
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Figura 1. Reconstrucdo tridimensional da estrutura geral da nadadeira caudal de teledsteo
(modificado de BECERRA et al., 1983).

Estendendo-se da porcéo distal de cada lepidotriquia em direcdo a margem da
nadadeira, ha um conglomerado de espiculas pequenas e delgadas chamadas
actinotriquias, gue sustentam a borda da membrana da nadadeira (BECERRA et al.,
1983) (Fig. 2).

As actinotriquias s&o macrofibrilas hiperpolimerizadas, compostas de uma
proteina  caracteristica semelhante ao coldgeno, denominada elastoidina
(KRUKENBERG, 1985). A semelhanca entre esses dois componentes esta no padrao de
estriacdo transversal da elastoidina parecida com a do colageno, quando observada ao
microscopio eletrbnico de transmissdo. A diferenca € que a elastoidina ndao forma
gelatina pelo cozimento, como ocorre com o colageno. Analises bioquimicas revelaram
duas fragdes diferentes na elastoidina: uma colagénica (presenca de glicina, prolina e
hidroxiprolina) e outra ndo colagénica (rica em tirosina), que conferem alta capacidade
de polimerizagdo a esta proteina (GROSS; DUMSHA, 1958).
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Figura 2: Representacdo das unidades esqueléticas da nadadeira caudal de teledsteo que
apresenta as actinotriquias (modificado de AKIMENKO et al., 2003).

1.2 A regeneracdo das nadadeiras dos teledsteos

A capacidade de manter a morfologia e funcdo de varios tecidos é que
proporciona longevidade para muitos organismos multicelulares. Algumas espécies de
invertebrados, como hidras, planarias, e anelideos, podem
regenerar partes de seu corpo inteiro a partir de um pequeno pedago de tecido
(GLILIOT, 2006; SANCHEZ, 2007; YOSHINARI, 2009). E a compreensdo do
desenvolvimento desse processo é importante para melhor se conhecer a biologia desses
animais (ABELOOS, 1932; GOSS; STAGG, 1957; KIORTSIS; TRAMPUSCH, 1965;
HAY, 1966; MATTSON, 1976; ORD; STOCKEN, 1984; MUNEOKA; BRYANT,
1984; MUNEOKA et al., 1986; GERAUDIE et al., 1995).

Algumas espécies de vertebrados como anfibios e peixes teleGsteos tem a
habilidade de regeneracdo mantida e o processo da reconstituicdo das nadadeiras
recupera a funcdo desse apéndice se lesionado (YOSHINARI, 2009).

A regeneracdo dos apéndices de vertebrados tem sido bem estudada na cauda de
anfibios (WALLACE, 1981). Quando, por exemplo, um membro de uma salamandra é
amputado, as células adjacentes ao ferimento dividem-se rapidamente e cobrem o coto.
A proliferacdo de células epiteliais prossegue e as células empilham-se até o apice,
formando um revestimento apical. As células do tecido conjuntivo do coto (fibroblastos,
midcitos e osteocitos) dividem-se e as células mesenquimais originam o blastema e
iniciam uma rapida multiplicacdo. As células endoteliais proliferam e vascularizam o
blastema, ocorrendo uma diferenciacdo ordenada em o0sso, musculo, tendéo, arteriolas,
capilares e vénulas. O resultado final € a reposicdo precisa do membro perdido
(MARTINEZ-HERNANDEZ, 1988).
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Esse mecanismo complexo de regeneracdo axial é provavelmente controlado
pela informacdo genética contida nas células do coto; a amputacdo desencadeia a
expressdao desta informacdo, a qual € reprimida ap6s o desenvolvimento embrionério.
Em mamiferos, o tecido de granulacdo, que substitui o tecido perdido, € reminiscente do
blastema de anfibios. Entretanto, em vez de formar um membro, o tecido de granulagédo
amadurece apenas em tecido conjuntivo denso e, eventualmente, em uma cicatriz
(MARTINEZ-HERNANDEZ, 1988).

A regeneracdo das nadadeiras dos teledsteos envolve eventos semelhantes aos
observados em anfibios e tem inicio j& nas primeiras horas apds uma lesdo
(MURCIANO et al., 2007). Existem na literatura numerosos trabalhos que relatam o
desenvolvimento e o estudo histoldgico dessa regeneracdo das nadadeiras dos teledsteos
(NABRIT, 1929; GARRAULT, 1936; PRENANT, 1938; BLANC, 1949; GOSS;
STAGG, 1957; KEMP; PARK, 1970; BOUVET, 1974, GERAUDIE, 1977, 1978,
WEIS; WEIS, 1980; SANTAMARIA et al., 1992; GERAUDIE et al., 1995; BECERRA
etal., 1996; BOCKELMANN; BECHARA, 2004, 2007; BOCKELMANN et al., 2010).

As fases fundamentais do processo de regeneragcdo das nadadeiras sao:
cicatrizagdo, a partir da formacdo de uma capa epidermal apical, formacdo de uma
massa de células mesenquimais chamada blastema, diferenciacdo dessas células, sintese
e deposicdo de matriz extracelular, crescimento e restauracdo morfologica (GOSS;
STAGG, 1957; Becerra et al., 1996; BOCKELMANN et al., 2010).

Apds a amputacdo, o tecido conjuntivo presente dentro do raio é selado por um
coagulo com numerosas células sanguineas, principalmente leucécitos, e enquanto isso,
células da epiderme lateral migram em direcdo ao plano de amputacdo para fechar a
ferida. Um dia depois da amputacdo, a ferida ja se encontra completamente fechada
(Fig. 3). Durante os 2 ou 3 dias seguintes, células mesenquimais formam o blastema
(Fig. 3), que é invadido por terminagdes nervosas, que sdo presenca decisiva para a
sintese de proteinas (GOSS; STAGG, 1957; GERAUDIE; SINGER, 1979 a e b;
GERAUDIE; SINGER, 1985; SANTOS-RUIZ et al., 2002).

A formacdo de uma massa de células que é modelada nas estruturas perdidas
com a amputacdo, faz do blastema um dos modelos de biologia regenerativa mais
estudados. Muitos estudos baseiam-se em identificar a eficiéncia e a perfeicdo da
restauracdo de um tecido tridimensional tdo complexo na regeneracdo das caudas (YIN;
POSS, 2008).
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Durante a formacdo do blastema, a camada basal da epiderme da nadadeira,
composta de células cubdides, se dispbem de maneira adjacente ao tecido blastemal,
sendo separadas apenas pela presenca da lamina basal (POSS et al., 2003) (Fig. 3).

As células do blastema, de morfologia homogénea, comegam sua diferenciacao
aderindo a lamina basal da epiderme e iniciando a sintese das lepidotriquias (Fig. 3).
Por volta do quinto dia, inicia-se a segmentacao e, aproximadamente no sétimo dia, 0s
raios ja se bifurcaram.

A nadadeira cresce no sentido proximo-distal e no periodo entre duas a trés
semanas apds a amputacdo atinge o tamanho e a forma que apresentava antes. Assim,
essa rapida regeneracdo permite que as nadadeiras sejam usadas como modelo bioldgico
bastante apropriado para o estudo do crescimento dos tecidos conjuntivos (BECERRA
etal., 1996).

As actinotriquias aparecem pela primeira vez na matriz do tecido conjuntivo
adjacente a epiderme, aproximadamente no quinto dia de regeneracdo, encontrando-se
rodeadas parcial ou totalmente pelos fibroblastos (Fig. 3). O tamanho e a distribuicdo
final do ramalhete de actinotriquias sdo alcancados quase no décimo dia, mantendo-se
em posicao distal durante todo o processo (MARI-BEFA et al., 1989; BECERRA et al.,
1996).

1° dia de regeneracao

[ per POk i RE P 3K O RE JpW b
Epitélio — e laissisataleisletaroe)

Tecido |
conjuntivo —

frouxo
Hemisegmento T
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seccionado W)
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2° a 3° dia de regeneragdo: estabelecimento de uma capa
epidermal apical e formacéo inicial do blastema
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Figura 3: Diagrama ilustrando a seqliéncia de eventos envolvidos na regeneragdo dos raios da
nadadeira de teleGsteos. A regeneracdo ocorre apos excisdo parcial da nadadeira (modificado de
BOCKELMANN, 2003).
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A anatomia relativamente simples e o0s tecidos comuns aos membros de
tetrapodos fazem da nadadeira caudal dos teledsteos um érgédo vantajoso para estudo. E
Bechara et al. (2000) propuseram que, a dexametasona pode afetar a sintese e a
organizacdo das moléculas de colageno na regeneracdo das nadadeiras dos peixes
teledsteos, pois 0s constituintes esqueléticos das nadadeiras (as lepidotriquias), bem
como todo o tecido conjuntivo intralepidotriquial, contém grande quantidade de
colageno.

Dessa forma, nessa pesquisa, foi utilizada a espécie Cyprinus carpio que possui

uma capacidade excepcional para regenerar todos os tipos de nadadeiras.

1.3 Carpa

Os peixes sdo utilizados freqientemente como modelo para estudos
experimentais por oferecerem algumas vantagens como: apresentar grande nimero de
descendentes a partir de uma mesma desova; ter dieta controlada assim que passam a
aceitar racdo; e possibilitar véarias vias de administragdo quimica, como por exemplo,

injecBes, acréscimo a racdo, ou pela adi¢do a prdpria agua do tanque.

A carpa (Cyprinus carpio) (Fig. 4) é um peixe 6sseo, de aguas doces,
caracterizada por apresentar corpo tubular, com a parte dianteira alongada e nadadeiras
com raios. Das costas ao ventre, a carpa é mais “alta” que muitas espécies, revelando
ndo ser rapida nadadora (PARKER, 1990).

E um peixe integrante da familia dos ciprinideos, originario da Asia e foi
introduzido em todos os continentes pela piscicultura de consumo. E cultivado tanto nas
areas temperadas como nas areas subtropicais e tropicais (AZEVEDO; FROTA-
PESSOA, 1981).

Possui escamas grandes, nadadeira dorsal longa com cerca de 20 raios e duas
barbelas ou bigodes de cada lado da boca conhecidos como barbilhGes (cerdas carnosas,
sensivel ao toque) (Fig. 4) (ORR, 1986; PARKER, 1990). As nadadeiras dorsal e anal
dao estabilidade e a caudal, para a maioria das espécies, aumenta a mobilidade e
velocidade, serve para impulsionar o peixe para frente, além de nadadeiras peitorais e
pélvicas aos pares que também é o que permite uma natacdo rapida (HICKMAN et al.,
2004).

A carpa tem nadadeira caudal bilobada (Fig. 4) (PARKER, 1990), possui boca

grande e propaga-se com bom éxito em aguas paradas. Ndo tém dentes no interior da
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boca, mas possui maxilas faringianas (uma garganta que mastiga) (PARKER, 1990;
HICKMAN et al., 2004). Sua comida natural quando adulta sdo animais de fundo e
beira de lagos como vermes, moluscos e larvas de insetos, mas consome bem racéo.
(WOYNAROVICH, 1988; PARKER, 1990).

Dorsal

Caudal

Peitoral

Pélvica Anal

Figura 4: Representante de uma carpa mostrando a localizagdo de suas nadadeiras (Dorsal,
Peitoral, Pélvica, Anal e Caudal) (www.peixariarainhadestoamaro.com.br/).

1.4 Dexametasona

A dexametasona, pé branco de aspecto cristalino e pouco soltvel em agua, € um
glicocorticéide esterdide bastante utilizado na terapia de doengas degenerativas do
colageno, como as doencas reumaticas, além de constituir um medicamento que previne
processos inflamatdrios de vérias naturezas (REYNOLDS, 1996; FERREIRA, 1999).

Acredita-se que o0s corticoides iniciam sua acdo pela ligagdo a proteinas
receptoras especificas nas células dos tecidos alvos (BAULIEU, 1975; EDELMAN,
1975; LIAO, 1975; BAXTER, 1976). Entretanto alguns autores descrevem que se
usados por longos periodos, os corticdides podem atrasar o processo de cicatrizacao,
influenciando na reepitelizacdo, na neovascularizacao e na sintese do colageno (GUPTA
etal., 1999; TALAS et al., 2002).

Os corticoides podem, também, induzir destruicdo progressiva. Esse efeito pode
ser medido através de estudos sobre a influéncia hormonal direta nos condrocitos, o
constituinte celular da cartilagem (SU et al., 1996; MIYAZAKI et al., 2000). Esses
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autores observaram que a dexametasona reduziu a atividade do fator beta de
crescimento (TGF beta) dos condrdcitos e a expressdo do RNAm para o colageno tipo
I1, em cultura de condrdcitos articulares de rato.

Apos a publicacdo de trabalhos mostrando a relagdo de corticdides com o
colageno, esses componentes passaram a ser alvo de muitos estudos, devido a sua
capacidade de inibir a producdo de colageno (CUTRONEO et al., 1981;
SILBERMANN et al., 1987; ADVANI et al., 1997).

Alguns trabalhos mostraram que injecdes diarias multiplas de cortisona em ratos
jovens, apesar de ndo diminuir o “pool” de colageno maduro, diminuem o contetdo de
colageno recém-sintetizado da pele (KIVIRIKKO; LAITINEN, 1965; SMITH, 1967).

Em seus experimentos utilizando ratos, Oishi et al. (2002) observaram que a
dexametasona interferiu fortemente na sintese e na degradacéo dos colagenos tipo I e 11l
na pele dorsal dos animais que receberam uma dose diaria de 1 mg/kg de dexametasona
durante oito dias, provocando uma atrofia da pele. Em outro estudo relacionado, Beer et
al. (2000) notaram a acdo da dexametasona na expressdo de varias moléculas
reguladoras da cicatrizacdo de feridas na pele e observaram um efeito inibitério na
expressdo de citocinas, fatores de crescimento, enzimas e moléculas da matriz
extracelular da pele.

Resultados de estudos in vivo e com cultura de células de condrosarcoma
humano (OUMS-27) tratados com vérias doses de dexametasona sugerem que a
dexametasona causa uma inibi¢do do crescimento dessas células atraves da inibicdo da
traducdo do RNAm para o colageno tipo Il, cuja quantificacdo foi mais baixa que nos
controles, causando um efeito inibitério na proliferacdo das células do tumor
(KAWASHIMA et al., 2003).

Ao administrar dexametasona em ratos por alguns dias, em doses crescentes que
variavam entre 0.5 e 16mg/kg/dia e, em seguida, fazer um ferimento no dorso desses
animais, alguns autores demonstraram que ha uma diminuicdo significativa da
capacidade de suportar tracdo no local da ferida em relacdo a resisténcia original da
pele. Os resultados mostraram que esse efeito € devido a alteragdes na organizacdo do
coladgeno, que é o que proporciona resisténcia a ferida. A exposicdo crbnica a
dexametasona causa baixa densidade do colageno total em todos os tempos estudados,
recuperando ap6s o estabelecimento da cicatriz, apenas 80% da resisténcia original da
pele (HAWS et al.,1994; TENIUS et al., 2007).
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Assim, para contribuir com as informacGes que existem na literatura, decidiu-se
desenvolver esse estudo, que buscou conhecer a acdo da droga antiinflamatoria,
dexametasona, nos processos regenerativos da cauda dos peixes teledsteos, também rica

em colageno.
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2 Objetivo

Neste trabalho o objetivo foi avaliar os efeitos da dexametasona sobre as
nadadeiras caudais de Cyprinus carpio durante o processo de regeneragdo, por meio de
andlises histologicas e estatisticas, por comparacdo das medidas das areas regeneradas

das nadadeiras dos animais do grupo controle e tratado com dexametasona.
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3 Material e Métodos

3.1 Material

Alevinos de carpa, Cyprinus carpio, provenientes de uma piscicultura localizada
em Monte Mor/SP (Latitude: 22° 56' 48" S; Longitude: 47° 18' 57" O), cidade proxima a
Campinas, foram mantidos em quarentena, no Laboratorio de Bioensaios em Peixes do
Departamento de Histologia e Embriologia do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas, SP — UNICAMP, em tanques estoque com agua declorada e
limpa, a temperatura de 25°C e aeragdo constante, para garanti-los saudaveis (Fig. 5).

Os peixes foram alimentados diariamente com racdo e os tanques eram limpos
duas vezes por semana para a retirada de excrementos e restos de alimentos. Esta
operacdo foi realizada por sifonamento e metade do volume da agua, declorada e limpa,

era reposta.

3.2 Métodos

3.2.1 Montagem dos aquarios

Antes de iniciar o projeto de mestrado, foram desenvolvidos ensaios prévios
para definir a concentracdo de dexametasona que deveria ser utilizada nos
experimentos.

Para isso, foram montados dois aquéarios de vidro, contendo dgua declorada e
limpa, mantidos a temperatura de 25°C e sob aeracdo constante.

No primeiro aquério foi dissolvida 25mg/L da dexametasona (Henrifarma, Séo
Paulo, Brasil), e 0 segundo aquéario foi mantido apenas com &gua e serviu como
controle.

Apdbs 24 horas, os peixes distribuidos nesses aquérios foram anestesiados com
benzocaina (1:10000) (SYNTH, Brasil) e tiveram suas nadadeiras caudais amputadas
transversalmente (com uma navalha afiada) no sentido dorso-ventral, a 3 mm do
pedunculo muscular da cauda (de acordo com BECERRA et al., 1996). Os peixes foram
colocados de volta nos respectivos aquarios para que ocorresse a regeneragao.

Diariamente, até o final do experimento, toda a agua de cada aquario foi trocada

por agua limpa e, no aquério experimental, foi acrescentada a dexametasona.
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A coleta das nadadeiras em regeneracdo foi feita oito dias apds a amputacdo e as
amostras foram fixadas em Bouin aquoso por seis horas e processadas para permitir

estudos ao microscépio de luz.

Verificou-se a acdo da droga no processo e para 0s experimentos desenvolvidos
nessa pesquisa permitirem uma melhor avaliagdo da acdo da dexametasona na
regeneracao, decidiu-se pela utilizacdo da droga em dose de 20 mg/L.

Assim, foram montados dois aquarios de vidro com agua declorada e limpa,
temperatura de 25°C e aeragdo constante. Sessenta peixes dos tanques estoque foram
coletados ao acaso, pesados e medidos a olho nu sobre uma folha de papel milimetrado
e apresentaram tamanhos médios de 6,4 cm e peso médio de 3,4 gramas. Depois, 0s
peixes foram distribuidos nos dois aquarios (30 peixes para o grupo controle e 30 peixes
para o grupo tratado) (Fig. 6), de forma a manter a proporgéo de 1 grama de peixe para
1 litro de agua de acordo com ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION
AND DEVELOPMENT (OECD, 1992).

No aquario denominado grupo tratado, a dexametasona (Henrifarma, Sdo Paulo,
Brasil) foi dissolvida na concentracdo de 20mg/L. A adicdo da dexametasona foi feita
ap06s uma semana, garantindo assim um periodo de adaptacdo aos peixes. O aquério do
grupo controle foi mantido apenas com agua.

Apb6s 24 horas, os peixes foram anestesiados com benzocaina (1:10000)
(SYNTH, Brasil) e, com o auxilio de papel milimetrado (Figs. 7 e 8), tiveram suas
nadadeiras caudais amputadas transversalmente (com uma navalha afiada) no sentido
dorso-ventral, a 3 mm do pedunculo muscular da cauda (Figs. 9 e 10) (de acordo com
BECERRA et al., 1996). Os animais voltaram para seus respectivos aquarios para que a
regeneracao da nadadeira pudesse ocorrer.

Diariamente, até o final do experimento, toda a agua de cada aquério foi trocada
por agua limpa e declorada e, no aquério experimental, foi acrescentada a dose de
20mg/L da dexametasona.

Nos intervalos de um, dois, quatro, seis, oito e 10 dias de regeneragdo apos a
amputacdo, os animais foram anestesiados novamente e tiveram a regido regenerada de
suas nadadeiras medidas a olho nu com o auxilio de um papel milimetrado. Em seguida,
para os estudos histoldgicos, as nadadeiras foram excisadas e fixadas em Bouin aquoso

por seis horas. Foram utilizados cinco espécimes para cada intervalo de tempo.
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As amostras foram processadas, da maneira descrita abaixo, para permitir

estudos ao microscopio de luz.

3.2.2 Preparacao das amostras para microscopia de luz

Apos a fixacdo em Bouin aquoso, as nadadeiras em regeneracdo excisadas,
foram lavadas trés vezes em alcool 50%, sendo 10 minutos em cada troca de alcool.
Posteriormente, o material foi colocado em &lcool 70% onde foram deixados por
aproximadamente 24 horas.

As nadadeiras foram entdo desidratadas em concentracdes crescentes de alcool
(alcool 80, 95 e 100%) por 10 minutos em cada troca.

Em seguida, o material foi passado em alcool-xilol (1:1) e xilol puro por cinco
minutos, e parafina liquida a 60°C por 20 minutos para ser incluido em parafina a
temperatura ambiente, em formas apropriadas, até a sua solidificacao.

Foram feitos cortes histolégicos de 5 um que foram postos em laminas de vidro
e ap6s 24h foram desparafinizados em xilol puro em dois banhos de 20 minutos e,
hidratados em concentragdes decrescentes de alcool (alcool 100, 95, 80 e 70%) por 5
minutos em cada troca. Apds esse procedimento os cortes foram lavados em &gua
destilada e corados com hematoxilina-eosina, tricromico de Masson e picrosirios-
hematoxilina.

3.2.2.1 Técnica de coloracéo pela hematoxilina e eosina (H.E.):

Método mais utilizado em histologia para células em geral, em que os nucleos e
também as substancias basofilas do citoplasma coram-se de azul escuro a roxo pela
hematoxilina, pois, por este ser um corante basico cora estruturas acidas (por exemplo,
acidos nucléicos). Por sua vez, os tecidos musculares, coldgeno, heméacias e outras
estruturas acidofilas coram-se em varios tons de rosa a vermelho pela eosina. Sendo um
corante &cido, a eosina vai evidenciar estruturas basicas (por exemplo, proteinas basicas
presentes no citoplasma e na matriz extracelular) (BEHMER et al., 1976; JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983).

Apos hidratagdo do preparado histoldgico, realizou-se o protocolo abaixo:
Coloracdo com Hematoxilina de Erlich — 1 banho de 3 minutos;
Lavagem em agua corrente — 5 vezes rapidamente e 1 banho de 5 minutos;

Lavagem com agua destilada — uma vez rapidamente;
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Coloracao com Eosina Y alcoolica 0,5% — 1 banho de 5 minutos;
Lavagem com &gua destilada — 3 vezes rapidamente;

Desidratacdo e montagem.

3.2.2.2 Técnica de coloracéo pelo tricromico de Masson:

Método que consiste em utilizar trés corantes distintos, distinguindo melhor a
organizacdo tecidual, em relagdo ao H.E. Apresenta como resultado a tonalidade
avermelhada, dada pela fucsina &cida, para citoplasma, fibras musculares, queratina,
fibras intercelulares; a cor azul, dada pelo corante azul de anilina, para fibras colagenas,
muco, cartilagem e 0sso; e a cor azul mais escura a roxo, dada pela hematoxilina, para
nucleos (BEHMER et al., 1976).

Apos hidratacdo do preparado histoldgico, realizou-se o protocolo abaixo:
Coloracdo com Hematoxilina de Erlich — 1 banho de 3 minutos;
Lavagem com agua corrente — 5 vezes rapidamente e 1 banho de 5 minutos;
Lavagem com agua destilada — uma vez rapidamente;
Coloragdo com Fucsina &cida — 1 banho de 2 minutos;
Lavagem com agua destilada — 5 a 6 vezes rapidamente;
Coloragao com Azul de anilina — 1 banho de 5 minutos;
Lavagem com agua destilada — uma vez rapidamente;

Desidratagdo e montagem.

3.2.2.3 Técnica de coloracéo pelo picrosirios-hematoxilina:

Método utilizado para os tecidos em geral e para o tecido conjuntivo em
particular. Segundo Junqueira & Junqueira (1983) é um dos tricromicos descritos na
literatura de maior eficiéncia e resultados mais nitidos. Ele cora a proteina colageno
presente nas fibras colagenas e reticulares, cartilagens e membranas basais em vermelho
pelo sirius red. Cora os nucleos em azul escuro ou roxo pela hematoxilina, e as células
epiteliais e musculares em réseo, pelo &cido picrico (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA
1983).

Apos hidratacdo do preparado histolégico, realizou-se o protocolo abaixo:
Coloragao em Sirius red — 1 banho de 40 minutos;

Lavagem com agua destilada — 5 a 6 vezes rapidamente;
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Colracdo com Hematoxilina de Erlich — 1 banho de 2 minutos;
Lavagem com agua corrente — 3 vezes rapidamente e 1 banho de 5 minutos
Lavagem com agua destilada — uma vez rapidamente;

Desidratagdo e montagem.

3.3 Anélise Estatistica

Vinte e cinco cortes histologicos de nadadeiras de cinco peixes em cada
intervalo de regeneragdo, selecionados ao acaso, foram fotografados em
fotomicroscopio convencional conjugado com software de anélise de imagem Image
Pro-Plus (versdo 4.1.12; Media Cybernetics, E.U.A.). As imagens das &reas das
nadadeiras em regeneracdo foram medidas com uma lente objetiva com aumento de 2x
e analisadas morfometricamente.

Os resultados foram comparados estatisticamente por meio das medidas das
areas de cada intervalo de tempo, usando-se andlise de variancia (ANOVA). As analises
estatisticas foram feitas usando-se o programa estatistico INSTAT v 2.01 (GraphPad,
San Diego, CA. USA).
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Legenda das figuras

Figura 5. Tanques plasticos estoque para quarentena e manutencao dos peixes.

Figura 6. Aquarios experimentais, com aeragdo constante e temperatura controlada,
contendo os peixes Cyprinus carpio do grupo controle e tratado com dexametasona na
dose de 20mg/L.

Figura 7. Verificacdo com auxilio de papel milimetrado, do comprimento total do peixe
e medindo os trés milimetros apo6s o pedunculo caudal para a sec¢do da nadadeira.

Figura 8. Peixe de aproximadamente 7,5 cm de comprimento, antes da amputacdo da
nadadeira caudal.

Figura 9. Corte da nadadeira caudal de um representante de Cyprinus carpio no sentido
dorso-ventral, a 3 mm do peddnculo muscular da cauda.

Figura 10. Peixe anestesiado, apds a amputacao transversal da nadadeira caudal.
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4 Resultados

As carpas (C. carpio) mantidas em quarentena nos tanques estoque
apresentaram-se saudaveis, ndo tendo sido verificado nenhum comportamento que

comprometesse 0s experimentos.

Os resultados do ensaio prévio (experimento piloto) mostraram que no grupo
controle a regeneracdo aconteceu de acordo com a literatura e as lepidotriquias se
desenvolveram normalmente (Figs. 11 e 12). Enquanto as figuras 13 e 14 mostram 0s
resultados utilizando dose de 25mg/L de dexametasona, houve a acdo da droga no
processo. Com oito dias de regeneracdo verificou-se no grupo tratado que o epitélio e o
tecido conjuntivo haviam crescido na direcdo proximo-distal e as células da camada
basal do epitélio apresentavam-se altas (cilindricas). No entanto, as células do blastema
ndo se dispuseram uma ao lado da outra, formando uma fileira Unica de células, para
iniciar a sintese da matriz lepidotriquial, de tal forma que ocorreu a completa inibicdo
da regeneracdo das lepidotriquias.

A partir desses resultados, foi montado entdo o experimento definitivo.

As nadadeiras caudais foram cortadas e 0s peixes recolocados nos aquarios.
Notou-se que a perda de sangue foi minima apds a amputacdo e, como 0S peixes
estavam bem, a lesdo comecou a ser reparada logo em seguida. Foi observado que logo
0S peixes recuperaram seu comportamento natatério, mostrando comportamento normal
nos dois grupos de tratamento.

Nessa fase, os peixes foram constantemente e atentamente observados e nenhum
comportamento irregular foi verificado. Essas observacdes sdo importantes, pois,
fatores negativos como ma qualidade da agua, contaminacdo microbioldgica e outros,
podem perturbar o comportamento dos animais. A ndo ingestdo do alimento e mudancas
no comportamento natatorio sdo exemplos de aspectos importantes para dar
continuidade ou ndo ao experimento.

No primeiro e segundo dias apds a amputacdo a regenera¢do nao foi mensuravel
a olho nu. As medidas das nadadeiras regeneradas foram feitas a partir do 4° dia de
regeneracao sobre uma folha de papel milimetrado (Fig. 15). Utilizando-se cinco peixes
para cada intervalo de tratamento, os peixes foram anestesiados e as regides regeneradas
das nadadeiras coletadas (Fig. 16). As medidas mostraram que houve diferencas de

tamanho entre o grupo controle e o grupo tratado (Fig. 17). A medida da nadadeira de
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um peixe do grupo controle com seis dias apresentou aproximadamente 2 mm de regido
regenerada (Fig. 17 (A)), enquanto a medida da nadadeira de um peixe do grupo tratado,
apresentou aproximadamente 1 mm de regido regenerada (Fig. 17 (D)). A medida
aproximada de regido regenerada da nadadeira de um peixe do grupo controle com oito
dias foi 4 mm (Fig. 17 (B)), enquanto a do grupo tratado, foi 2 mm (Fig. 17 (E)). E 10
dias depois da amputagdo um peixe do grupo controle apresentou 5 mm de regido
regenerada da nadadeira (Fig. 17 (C)), enquanto um peixe do grupo tratado, apresentou
a medida de 2 mm de regido regenerada (Fig. 17 (F)). As médias obtidas sdo mostradas

na Tabela 1 e na Figura 18.

Com as analises dos cortes histologicos do experimento no primeiro e segundo
dia apds a amputacdo observou-se que a lesdo foi completamente coberta pelas células
epidérmicas laterais das nadadeiras que nao sofreram nenhum dano e desde as primeiras
horas apds a lesdo migraram para a regido amputada e cobriram a ferida em todas as
nadadeiras, formando a capa epidermal apical tanto nos peixes do grupo controle como
nos do grupo tratado, demonstrando assim que ndo houve diferencas entre 0s grupos
(Figs. 19 e 20).

No 4° dia de regeneracdo, logo abaixo da epiderme das nadadeiras, houve a
formacdo de uma massa de celulas conjuntivas com coloragdo mais escura, o blastema
(Figs. 21 e 22). A partir desse dia as diferencas entre os grupos controle e tratado
comecaram a aparecer e notou-se que o blastema ndo se desenvolveu da mesma forma
nos dois grupos; no grupo controle o blastema apresentou-se mais desenvolvido (Fig.
21) do que o do grupo tratado (Fig. 22).

Com seis dias de regeneracdo, as nadadeiras caudais dos peixes do grupo
controle apresentaram regeneracdo normal, ou seja, o epitélio e o tecido conjuntivo
haviam crescido na direcdo proximo-distal, as células da camada basal do epitélio
apresentavam-se altas (cilindricas), as células do blastema se dispuseram formando uma
fileira Gnica de células uma ao lado da outra (células estas chamadas agora de
escleroblastos) e iniciaram a sintese da matriz lepidotriquial, na regido voltada para a
membrana basal do epitélio (Fig. 23).

Na Figura 24 observa-se com mais detalhes a camada basal do epitélio e o
blastema, e na Figura 25, os escleroblastos enfileirados de ambos os lados do

hemissegmento lepidotriquial em regeneracdo. Percebe-se que a sintese da matriz
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também ocorre na outra face da lepidotriquia, proporcionando, ja no sexto dia de
regeneracao, um crescimento na largura do raio.

Na Figura 26 pode-se observar, com seis dias de regenera¢do, como em um
peixe do grupo controle a area regenerada da nadadeira caudal apresenta um longo
trecho de tecido epitelial e conjuntivo regenerado. No entanto, as nadadeiras do grupo
tratado também apresentaram as células da camada basal do epitélio cilindricas,
envolvidas na sintese da membrana basal, mas, diferentemente do controle, a matriz
lepidotriquial ainda ndo comecou a ser sintetizada e o desenvolvimento do tecido
conjuntivo foi afetado, mostrando uma inibig&o no processo (Fig. 27).

Aos oito e 10 dias de regeneracdo ja ndo ha mais muitas diferengas histoldgicas
entre 0s grupos controle e tratado (Figs. 28, 29, 30 e 31). Oito dias apds a amputacdo da
nadadeira nota-se no grupo controle que as lepidotriquias cresceram em comprimento e
largura praticamente todo o seu tamanho e o grupo tratado, apesar de ainda ndo ter
desenvolvido o mesmo que o grupo controle, estd a caminho, pois, aos 10 dias no
processo regenerativo ja aparecem as pequenas espiculas chamadas actinotriquias, que
sustentam a borda da membrana da nadadeira, €, como aparecem nos dois grupos (Figs.
32 e 33) constata-se que a regenerac¢do nao foi cessada nos peixes do grupo tratado com
dexametasona, foi mais lenta.

A partir dos quatro dias apos a lesdo, foram realizadas as analises morfométricas
das areas regeneradas. Foram fotografadas e medidas as regeneracGes de 25 cortes
histoldgicos de cinco peixes de cada intervalo.

As analises das medidas das areas regeneradas confirmam os dados obtidos
macroscopicamente e observados ao microscopio. Houve diferenca na regeneracao do
grupo tratado quando comparado ao grupo controle nos intervalos de quatro, seis, oito e
10 dias de regeneracéo.

Verificou-se que, em cada intervalo analisado, a medida da area regenerada das
nadadeiras dos peixes expostos a droga (grupo tratado) eram menores que a medida da
area regenerada das nadadeiras dos peixes do grupo controle (Figura 34).

Embora a média das medidas entre o grupo controle e o tratado com quatro dias
de regeneracdo ndo tenha apresentado diferenca estatistica significativa, pois o valor de
P é 0,6605, foi constatado que houve diferenca significativa quando os dois grupos
foram comparados nos intervalos de seis, oito e 10 dias de regeneracdo, nos quais o

valor de P foi <0,0001 o que é considerado extremamente significativo.
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Dessa maneira, os dados morfométricos e histolégicos mostraram que a
regeneracdo das nadadeiras caudais ocorreu normalmente nos peixes do grupo controle,

mas, 0 processo ndo se desenvolveu adequadamente nos peixes do grupo tratado.
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Legenda das figuras

Figuras 11 e 12. Cortes longitudinais da regido distal de nadadeiras caudais de peixe
Cyprinus carpio do grupo controle do projeto piloto com oito dias de regenerag&o.

Figura 11. Seta preta: local de amputacdo; L: lepidotriquia velha (ndo regenerada); E:
epiderme em regeneracdo; CR: tecido conjuntivo em regeneracdo. Picrosirios-
hematoxilina. Barra: 200 pm.

Figura 12. Seta preta: local de amputacéo; L: lepidotriquia velha (ndo regenerada); Seta
rosa: lepidotriquia em regeneracdo; E: epiderme em regeneracdo; CR: tecido conjuntivo
em regeneracgdo. Picrosirios-hematoxilina. Barra: 50 pm

Figuras 13 e 14. Cortes longitudinais da regido distal de nadadeiras caudais de peixe
Cyprinus carpio do grupo tratado do projeto piloto com 25mg/L de dexametasona, com
oito dias de regeneragé&o.

Figura 13. Seta preta: local de amputagdo; L: lepidotriquia velha (n&o regenerada); E:
epiderme em regeneragdo; CR: tecido conjuntivo em regeneracdo. Seta verde: células
cilindricas da camada basal do epitélio, envolvidas na sintese da membrana basal do
epitélio. Picrosirios-hematoxilina. Barra: 50 um

Figura 14. Seta preta: local de amputacdo; L: lepidotriquia velha (ndo regenerada); E:
epiderme em regeneragdo; CR: tecido conjuntivo em regeneragdo. Seta verde: células
cilindricas da camada basal do epitélio, envolvidas na sintese da membrana basal do
epitélio. Picrosirios-hematoxilina. Barra: 30 um
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Legenda das figuras

Figura 15. Peixe Cyprinus carpio do grupo controle, com oito dias de regeneracéo,
mostrando a nadadeira caudal com 3 mm de regeneracdo. A seta mostra o local da
amputacgdo. A regido regenerada encontra-se a direita da seta.

Figura 16. O mesmo peixe da figura anterior, com a nadadeira caudal excisada, no
momento da coleta, para processamento para analise histoldgica.

Figura 17. Nadadeiras coletadas de peixes Cyprinus carpio do grupo controle e tratado
com seis, oito e 10 dias de regeneragdo, com auxilio ao fundo de papel milimetrado para
medir aproximadamente as diferencas no desenvolvimento do processo de regeneracéo.
As setas mostram as regifes onde as nadadeiras foram amputadas. As regides
regeneradas se encontram a direita da seta.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo do comprimento a olho nu da regido regenerada, das
nadadeiras caudais de cinco peixes Cyprinus carpio do grupo controle e cinco do grupo tratado
com dexametasona 20 mg/L, em cada intervalo de tempo.

Dias ap6s a amputacédo Tratamentos

Regido regenerada (cm)

Controle Tratado
4 0,10+0 0,05 + 0,04
0,17 £ 0,06 0,06 + 0,02
8 0,300 0,19 + 0,06
10 0,41 +0,09 0,23 £ 0,05

Média do comprimento da parte regenerada da nadadeira
@ Controle O Tratado
0,60
0,50
5 0,40
©
el
o
2 0,30
3]
(o2}
e
©
2 0,20
<
N ._TT
0,00
4DR 6DR 8DR 10DR
Dias de regeneracao

Figura 18. Grafico mostrando o desenvolvimento do 4° ao 10° ap6s a amputagdo da regido
regenerada das nadadeiras caudais de Cyprinus carpio, observado a olho nu nos peixes do grupo
controle e no grupo tratado com 20mg/L de dexametasona.
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Legenda das figuras

Figuras 19 e 20. Cortes longitudinais da regido distal de nadadeiras caudais de peixe
Cyprinus carpio com um dia de regenerag&o.

Figura 19. Grupo controle. Seta preta: local de amputagéo; L: lepidotriquia velha (ndo
regenerada); E: epiderme em regeneracgdo; observar a capa epidermal apical; C: tecido
conjuntivo ndo regenerado. Tricromico de Masson. Barra: 30 pm.

Figura 20. Grupo tratado com 20mg/L de dexametasona. Seta preta: local de amputacdo;
L: lepidotriquia velha (ndo regenerada); E: epiderme em regeneracdo; observar a capa
epidermal apical; C: tecido conjuntivo ndo regenerado. Picrosirios-hematoxilina. Barra:
30 pm.

Figuras 21 e 22. Cortes longitudinais da regido distal de nadadeiras caudais de peixe
Cyprinus carpio com quatro dias de regeneracao.

Figura 21. Grupo controle. Seta preta: local de amputagéo; L: lepidotriquia velha (ndo
regenerada); E: epiderme em regeneracdo; C: tecido conjuntivo ndo regenerado;
Asterisco: local onde se localiza o blastema. Tricrdmico de Masson. Barra: 50 um.

Figura 22. Grupo tratado com 20mg/L de dexametasona. Seta preta: local de amputacdo;
L: lepidotriquia velha (ndo regenerada); E: epiderme em regeneracdo; C: tecido
conjuntivo ndo regenerado; Asterisco: local onde se localiza o blastema. Picrosirios-
hematoxilina. Barra: 50 pm.
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Legenda das figuras

Figuras 23, 24 e 25. Cortes longitudinais de nadadeiras caudais de peixe Cyprinus
carpio do grupo controle com seis dias de regeneracéo.

Figura 23. Unido de trés fotomicrografias em aumento 10x, onde se observa todas as
caracteristicas. Seta preta: local de amputacgdo; L: lepidotriquia velha (ndo regenerada);
Seta rosa: lepidotriquia em regeneracdo; Seta azul: escleroblastos; E: epiderme em
regeneracdo; C: o tecido conjuntivo ndo regenerado; CR: tecido conjuntivo em
regeneracdo; Asterisco: local onde se localiza o blastema; Setas verdes: células
cilindricas da camada basal do epitélio, envolvidas na sintese da membrana basal do
epitélio. Picrosirios-hematoxilina.

Figura 24. Maior aumento mostrando em detalhe as celulas cilindricas da camada basal
do epitélio (setas verdes), envolvidas na sintese da membrana basal com seis dias de
regeneracgdo. E: epiderme em regeneracdo; Asterisco: local onde se localiza o blastema.
Picrosirios-hematoxilina. Barra: 50 um.

Figura 25. Maior aumento mostrando em detalhe os escleroblastos que aparecem do
outro lado do hemissegmento da lepidotriquia com seis dias de regeneracgdo. Seta preta:
local de amputagdo; Seta rosa: lepidotriquia em regeneracdo; E: epiderme em
regeneracdo; CR: tecido conjuntivo em regeneracdo; Setas azuis: escleroblastos.
Picrosirios-hematoxilina. Barra: 50 um.
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Legenda das figuras

Figuras 26 e 27. Cortes longitudinais da regido distal de nadadeiras caudais de peixe
Cyprinus carpio com seis dias de regeneragéo.

Figura 26. Grupo controle. Seta preta: local de amputacdo; Seta rosa: lepidotriquia em
regeneracdo; E: epiderme em regeneracdo; CR: tecido conjuntivo em regeneracéo.
Picrosirios-hematoxilina. Barra: 200 pm.

Figura 27. Grupo tratado com 20mg/L de dexametasona. Seta preta: local de amputacéo;
L: lepidotriquia velha (ndo regenerada); E: epiderme em regeneracdo; C: tecido
conjuntivo ndo regenerado; CR: tecido conjuntivo em regeneracdo. Picrosirios-
hematoxilina. Barra: 50 pm.

Figuras 28 e 29. Cortes longitudinais da regido distal de nadadeiras caudais de peixe
Cyprinus carpio com oito dias de regeneracao.

Figura 28. Grupo controle. Seta preta: local de amputagéo; L: lepidotriquia velha (ndo
regenerada); Seta rosa: lepidotriquia em regeneracéo; E: epiderme em regeneracdo; C:
tecido conjuntivo ndo regenerado; CR: tecido conjuntivo em regeneragdo. Picrosirios-
hematoxilina. Barra: 200 pm.

Figura 29. Grupo tratado com 20mg/L de dexametasona. Seta preta: local de amputacdo;
L: lepidotriquia velha (ndo regenerada); Seta rosa: lepidotriquia em regeneracdo; E:
epiderme em regeneracdo; C: tecido conjuntivo ndo regenerado; CR: tecido conjuntivo
em regeneracdo. Picrosirios-hematoxilina. Barra: 200 um.

Figuras 30 e 31. Cortes longitudinais da regido distal de nadadeiras caudais de peixe
Cyprinus carpio com 10 dias de regeneracao.

Figura 30. Grupo controle. Seta preta: local de amputagéo; L: lepidotriquia velha (ndo
regenerada); Seta rosa: lepidotriquia em regeneragdo; E: epiderme em regeneracéo; C:
tecido conjuntivo ndo regenerado; CR: tecido conjuntivo em regeneragdo. Picrosirios-
hematoxilina. Barra: 200 pm.

Figura 31. Grupo tratado com 20mg/L de dexametasona. Seta preta: local de amputacéo;
L: lepidotriquia velha (ndo regenerada); Seta rosa: lepidotriquia em regeneracdo; E:
epiderme em regeneracdo; C: tecido conjuntivo ndo regenerado; CR: tecido conjuntivo
em regeneragdo. Picrosirios-hematoxilina. Barra: 200 pm.
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Legenda das figuras

Figuras 32 e 33. Cortes transversais da regido distal de nadadeiras caudais de peixe
Cyprinus carpio com 10 dias de regeneracao.

Figura 32. Grupo controle. E: epiderme em regeneracdo; CR: tecido conjuntivo em
regeneracdo; Setas vermelhas: actiniotriquias em regeneracao. Picrosirios-hematoxilina.
Barra: 10 um.

Figura 33. Grupo tratado com 20mg/L de dexametasona. E: epiderme em regeneracao;
CR: tecido conjuntivo em regeneracdo; Setas vermelhas: actiniotriquias em regeneracéo.
Picrosirios-hematoxilina. Barra: 10 um.
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Figura 34. Grafico mostrando a média das areas da regido regenerada das nadadeiras caudais de
Cyprinus carpio do 4° ao 10° dia ap6s a amputagdo obtida nos peixes do grupo controle e do
grupo tratado com 20mg/L de dexametasona.
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5 Discussao

O ser humano encontra-se permanentemente sujeito a lesGes que podem levar a
morte celular e destruicdo dos tecidos. A cicatrizacdo, uma resposta a esta leséo,
representa uma tentativa de se manter a estrutura e a funcdo normais. Mas, alguns
organismos mais basais como, por exemplo, 0s peixes, possuem a capacidade de
regeneracdo. A regeneracdo € a reposicdo perfeita de uma célula ou tecido lesionado
(ABELOQS, 1932; GOSS; STAGG, 1957; KIORTSIS; TRAMPUSCH, 1965; HAY,
1966; MATTSON, 1976; ORD; STOCKEN, 1984; MUNEOKA; BRYANT, 1984,
MUNEOKA et al., 1986).

Diferentemente da formacdo de um blastema com celulas indiferenciadas, que
ocorre em alguns animais, se lesionados, os mamiferos tém uma deficiéncia em células
para regenerar. Algumas células ou tecidos sdo comuns entre os vertebrados em geral, e
essa caracteristica, junto com a anatomia relativamente simples da nadadeira caudal do
teledsteo, faz desse 6rgdo um vantajoso modelo para pesquisas e estudos da capacidade
de regeneracdo de tecidos e 6rgdos (MASAKI; IDE, 2007; YIN; POSS, 2008).

Embora as nadadeiras de peixes teledsteos regenerem com facilidade em
condigBes normais, elas sdo extremamente sensiveis a fatores como variages na
temperatura, intensidade da luz e acdo de alguns contaminantes (JOHNSON;
WESTON, 1995; NECHIPORUK; KEATING, 2002).

Em estudos realizados no laboratdrio de Bioensaios em peixes do Departamento
de Histologia e Embriologia da UNICAMP, se observou que as drogas antiinflamatérias
podem ou ndo interferir na sintese do colageno lepidotriquial. Dentre as drogas ja
estudadas pelo grupo, verificou-se, por exemplo, que a aspirina interfere na regeneracéo
das lepidotriquias, as quais ndo se regeneram completamente, e as actiniotriquias das
nadadeiras regeneradas dos peixes tratados ndo se formam (BECHARA et al., 2003),
enquanto que o estudo feito com o naproxeno mostrou que a analise morfométrica da
area regenerada ndo apresentou nenhuma diferenca significativa (BOCKELMANN;
BECHARA, 2004, 2007).

Muitos estudos tém mostrado que o antiinflamatorio dexametasona tém efeitos
inibitérios no metabolismo de tecidos conjuntivos em mamiferos (BEER et al., 2000;
OISHI et al.,, 2002). Ele pode acelerar a degradagdo da cartilagem, por inibir a
proliferacdo de condrdcitos e a formacdo de matriz extracelular (SU et al., 1996;
MIYAZAKI et al., 2000).
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Além do tecido conjuntivo, sabe-se que esta substancia afeta também tecidos
epiteliais. Por este motivo os efeitos do uso cronico da dexametasona na regeneracao
dos tecidos epitelial e conjuntivos tém gerado interesse significativo, principalmente na
area médica, uma vez que se trata de uma droga glicocorticOide esterdide bastante
utilizada em inUmeros tratamentos.

Sabe-se, por exemplo, que devido a capacidade de inibir a producdo de
colageno, o uso continuado de corticoides pode elevar o nimero de complica¢fes pos-
operatdrias podendo ocorrer a diminuicdo da resisténcia da cicatriz a trages (TENIUS
etal., 2007).

Bechara et al. (2000) mostraram que, para alguns peixes, a regeneracdo das
lepidotriquias foi deficiente apds administracdo de dexametasona (na dose de 0,25
mg/L), indicando uma acdo dessa droga na sintese do colageno lepidotriquial. Ao
microscopio eletrdnico, esses autores mostraram a ocorréncia de um fendmeno descrito
como laminacdo ou splitting da lamina basal do epitélio (GHADIALLY, 1997),
sugerindo, também, um defeito no colageno.

A fim de se analisar o efeito de uma maior concentragdo da dexametasona,
foram realizados ensaios prévios com aquarios controle e tratado com a dose de 25
mg/L. Ocorreu a completa inibicdo da regeneracdo das lepidotriquias e confirmou-se a
acao da droga no processo. Mas, para 0s experimentos cientificos desenvolvidos nessa
pesquisa permitirem uma melhor avaliacdo da acdo da dexametasona na regeneracéo,
decidiu-se pela utilizacdo da droga em dose de 20 mg/L.

No presente estudo, as médias das medidas das regifes regeneradas das
nadadeiras caudais, geraram resultados nos quais se podem constatar o tamanho da
regeneracdo a partir do quarto dia até a ultima observacdo aos 10 dias. A parte
regenerada foi medida s6 a partir do quarto dia, pois foi quando se apresentou
mensuravel a olho nu. A média foi de 1 mm para o grupo controle e cerca de metade
(0,5mm) para o grupo tratado. Sabe-se que, no primeiro e segundo dias de regeneragdo
ocorrem 0S primeiros processos regenerativos, como a cicatrizacdo, o crescimento do
epitélio e a formagdo do blastema, mas, no entanto, ndo € possivel a realizacdo da

medida macroscopica da regido em regeneracao.

A concentracdo utilizada de 20mg/L de dexametasona alterou o tempo
conhecido que as nadadeiras dos teledsteos levam para se reconstituir, produzindo

diferenca nitida no crescimento das nadadeiras caudais dos animais do grupo tratado
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quando comparado ao grupo controle. As observagdes mostram que a dexametasona
afetou a regeneracdo das nadadeiras, atrasando o processo, mas ndo causando a
completa inibicdo da regeneracéo.

Nos dois primeiros dias ap0s a amputagdo, se observou que ndo houve muitas

diferencas entre os grupos controle e tratado.

Mas quatro dias apés lesionadas, as nadadeiras dos peixes do grupo tratado nao
apresentaram regeneracdo como as dos peixes do grupo controle. Observou-se que as
células da camada basal do epitélio ainda ndo se apresentavam altas, essencial para a
sintese da membrana basal, e, comparando ao controle, o blastema se desenvolveu
menos. A partir desse ponto, conseqiientemente, a regeneragdo no grupo tratado
mostrou um atraso significativo.

A formacdo do blastema é fundamental para a regeneracdo das nadadeiras como
um todo e para a regeneracdo dos elementos esqueléticos (lepidotriquias e
actinotriquias). Fatores moleculares como o Fgf (Fator de crescimento dos fibroblastos)
e de receptores para esses fatores (tais como o Fgfrl) sdo exemplos de genes que atuam
na formacdo do blastema, e o bloqueio da sua expressdo pode inibir a formacdo do
mesmo. (POSS et al., 2000). Esses autores usaram uma concentracdo de 0,5 mg/L de
uma droga lipolitica inibidora de fibroblastos (Fgfrl), a SU5402, que chamaram de Ri, e
observaram a inibicdo da proliferacdo de células do blastema, com conseqiiente inibicéo
do processo de regeneracéo.

Outra substancia estudada que afeta o desenvolvimento do blastema e a
regeneracdo da nadadeira caudal, é a 2,3,7,8 — tetrachlorodibenzo-p-dioxin. Zodrow;
Tanguay (2003) injetaram doses de dois, oito, 14, 70 mg/g de peso corporal em
zebrafish adultos e, houve a inibicdo da regeneracdo da nadadeira caudal em todos os
intervalos analisados. As taxas de proliferagdo celular foram significativamente menores
nos peixes expostos a droga.

Tem sido amplamente estudada a participagdo de genes como: Msx (genes da
familia homeobox presentes em vertebrados relacionados com sequéncias de
“Drosophila muscle segment homeobox” - msh); o lef 1; o wnt 3; o wnt 5; o Shh - Sonic
Hedgehog (Hedgehog inicialmente identificado em Drosophila, requerido para o padrao
de segmentacdo), entre outros, no processo de regeneracdo das nadadeiras dos
teledsteos, principalmente em zebrafish (MURCIANO et al., 2002; NECHIPORUK;
KEATING, 2002; POSS et al., 2003).
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Akimenko et al. (1995) estudaram a expressao de quatro genes homeobox da
familia Msx (MsxA, MsxB, MsxC e MsxD) durante a regeneracdo da nadadeira
observaram que a expressdo desses genes é fortemente reinduzida durante o processo
regenerativo. A expressdo do gene Msx ocorre logo apds 30h da lesdo e atinge nivel
maximo entre o terceiro e quinto dias de regeneracao, ou seja, aumenta muito durante a
formacdo do blastema. A medida que a nadadeira volta ao tamanho normal a expressdo
do Msx diminui progressivamente e desaparece por volta do 12° dia de regeneragéo.

Outro estudo mostrou que alteragdes nos genes Sdfl (stromal-cell-derived factor-
1) podem interromper a proliferacdo em é&reas ao redor da epiderme e impedir a
regeneracao da nadadeira, uma vez que estes genes sao importantes para a formacao do
blastema (DUFOURCQ); VRIZ, 2006).

Os dados desses trabalhos sugerem que um desenvolvimento deficiente, ou até
mesmo uma inibi¢do no processo de regeneracdo da nadadeira, esta intimamente ligado
a uma alteracdo na expresséo desses genes.

De acordo com os resultados do presente estudo, a dexametasona na dose
utilizada, afetou a formagéo do blastema e, portanto, a regeneracdo da nadadeira como
um todo. A dexametasona pode ter influenciado na expressdo dos genes necessarios
para 0 processo de regeneracdo, tal como o gene Fgf ou 0 gene Msx ou outros que estdo
envolvidos na formacé&o do blastema. A dexametasona pode ter, ainda, inibido as células
responsaveis pela sintese do coldgeno, como aconteceu quando se usou a droga
lipolitica SU5402 ou a substancia 2,3,7,8 — tetrachlorodibenzo-p-dioxin (ZODROW;
TANGUAY, 2003). Ou, até mesmo, pode ter inibido as células produtoras de colageno
através da inibicdo da traducdo do RNAm para o colageno tipo Il, assim como
Kawashima et al. (2003) observaram em estudos com cultura de células.

Houve um atraso na regeneracdo das nadadeiras dos peixes do grupo tratado em
todos os intervalos, mas isso foi maior no inicio do processo de regeneracao, no 4° e 6°
dias apds a amputacdo. Nota-se que ndo houve muito avanco na regeneracéo de seis dias
apos a lesdo quando se compara com a observada aos quatro dias nos peixes do mesmo
grupo tratado.

Os resultados obtidos nesse periodo da pesquisa mostram que a dexametasona
possivelmente interferiu, talvez por um fator quimico, na expressdo desses genes
essenciais para a proliferacdo das células do blastema, prejudicando, assim, a completa
regeneracao dessas nadadeiras. O processo de regeneracdo ocorreu lentamente, mas nao

houve total inibicdo do processo. Os danos podem ter sido reparados durante o
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desenvolvimento e proliferacdo das células do blastema, culminando com a regeneracéo
propriamente dita. A utilizacdo deste modelo de estudo histoldgico frente a utilizacdo de
drogas contribui para identificar como se da a influéncia no processo regenerativo e na
sintese do colageno por excesso de corticoides.

Apesar de a partir do 8° dia a média das areas regeneradas ser maior, mostrando
um ganho de crescimento em comprimento e uma retomada na regeneracdo das
nadadeiras dos peixes do grupo tratado, a principal diferenca notada é na velocidade da
regeneracao, pois, aos oito e 10 dias ap6s o inicio do processo regenerativo, quase ndo
se percebe o ponto lesionado.

O presente estudo sugere que a dexametasona na dose utilizada nas condigdes
experimentais, afetou os tecidos conjuntivos das nadadeiras, mas, provavelmente, a acéo
da droga ndo € irreversivel.

Comparando o grupo tratado com o grupo controle verificou-se que nessa dose,
de 20mg/L, a regeneragédo das nadadeiras apresentou um lento processo regenerativo e
também, como nos ensaios, a dexametasona interferiu na regeneragdo das nadadeiras.
Mas, talvez, cessando a aplicacdo da droga, pode-se voltar a ter a expressao da proteina

em falta ou blogueada, e, assim, retomar 0 processo.

Assim, os resultados comprovam que a nadadeira caudal € um bom modelo para
estudos histoldgicos sobre a regeneracdo e a acdo da toxicidade de drogas nesse
processo, mas, com o0s estudos relatados acima, se percebe, também, que ha muito
sendo estudado no processo regenerativo molecular e, para se conhecer e compreender
melhor todas as alteracdes em todas as fases € de grande importancia a interacdo dessas
formas de estudo.
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6 Conclusfes

— Através de estudos comparativos, foi possivel demonstrar que a dexametasona,
na concentragdo de 20mg/L, interfere na regeneracdo das nadadeiras caudais de peixes
tele6steos Cyprinus carpio (carpas). Os dados comparativos, morfométricos e
histologicos, mostraram que a dexametasona altera 0 processo regenerativo e as
diferencas entre o grupo controle e o tratado aparece a partir do quarto dia do processo

de regeneracéo.

— Os dados do presente estudo comprovam as poucas informagdes que existem
na literatura de que a dexametasona ¢ uma droga que inibe a producdo de colageno e
assim interfere nos processos de regeneracgdo. Os constituintes das nadadeiras dos peixes
teledsteos contém grande quantidade de colageno e a regeneracdo foi afetada com a

exposicdo ao medicamento.

— Porém, para uma melhor compreensao das alteracdes que acontecem em todas
as fases da regeneracdo, a interagdo dos estudos histoldégicos com os estudos

moleculares do processo é de fundamental importancia.
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