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ABSTRACT

Ochandio, B. S.; Peterlini, M. F.; Pantalhdo, G. T.; Béckelmann, P. K. & Bechara, I. J. 2010. Histological study of
the regenerative processes of the patinga tail fin, a hybrid of pirapitinga (Piaractus brachypomus) and
pacu (Piaractus mesopotamicus). Braz. J. Aquat. Sci. Technol. 14(2): 63-71. ISSN 1808-7035. After partial
amputation, teleostean tail fins suffer a regenerative process capable of quickly restoring its original size and shape.
This process is called epimorphic regeneration and it is characterized by the following stages: the healing, based on the
formation of a multistratified epidermal layer, the formation of a mass of pluripotent cells known as blastema, the
differentiation of these cells, the synthesis and disposition of the extracellular matrix, the morphological growth and
restoration. The most common fish used in experiments performed on fin regeneration is the zebrafish, the carp and the
tilapia. So far, no studies were done on the regenerative process of the fins in Brazilian species. Thus, the objective of
this work was to study the regenerative process of the tail fin of the patinga (a hybrid from the crossing of the female
pirapitinga and the male pacu). For this purpose, the fish were anesthetized and had their tail fins transversally
amputated 3mm from the tail muscular peduncle. After 1, 2, 4, 6, 8 and 10 days of regeneration, the fins were collected,
fixed and processed in order to allow the light microscope study. It was observed that the tail fins of the patinga show
the same regenerative pattern already known of the zebrafish, the carp and the tilapia, which means that the regenerative
process occurred in a fast and precise way, and in the same sequence of the events already known and described.
Therefore, we believe that this specie is equally useful for future studies concerning, for example, biotic and abiotic
effects of this process, as well as for molecular biological studies.

Keywords: teleosts, regeneration, fin.
INTRODUGCAO

Atualmente, os estudos histolégicos da nada-
deira caudal dos teledsteos tém servido de modelo para
estudos da regeneracéo tecidual, assim como forne-
cem informacdes pertinentes da expresséo génica, ofe-
recendo bases fundamentais para estudos ao nivel
molecular na regeneracgdo tecidual. H4 uma cascata
de genes que codificam moléculas sinalizadoras e fa-
tores de transcricao que sao induzidos apds a amputa-
¢ao ou a injuria da nadadeira, levando a restauracao
das estruturas perdidas (Poss et al., 2000; Murciano et
al., 2002; Nechiporuk & Keating, 2002; Poss et al.,
2003).

A despeito da importancia dos estudos
histolégicos e moleculares para a regeneracao, estes
tém sido enfatizados em espécimes exoticos, como:
zebrafish (Danio rerio), carpa (Cyprinus carpio) e tilapia
(Tilapia melanopleura). Espécies brasileiras a cada dia

tornam-se importantes para a piscicultura, quer seja
pela criagcdo em cativeiro ou pela pesca esportiva. As-
sim, estudos voltados para estas espécies sao impor-
tantes, ndo somente pelo aspecto fundamental da pes-
quisa, mas, também, pela importancia econdémica.
Neste sentido, o presente trabalho traz a primeira con-
tribuicdo para se estudar o processo regenerativo das
nadadeiras caudais do patinga, um hibrido do cruza-
mento da fémea de pirapitinga, Piaractus brachypomus,
e do macho do pacu, Piaractus mesopotamicus, e com
esta a primeira em espécies brasileiras.

As nadadeiras dos teleésteos, quando parcial-
mente amputadas, passam por um processo de rege-
neracdo chamado de regeneracao epimorfica, caracte-
rizado pelas seguintes fases: cicatrizacao da ferida a
partir da formacdo de uma capa epidermal apical
multiestratificada, formacao de uma massa de células
mesenquimais multipotentes, o blastema, diferencia-
cdo dessas células, sintese e deposicao de matriz
extracelular, crescimento tecidual e restauracéo
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morfolégica (Goss & Stagg, 1957; Montes et al., 1982:
Becerra et al., 1983: Santamaria & Becerra, 1991;
Géraudie & Singer, 1992; Santamaria et al., 1992;
Becerra et al., 1996; Poss et al., 2000; Murciano et al.,
2002; Nechiporuk & Keating, 2002; Santos-Ruiz et al.,
2002; Akimenko et al., 2003; Poss et al., 2003;
Bdckelmann et al., 2009). Apés a amputacgédo, a rege-
neracao total da nadadeira é completada aproximada-
mente dentro de trés semanas (Becerra et al., 1996;
Mari-Beffa et al., 1996; Bechara et al., 2000; Akimenko
et al., 2003), processo este que se inicia quando o te-
cido conjuntivo presente dentro do raio € selado por um
coagulo com numerosas células sanguineas, principal-
mente leucdécitos, e enquanto isso, células da epiderme
lateral migram em direcéo ao plano de amputacgéo para
fechar a ferida. Um dia depois da amputacao, a ferida
ja se encontra completamente fechada a partir da for-
macéao da capa epidermal apical que é separada do
tecido conjuntivo adjacente por uma membrana basal
(Boéckelmann et al., 2009). Durante os dois ou trés dias
seguintes, o tecido conjuntivo presente entre os dois
hemisegmentos (duas metades de um mesmo raio),
localizados logo abaixo da capa epidermal, sofre uma
desorganizagdo e uma desdiferenciacao e células
indiferenciadas migram distalmente em direcdo a capa
epidermal com a finalidade de formar o blastema, que é
invadido por terminagdes nervosas (Goss & Stagg, 1957;
Géraudie & Singer, 1979; Becerra et al., 1996; Poleo et
al., 2001; Santos-Ruiz et al., 2002).

Durante a formacéo do blastema, a camada basal
da epiderme, composta de células que variam da forma
cuboide a cilindrica, se dispde de maneira adjacente
ao tecido blastemal, sendo separada apenas pela pre-
senca da membrana basal (Poss et al., 2003;
Bdckelmann et al., 2009).

Algumas células blastemais, de morfologia ho-
mogénea, comecam sua diferenciacao aderindo a mem-
brana basal da epiderme e iniciam a sintese das
lepidotriquias (raios da nadadeira). Essas células dife-
renciadas sédo conhecidas como escleroblastos. Pos-
teriormente, alguns escleroblastos migram ao longo da
margem da lepidotriquia, entrando em contato com a
membrana basal, habitando um espaco subepidermal,
contribuindo, assim, para o crescimento do
hemisegmento através da deposi¢éo de matriz na ou-
tra face da lepidotriquia (Becerra et al., 1996).

Estudos de fatores internos e externos que influ-
enciam o processo regenerativo vém sendo bastante
descritos. Dentre os fatores internos (biéticos), a ativi-
dade datiredide e da hipdfise parece regular a velocida-
de de crescimento na regeneracdo (Grassé, 1958).
Outro fator interno é a necessidade de um suprimento
nervoso adequado para que ocorra a regeneracao
(Géraudie & Singer, 1979). Dentre os fatores externos
(abidticos), tem sido relatado que a regeneracéo da
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nadadeira € extremamente sensivel a agdo de agentes
fisicos e quimicos externos. O metil-mercurio, o éleo
combustivel, o TCDD (2,3,7,8-Tetraclorodibenzeno-p-
dioxina) e outros possiveis agentes contaminantes
ambientais retardam ou até inibem a regeneracao
(Fingerman, 1980; Zodrow & Tanguay, 2003), enquanto
gue o cadmio e o zinco interatuam antagonicamente
com os anteriores, estimulando o crescimento (Weis
& Weis, 1980). Certas drogas como, por exemplo, o
beta-aminopropionitrilo, a penicilamina e a aspirina ini-
bem a sintese de colageno e, conseqlientemente, a
regeneracdo (Bechara et al., 2000), enquanto que o
naproxeno ndo (Bockelmann & Bechara, 2004, 2007).

Com o presente estudo acreditamos contribuir
com dados quanto a histologia do crescimento durante
0 processo regenerativo dos tecidos conjuntivos que
formam as nadadeiras deste peixe hibrido, oferecendo,
assim, fundamentos para estudos futuros, quando po-
der&o ser considerados fatores abidticos do ambiente,
como produtos quimicos, dada a importancia da quali-
dade da agua na criacdo e desenvolvimento da pisci-
cultura racional.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados, no experimento, exemplares
de patinga, medindo, em média, 7 cm de comprimento
e provenientes de um criadouro comercial. Os peixes
foram mantidos no Biotério de Bioensaios em Peixes
do Departamento de Histologia e Embriologia do Insti-
tuto de Biologia da UNICAMP, em Campinas, SP, em
guarentena, em aquarios de plastico (caixas de manu-
tencao), com agua declorada e limpa, a temperatura
de 24°C e aeracao forcada constante, dada pela utili-
zacao de bombas de aquario, e alimentados diariamente
com racao apropriada para peixes.

No inicio do experimento, aquarios de vi-
dro com agua limpa e declorada, foram montados. Os
peixes foram transferidos das caixas de manutencéo
(aquéarios de plastico), onde se encontravam em qua-
rentena, para os aquarios de vidro, sendo a coleta feita
ao acaso, e foram submetidos a uma fotofase de 12
horas de claro e escuro. Foram mantidos com aeracao
constante, com agua a temperatura de 24°C e continu-
aram a receber alimentacgéo diaria. Ap6s um periodo de
adaptacao, todos os peixes foram anestesiados com
benzocaina (1:10000; SYNTH, Brasil) e tiveram suas
nadadeiras caudais amputadas transversalmente (no
sentido dorso-ventral) a uma distancia de 3 mm do
pedinculo muscular da cauda, com uma navalha afia-
da (de acordo com Becerra et al., 1996). ApOs esse
procedimento, 0s peixes voltaram para os aquarios para
possibilitar o estudo da regeneracao.
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Para a avaliacdo da regeneracéo, os ani-
mais foram coletados e sacrificados por aprofundamento
da anestesia em intervalos de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 dias
apo6s a amputacdo e, em seguida, as nadadeiras em
regeneracao foram excisadas e fixadas em solucéo de
Bouin por 6 horas, embebidas em parafina e cortadas a
6 pum. Foram utilizados trés espécimes para cada in-
tervalo de tempo. Os cortes histologicos foram cora-
dos com Hematoxilina-Eosina, Tricrdmico de Masson
e Picrosirius-hematoxilina (Junqueira et al., 1979) e ob-
servados em um microscoépio de luz convencional e ti-
veram suas imagens analisadas usando um analisador
de imagem (Imagem Pro-Plus, versdo 4.1.12, USA).

RESULTADOS

No presente trabalho foi observado que as nada-
deiras caudais do patinga apresentaram o mesmo pa-
dréo de regeneracéo ja conhecido para o zebrafish, a
carpa e atilapia.

A reparacgéo das nadadeiras caudais comecou
imediatamente apds a lesdo. Um dia apos a amputa-
¢ao, as células da epiderme migraram e cobriram com-
pletamente a borda cortada na extremidade distal da
nadadeira (regido amputada da nadadeira) formando a
chamada capa epidermal apical (Fig. 1). As células da
camada basal da epiderme, por sua vez, apresenta-

ram-se desenvolvidas e formando uma camada Unica
de células cilindricas (Fig. 1). Nesse periodo de rege-
neracao, essas células da camada basal ja haviam ini-
ciado a sintese da membrana basal abaixo do novo
epitélio regenerado (Fig. 1), a qual também havia sido
perdida no momento da amputacéo da nadadeira.

No segundo dia de regeneracao, o tecido con-
juntivo intra-lepidotriquial havia iniciado o seu cresci-
mento (Fig. 2). As células cilindricas da camada basal
da epiderme podem ser melhor visualizadas nesta Fi-
gura.

Com 4 dias de regeneracgédo, a nadadeira como
um todo havia crescido (Fig. 3). O blastema (uma mas-
sa de células de aspecto homogéneo) estava formado
logo abaixo da epiderme em regeneracgéo (Figs. 3 e 4).
Observou-se, também, que algumas células do
blastema comecavam a migrar e a formar uma fileira
alongada de células, uma ao lado da outra, imediata-
mente abaixo da epiderme, em intima associagdo com
a membrana basal, em ambos os lados da nadadeira
(Figs. 3 e 5). Estas células, chamadas de
escleroblastos, iniciaram a sintese e a deposigéo da
matriz extracelular da lepidotriquia na regido voltada para
a membrana basal e, portanto, entre a fileira de
escleroblastos e a membrana basal da epiderme (Fig.
5).

No sexto dia de regeneracédo, pdde-se observar
gue a nadadeira como um todo havia crescido ainda

Tl B

Figura 1 - Fotomicrografia de um corte longitudinal da regido distal de uma nadadeira caudal do patinga com 1 dia de regeneragdo. A
epiderme (E) cobriu a extremidade da nadadeira cortada, fechando a ferida. L = lepidotriquia velha (néo sofreu regeneracao). Seta preta
= local de amputacéo. C = tecido conjuntivo ndo regenerado. Cabeca de seta branca = células cilindricas da camada basal da epiderme.
Cabeca de seta preta = membrana basal do epitélio. Picrosirius-hematoxilina. Barra: 30um.
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Figura 2 - Fotomicrografia de um corte longitudinal da regido distal de uma nadadeira caudal com 2 dias de regeneracdo. O tecido
conjuntivo comeca a regenerar (+). E = epiderme em regeneracéo. L = lepidotriquia velha (ndo sofreu regeneragao). Seta preta = local
de amputacdo. C = tecido conjuntivo ndo regenerado. Cabeca de seta branca = células cilindricas da camada basal da epiderme.

Picrosirius-hematoxilina. Barra: 50pum.

Figura 3 - Imagem obtida pela unido de duas fotomicrografias da nadadeira caudal com 4 dias de regenerag¢é@o. E = epiderme em
regeneracao. L = lepidotriquia velha (n&o sofreu regeneragéo). Seta preta = local de amputagéo. C = tecido conjuntivo ndo regenerado.
CR = tecido conjuntivo em regeneragdo. Asterisco = blastema. Cabecas de setas pretas = escleroblastos (células produtoras das

lepidotriquias). Picrosirius-hematoxilina.

mais (Fig. 6), quando comparada com a nadadeira com
4 dias de regeneracéo (Fig. 3). Os escleroblastos co-
megaram a migrar para o outro lado do hemisegmento
da lepidotriquia em regeneracao e se interpuseram en-
tre a epiderme e o hemisegmento, mantendo a disposi-
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¢ao de uma camada Unica de células envolvendo, ago-
ra, os dois lados do hemisegmento lepidotriquial e pas-
saram a secretar matriz extracelular para o lado volta-
do para o hemisegmento (Fig. 7).
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Figura 4: Mesma fotomicrografia da Figura 3, vista com aumento maior. E = epiderme em regeneragao. Asterisco = blastema. Cabeca de
seta branca = células cilindricas da camada basal da epiderme. Picrosirius-hematoxilina. Barra: 30pm.

Figura 5: Fotomicrografia de um corte longitudinal da regido distal de uma nadadeira caudal com 4 dias de regeneragéo. Em foco, o ponto
de amputacdo da nadadeira. E = epiderme em regeneracdo. L = lepidotriquia velha (ndo sofreu regeneracéo). Seta preta = local de
amputacéo. C = tecido conjuntivo ndo regenerado. CR = tecido conjuntivo em regeneracéo. Seta branca = lepidotriquia em regeneracao.
Cabeca de seta preta = escleroblastos. Tricromico de Masson. Barra: 30pum.

Nos dias 8 e 10 de regeneracdo, a lepidotriquia sendo responsaveis pelo espessamento do
alongou-se devido a um crescimento proximo-distal, hemisegmento através do crescimento aposicional (as
tornando-se cada vez maior em comprimento. Emes-  camadas lepidotriquiais centrais sdo mais velhas do
pessura, 0 crescimento ocorreu pela agdo dos que as mais externas) (Fig. 8).
escleroblastos que depositaram matriz extracelular,

67



Ochandio et al.: Regenera¢éo da nadadeira caudal do patinga.

Figura 6: Imagem obtida pela unido de trés fotomicrografias da nadadeira caudal com 6 dias de regeneracdo. E = epiderme em
regeneracao. L = lepidotriquia velha (n&o sofreu regeneracéo). Seta preta = local de amputacdo. CR = tecido conjuntivo em regeneragao.
Seta branca = lepidotriquia em regeneragdo. Asterisco = blastema. Picrosirius-hematoxilina.

&~ " . 1
Figura 7: Mesma fotomicrografia da Figura 6, vista com aumento maior. E = epiderme em regeneracéo. L = lepidotriquia velha (ndo sofreu
regeneracao). Setas pretas = local de amputac&o. C = tecido conjuntivo ndo regenerado. CR = tecido conjuntivo em regeneragao. Setas

brancas = lepidotriquia em regeneracéo. Cabecas de setas pretas = escleroblastos em ambos os lados do hemisegmento lepidotriquial.
Picrosirius-hematoxilina. Barra: 30um.

DISCUSSAO

Alguns vertebrados inferiores, tais como anfibios
urodelos e peixes teledsteos, possuem uma alta habi-
lidade de regeneracdo em uma variedade de tecidos e
Orgéos, enquanto os mamiferos tém uma capacidade
regenerativa limitada. Esta diferenca é vista como sen-
do um processo onde 0s animais, ao longo da evolu-
¢do, foram perdendo gradualmente a sua habilidade em
regenerar partes perdidas ou danificadas. Esta mudan-
¢a na capacidade regenerativa durante o curso da evo-
lucéo esta intimamente ligada com a conservacéo de
muitos genes e a expressao e funcdo desses entre as
espécies de vertebrados (Nakatani et al., 2007).
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A nadadeira caudal dos peixes teledsteos repre-
senta um modelo simples de sistema em regeneracéo
gue pode ser Util para ilustrar os principios biol6gicos
ao nivel epimarfico envolvidos na regeneracao e na ex-
pressao génica. Por sua vez, a manipulacéo histologica
permite o acompanhamento e a observacéo microsco-
pica do crescimento e da proliferacdo em organismos
multicelulares (Becerra et al., 1996; Bechara et al., 2000;
Bockelmann & Bechara, 2004, 2007; Bdckelmann et
al., 2009).

Estudos moleculares da regeneracao das nada-
deiras em zebrafish tém identificado varios genes en-
volvidos no processo regenerativo. Um dos primeiros
marcadores moleculares que aparece logo nas primei-
ras horas ap6s a amputacéo, e que é mantido durante
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Figura 8: Fotomicrografia de um corte longitudinal da regiéo distal de

todo o processo, é a expressao da [3-catenina nas cé-
lulas epidermais que estéo cobrindo o local da amputa-
¢éo, formando a capa epidermal apical (Poss et al.,
2000). Pressupde-se que o aumento da expresséo des-
se gene esta relacionado com a fungdo em manter a
interacao célula-célula para facilitar a migracdo das
células epidermais, e para realizar a manutencgéo da
epiderme (Poss et al., 2003). Suspeita-se que a capa
epidermal madura seja a fonte de fatores de cresci-
mento que estimulam a formacg&o e a manutencgéo da
funcéo do blastema em regeneracdo, uma vez que na
auséncia da capa epidermal ndo ha regeneragao (Goss,
1991). Um dos fatores que pode estimular a formacéo
do blastema é o gene Wnt5, que é detectado na capa
epidermal, principalmente na camada basal da
epiderme, nos Ultimos estagios da regeneracgéo (Poss
et al., 2000).

Akimenko et al. (1995) estudaram a expressao
de quatro genes homeobox da familia msx: msxA,
msxB, msxC e msxD, durante a regeneracéo da nada-
deira e observaram que a expressao desses genes é
fortemente reinduzida durante o processo regenerativo.
O nivel de expressédo desses genes aumenta muito
durante a formacdo do blastema e, em seguida, cai
progressivamente e desaparece quando a nadadeira volta
ao seu tamanho normal. Esses autores observaram,
também, que as células do blastema expressam msxB
e msxC, e que as células da epiderme, que reveste a
nadadeira, expressam msxA e msxD. No entanto, ndo

uma nadadeira caudal com 8 dias de regeneracao. E = epiderme em
regeneracdo. L = lepidotriquia velha (n&o sofreu regeneragéo). Setas pretas = local de amputacédo. C = tecido conjuntivo ndo regenera-
do. CR = tecido conjuntivo em regeneracgdo. Setas brancas = lepidotriquia em regeneracédo. Cabecas de setas pretas = escleroblastos
em ambos os lados do hemisegmento lepidotriquial. Tricrémico de Masson. Barra: 50um.

houve expresséo detectavel desses quatro genes na
regido da nadadeira que ja sofreu diferenciagéo.

Outro fator de crescimento expresso na capa
epidermal é o gene shh, que é responsavel pela dife-
renciacdo, alinhamento e proliferacdo dos
escleroblastos (Poss et al., 2003).

Verifica-se, assim, a importancia da regenera-
¢do das nadadeiras para os estudos de biologia
molecular. Estudos ambientais tém revelado, também,
aimportancia da regeneracao das nadadeiras como um
modelo para se determinar os efeitos de contaminantes
ambientais na agua, tais como, metais pesados e
agrotoxicos, bem como, também, fatores fisicos como
aluz e atemperatura (Fingerman, 1980; Weis & Weis,
1980; Johnson & Weston, 1995; Nechiporuk & Keating,
2002; Zodrow & Tanguay, 2003; Whitehead et al, 2005),
ou, até mesmo, para testes de contaminantes em la-
boratério como, por exemplo, a utilizacdo de drogas
antiinflamatdrias para a observacéo de seus efeitos no
processo regenerativo (Bechara et al., 2000; Bockelmann
& Bechara, 2004, 2007).

Em nossos estudos histolégicos anteriores, uti-
lizando-se a carpa e a tilapia como modelos bioldgicos
observamos que, durante o processo regenerativo, logo
nas primeiras horas apés a amputacao, células da
epiderme lateral, que n&o sofreram danos, migram para
a regido amputada da nadadeira com o objetivo de co-
brir rapidamente a ferida. Em seguida, células da ca-
mada basal da epiderme passaram por um dimorfismo,
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indo da forma cubica para a cilindrica, quando se ob-
serva a producéo da membrana basal. No quarto dia da
regeneracao, observou-se a formagéo de uma massa
proliferativa de células progenitoras pluripotentes deno-
minada blastema, e, a partir dai, a reconstituicao do
complexo tecido envolvendo multiplos tipos celulares
como, por exemplo, a reconstituicdo das lepidotriquias,
do tecido conjuntivo, entre outros (Becerra et al., 1996;
Bechara et al., 2000; Bechara et al., 2003; Bockelmann
& Bechara, 2004, 2007; Bockelmann et al., 2009). Isto
foi, também, observado em zebrafish (Mari-Beffa et al.,
1989; Santamaria & Becerra, 1991; Géraudie & Singer,
1992; Mari-Beffa et al., 1996; Poleo et al., 2001; San-
tos-Ruiz et al., 2002; Akimenko et al., 2003; Poss et
al., 2003; Nakatani et al., 2007).

Neste trabalho, os estudos sobre a regeneracéo
das nadadeiras caudais em patinga foram conduzidos
do primeiro até o décimo dia da regeneracéo. Assim,
verificou-se a ocorréncia de todos os eventos ja relata-
dos para a regeneragcdo em outras espécies de
teledsteos, ou seja, no primeiro dia apés a amputagao
houve a cicatrizacéo do local ferido e a formacéo da
capa epidermal apical. No segundo dia o tecido con-
juntivo ja havia iniciado o seu crescimento. No quarto
dia houve a formacgéo do blastema e ja era possivel
observar as lepidotriquias em formacédo. No sexto dia
de regeneracéo as lepidotriquias estavam maiores em
comprimento e largura e, dai por diante, as nadadeiras
continuaram o seu crescimento.

Verificamos, portanto, que, a semelhanca de
outras espécies de teledsteos, o patinga apresentou
também, nas condi¢cbes de estudo, capacidade
regenerativa epimorfica bastante rapida e precisa e na
mesma seqiiéncia de eventos ja conhecida e descrita
na literatura. Assim, acreditamos ter trazido uma con-
tribuicdo para o estudo deste hibrido nacional que se
apresenta igualmente Util para estudos futuros envol-
vendo, por exemplo, efeitos bioticos e abiéticos sobre
este processo, bem como para estudos de biologia
molecular e da expresséo génica.
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