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ABSTRACT

The fins of teleosts show a very fast capacity for regeneration, what make them one
important and appropriate biologic model for study of the drugs that can affect their
development. The rays of fins are formed, for the most part, of collagen and
glycosaminoglycans and, as showed on literature reports, some antiinflammatory drugs.
steroidal and nonsteroidal, may affect the extracellular matrix composition of connective
tissue. In the present investigation we studied the effect of naproxen, a non-steroidal anti-
inflammatory drug used for the treatment of rheumatic disease, during the regeneration
process of the tail fin of the teleost fish Cyprinus carpio (carp). The beginning of the
experiment was conducted using 2 aquaria containing 6 liters of water each were set up.
The water was clear and dechlorinated, the temperature was kept at 24°C and under
constant aeration. The naproxen was dissolved in one of them to obtain the dose of 10.4
mg/L, while the other contained only water and was used as a control. Forty-two alevins
were anesthetized with benzocaine (1:10000) and their tail fins were transversely
amputated. After amputation, the fishes were divided into 2 groups of 21 animals each. One
group was placed in the aquarium containing the drug and the other was placed in the
control aquarium. The fishes were left in the aquaria until the occurrence of regeneration.
Half of the water in each aquarium was exchanged daily with clean water until the end of
the experiment and half of the dose of naproxen, 5.2 mg/L, was added to the experimental
aquarium in order to restaured the initial concentration.

The animals were anesthetized and sacrificed and the regenerating fins were excised

and fixed at intervals of 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 days after amputation. Three specimens per



time point were used. The collected samples were processed for standard and polarized
light microscopy and for transmission electron microscopy.

In general, naproxen at the dose used in the present study did not affect the
organization of the extracellular matrix components and the mineralization of the
fundamental substance of the lepidotrichia during the process of tail fin regeneration. Since
the effect of naproxen, as well as of other non-steroidal anti-inflammatory drugs, depends
on the dose used, the route of administration and the metabolism of the animal in which the
drug is being tested, higher doses of the drug may perhaps delay or even fully inhibit this

process, possibly also provoke disorganization of the lepidotrichial matrix.



RESUMO

As nadadeiras dos peixes teledsteos apresentam uma capacidade de regeneragfo
bastante rapida, o que as torna um modelo bioldgico importante e adequado para o estudo
do efeito de drogas que possam alterar esse crescimento. Os raios que constituem as
nadadeiras séo constituidos, em grande parte, por colageno e glicosaminoglicanos ¢, sabe-
se, por relatos na literatura, que certas drogas anti-inflamatdrias, esterdides e ndo esterOides,
podem afetar a composi¢do da matriz extracelular dos tecidos conjuntivos. Este trabalho
tem como objetivo estudar o efeito do naproxeno, uma droga anti-inflamatoria nio
esterdide utilizada no tratamento de doengas reumaticas, durante o processo regenerativo da
nadadeira caudal do peixe teledsteo Cyprinus carpio. Para isso, 2 aqudrios com 6 litros de
agua cada um foram montados. A dgua foi declorada e limpa, a temperatura foi de 24°C e a
aeracdo foi constante. Em um dos aquarios foi dissolvido o naproxeno na dose 10,4mg/L. O
outro aquario, contendo apenas dgua, serviu como controle. Quarenta e dois alevinos foram
anestesiados com benzocaina (1:10000) e tiveram suas nadadeiras caudais amputadas
transversalmente. Apos a amputacgfo, os peixes foram divididos em 2 grupos de 21 peixes
cada. Um grupo foi para o aquério contendo o naproxeno dissolvido e o outro grupo foi
para o aquério controle. Os peixes permaneceram nestes aquarios até que a regenerago
ocorresse. Diartamente, at€ o final do experimento, metade da 4gua de cada aquario foi

“trocada por dgua limpa e, no aquério experimental, metade da dose de naproxeno, 5,2
mg/L, foi acrescentada.

(s animais foram anestesiados, sacrificados e as nadadeiras em regeneracdo foram

excisadas e fixadas em intervalos de 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias apds a amputacdo. Foram
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utilizados 3 espécimes, por grupo, para cada intervalo de tempo. As amostras foram
processadas para permitir estudos através da microscopia de luz convencional e polarizada
e através da microscopia eletronica de transmisséo.

No geral, 0 naproxeno, na dose utilizada neste trabalho, nfo afetou a organizagéo
dos componentes da matriz extracelular ¢ nem a mineralizagio da substincia fundamental
da lepidotriquia durante o processo regenerativo da nadadeira caudal. Como o efeito do
naproxeno, bem como de outras drogas anti-inflamatorias ndo esteroides, depende da dose
utilizada, da via de administrac@io e do metabolismo do animal em que a droga esta sendo
testada, talvez doses maiores da droga possam provocar um atraso ou até inibir por
completo esse processo de regeneracéio, podendo, também, provocar uma desorganizacio

da matriz lepidotriquial.
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INTRODUCAO

1. O peixe como modele biolégico

Os peixes tém sido freqlientemente utilizados como modelo biolégico, nfo somente
para 0 acompanhamento ambiental da polui¢do aqudtica, mas como um grupo altemativo
de vertebrados para estudos comparativos e detalhados do mecanismo de acdo de
carcinégenos e outras substincias (Dawe, 1982; Bailey et al., 1984).

Estes animais oferecern algumas vantagens como modelo biologico, por exemplo:
a) Apresentam grande nimero de descendentes a partir de uma mesma desova;
b) Possibilitam a obtengio de um grande ntmero de exemplares aparentados e a baixo
custo, permitindo assim ampliar a amostragem;
¢} A dieta pode ser cuidadosamente controlada assim que comegam a aceitar racio;
d) Vérias vias de administracio quimica podem ser empregadas, como pelo acréscimo 2
ragdo, por mje¢des, ou pela adigio a propria dgua do tanque;
e) A rapida velocidade de regeneracfo apresentada pelas nadadeiras torna essas estruturas
um modelo biolégico bom para o estudo in vive do crescimento dos tecidos conjuntivos e,
também, para o estudo do efeito de substéncias que possam, por ventura, interferir com esse
processo regenerativo.

Em certos tipos de estudo, os peixes tém oferecido vantagens sobre os roedores, o
tradicional modelo biolégico, como por exemplo: viabilidade de obtenciio de clones
geneticos totalmente homozigéticos (Streisinger et al., 1981), a utilizacio de embrides

como modelo, 0 que permite testar em alta escala diminutas quantidades de substincias



quimicas (Hendricks et al., 1980) e, ainda, uma Obvia imparidade para estudos de

toxicologia aquatica.

2. A Carpa

A carpa (Cyprinus carpio) ¢ um peixe Osseo, de dgua doce, caracterizada por
apresentar nadadeiras com raios (Orr, 1986). E mtegrante da familia dos Ciprinideos e
possui escamas grandes, nadadeira dorsal longa e duas barbelas ou bigodes de cada lado da
boca conhecidos como barbilhdes. No tém dentes no interior da boca, mas sim no comeco
da garganta (Azevedo, 1981} (Figura I).

E um peixe originirio da Asia e foi introduzido em todos os continentes pela
piscicultura de consumo. E cultivado tanto nas éreas temperadas como nas dreas
subtropicais e tropicais. No Brasil, a carpa foi introduzida por volta de 1904 (Azevedo,
1981).

E um peixe de crescimento rapido. Sua comida natural é zooplancton, quando
juvenil, e animais de fundo, como minhocas e larvas de insetos, quando adulta. Consome e
utiliza bem quase todos os materiais comestiveis, como alimento complementar junto da
comida natural. Ela se propaga com bom éxito em 4guas paradas onde no ha outros peixes,
especialmente carnivoros (Woynarovich, 1988). Possui uma capacidade excepcional para
regenerar varias estruturas, tais como todos os tipos de nadadeiras, espinha cordal e nervo

optico (Nechiporuk & Keating, 2002).
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PELVICA ANMNAL

Figura L. Figura da Carpa indicando a localizacio de suas nadadeiras (Dorsal,

Peitoral, Pélvica, Anal ¢ Caudal)

3. A estrutura da nadadeira dos peixes teleosteos

A estrutura das nadadeiras dos peixes, de interesse para as pesquisas desde o século
19 (Krukenberg, 1885; Harrison, 1893), continuou a atrair a atencfo dos cientistas que
estudaram as nadadeiras dos teledsteos (Goodrich, 1904; Prenant, 1936; Blanc, 1947,
Grassé, 1958; Lanzing, 1976; Becerra et al., 1983). Esses trabalhos mostram que nio
existem diferencas fundamentais entre as nadadeiras de um mesmo peixe, ou seja, entre as
nadadeiras dorsal, peitoral, pélvica, anal e caudal.

Na maioria dos teledsteos, as nadadeiras consistem principalmente de elementos
esqueléticos, os raios da nadadeira, cobertos pela pele (Esquema I). Esses raios originam-se
da base da nadadeira e se estendem distalmente, ramificando-se dicotomicamente em
direcdo a margem (Arita, 1971), exceto o raio lateral da nadadeira caudal que nfo sofre
bifurcagdo (Akimenko, 2003). Cada raio mole (articulado) é conhecido como uma
lepidotriquia. Cada lepidotriquia, por sua vez, é constituida por um par de estruturas
alongadas e curvas dispostas bilateralmente: os demirraios, que sdo subdivididos

longitudinalmente em hemissegmentos lepidotriquiais, separados pelas articulagdes (Arita,
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1971). Dois hemissegmentos bilaterais circundam uma regifio intrassegmentar onde se
encontram feixes nervosos, vasos sanguineos, melanoforos e tecido conjuntivo frouxo.
Esses hemissegmentos sfo mantidos no lugar através de ligamentos de colageno (Becerra et
al., 1983). Cada lepidotriquia ¢ separada da multicamada epidermal que a circunda, por
uma tipica membrana basal (Montes et al., 1982; Becerra et al., 1983). Estendendo-se da
por¢do distal de cada lepidotriquia em dire¢io a4 margem da nadadeira, hi um
conglomerado de espiculas pequenas, rigidas e delgadas chamadas actinotriquias, que
sustentam a borda da membrana da nadadeira (Becerra et al., 1983).

A nivel ultraestrutural os hemissegmentos lepidotriquiais sfo recobertos por uma
camada celular e internamente sfo preenchidos por uma matriz extracelular contendo
fibrilas de coldgeno envolvidas por uma substincia fundamental calcificada que contém
condroitim sulfato (Montes et al, 1982). Sua matriz é rica em glicosaminoglicanos
sulfatados que formam proteoglicanos. O coldgeno abundante interage fortemente com os
glicosaminoglicanos € esta interagdo aumenta progressivamente com a maturacio tecidual.
A matriz lepidotriquial ainda apresenta, em sua composi¢o, glicoproteinas estruturais ricas
em residuos de manose que tém como funcdo unir os elementos da matriz extracelular entre
si e com receptores celulares especificos (Santamaria et al., 1992). Vasos sanguineos,
células pigmentares, nervos e células indiferenciadas semelhantes a fibroblastos estdo
dispostos no compartimento entre dois hemissegmentos bilaterais (espago intra-raio), to
bem como no compartimento presente entre as lepidotriquias (espaco inter-lepidotriquial)
(Johnson & Weston, 1995).

Ontogeneticamente, a lepidotriquia tem uma origem dérmica e & inicialmente

sintetizada na interface dermo-epidermal (Santamaria et al., 1992).
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A actinotriquia € formada por macrofibrilas hiperpolimerizadas de elastoidina, uma
proteina de caracteristicas semelhante ao colageno (Krukenberg, 1885). Diferente da
lepidotriquia, a actinotriquia ndo ¢ mineralizada (Géraudie, 1977). Ontogeneticamente, 2
actinotriquia € a primeira estrutura histoldgica observada no espago subepidermal da
nadadeira, antes que alguma célula mesenquimal tenha invadido esta area (Garrault, 1936;
Bouvet, 1974; Géraudie, 1977). Subseqiienterente, a actinotriquia formada ¢ usada como
substrato para migrago das células mesenquimais que invadem a drea formando o primeiro
broto da nadadeira (Wood, 1982; Wood & Thorogood,

1984).

CAMADA CELULAR
CONTINUA

HEMISEGMENTO
LEPIDOTRIGUIAL

ARTICULAGAQ LIGAMENTO

o ;\;‘& ;r:’- =

INTERSEGMENTAL ;:r- INTRALEPIDOTRIQUIAL
VASO LIGAMENTO
SANGUINED INTERLEPIDOTRIQUIAL

Esquemna I: Reconstrugfo tridimensional da estrutura geral da nadadeira caudal de

telebsteo (Becerra et al., 1983).
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4. A regeneracio das nadadeiras dos teleosteos

Existern na literatura numerosos trabalhos que relatam o desenvolvimento e a
regeneracdo das nadadeiras dos teledsteos (Nabrit, 1929; Garrault, 1936; Prenant, 1938;
Blanc, 1949; Goss & Stagg, 1957; Kemp & Park, 1970; Bouvet, 1974; Géraudie, 1977,
1978; Weis & Weis, 1980; Santamaria et al., 1992; Becerra et al., 1996).

A regeneracdo que a nadadeira experimenta depois de sua amputagio é uma
situacdo em que os mecanismos de controle da forma e do padrio estrutural da nadadeira
entram em funcionamento. As fases fundamentais deste processo sfio idénticas aquelas dos
membros de alguns vertebrados, como por exemplo, a capacidade de tetrapodos em
regenerar apéndices. Estas fases s@o: cicatrizagdo, desdiferenciacio, formacio do blastema
(massa de células mesenquimais multipotentes), crescimento e restauragio morfologica
(Goss & Stagg, 1957). As particularidades que este apéndice apresenta provém de sua
estrutura peculiar.

Apés a amputagio, o tecido conjuntivo presente dentro do raio é selado por um
coagulo com numerosas células sanguineas, principalmente leucécitos, e enguanto isso,
células da epiderme lateral migram em direcfo ao plano de amputaciio para fechar a ferida.
Um dia depois da amputacio, a ferida ja se encontra completamente fechada a partir da
formagdo de uma capa epidermal apical que € separada do tecido conjuntivo adjacente por
uma membrana basal. Durante os 2 ou 3 dias seguintes, ocorre uma migra¢do de
fibroblastos oriundos do compartimento mesenquimal proximal (longe do local da excisdo)
em diregdo A capa epidermal, com a finalidade de formar o blastema, que € invadido por
terminagOes nervosas {Goss & Stagg, 1957; Santos-Ruiz et al., 2002). A presenca destas

terminagdes € decisiva, pois a secgdo dos nervos do plexo peitoral inibe a regeneracio da
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nadadeira peitoral (Goss & Stagg, 1957; Géraudie & Singer, 1985), afetando a sintese de
proteinas (Géraudie & Singer, 1979 a e b).

Durante a formacio do blastema, a camada epidermal basal, composta de células
cubdides, se dispdem de maneira adjacente ao tecido blastemal, sendo separadas apenas
pela presenca da membrana basal (Poss et al., 2003).

As células desdiferenciadas do blastema, de morfologia homogénea, comecam sua
diferenciagio aderindo 4 membrana basal da epiderme e iniciando a sintese das
lepidotriquias. Essas células diferenciadas sfio conhecidas como escleroblastos. Quando o
hemissegmento lepidotriquial em contato com a membrana basal se encontra evidente,
alguns escleroblastos migram ao longo da margem lepidotriquial entrando em contato com
a membrana basal, habitando um espago subepidermal, contribuindo, assim, para o
crescimento do hemissegmento através da deposiciio de matriz na outra face da
lepidotriquia. Por volta do quinto dia, inicia-se a segmentacfio e, aproximadamente no
sétimo dia, os raios ja se bifurcaram. O padrio de segmentacfio e ramificago varia nos
diferentes animais (Kemp & Park, 1970; Santamaria & Becerra, 1991).

O blastema ¢ formado, entfo, por duas regides: uma drea distal em contato direto
com a capa apical e uma drea proximal onde ha novas células diferenciadas e onde se inicia
a sintese dos componentes da matriz extracelular do raio (Santos-Ruiz et al., 2002).

As actinotriquias aparecem pela primeira vez na matriz do tecido conjuntivo
adjacente a epiderme, aproximadamente no quinto e sexto dia de regeneragfo, encontrando-
se rodeadas parcial ou totalmente pelos fibroblastos. A abundincia de reticulo
endoplasmatico granular encontrado nessas células indica uma sintese ativa de proteina

enquanto a actinotriquia se desenvolve (Kemp & Park, 1970). O tamanho ¢ a distribuigio
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final do ramalhete de actinotriquias sfo alcancados quase no décimo dia, mantendo-se em
posi¢do distal durante todo o processo (Mari-Befa et al., 1989; Becerra et al., 1996)

(Esquema II).
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Esquema II: Diagrama ilustrando a seqiiéneia de eventos envolvidos na regeneragio
dos raios da nadadeira de teledsteos. A regeneracio ocorre apos excisdio parcial da
nadadeira. Os tecidos epitelial e conjuntivo estio envolvidos neste processo. O epitélio
cobre a extremidade ferida e o tecido conjuntivo subjacente ¢ modificado para restaurar o0s
elementos esqueléticos que estdio faltando: lepidotriquia e actinotriquia. Este processo
ocorre em uma seqiiéncia de eventos bem estabelecida que pode ser resumida assim:

Ap6s um dia, a ferida esta completamente fechada pela epiderme. No segundo dia, a
epiderme toma-se espessada na extremidade da nadadeira em regeneracfo, formando uma
capa epidérmica apical. Abaixo desta capa, o espago interno da nadadeira, imediatamente
distal 4 extremidade ferida da lepidotriquia velha, é preenchido com células do tecido
conjuntivo frouxo. Aos 3 dias, o blastema da regeneracfo esta formado de uma massa de
células de morfologia homogénea. Aos 4 dias, as células n.a regido proximal do blastema
iniciam a sua diferenciagfio, enquanto as células na regifio distal permanecem
indiferenciadas. A histodiferenciacdo no blastema da regeneragfo ocorre para formar os
precursores dos escleroblastos ou dos fibroblastos que se dispdem frouxamente no tecido
conjuntivo. Os escleroblastos formam uma fileira imediatamente abaixo da epiderme, em
intima associacdo com a membrana basal. A matriz do hemissegmenio em regeneragdo €
inicialmente depositada entre os escleroblastos e a membrana basal.

As actinotriquias podem ser detectadas inicialmente em aproximadamente 5 dias, e
geralmente estdo envolvidas pelas células do tecido conjuntivo.

Posteriormente, a lepidotriquia em regeneracdo torna-se separada da epiderme
acima pela invasio dos escleroblastos. A fileira de escleroblastos resultante, localizada

entre a epiderme e a lepidotriquia em regeneracfio, secreta matriz extracelular no
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hemissegmento em regeneragdo. Assim, ocorre o espessamento do hemissegmento pelo
crescimento aposicional, e as camadas centrais sfo mais velhas do que as mais externas.
Visto que cada hemissegmento da lugar ao demirraio distal correspondente, um

inico exemplo ¢ ilustrado nesta representacéo esquematica (Becerra et al., 1996).



5. Fatores que influenciam a taxa de regeneracio

O crescimento durante a regenera¢do depende de fatores externos e internos (Buser
& Blanc, 1949). Dentre os fatores internos (bidticos), a atividade da tiredide e da hipofise
parecem regular a velocidade de crescimento na regeneracdo (Grassé, 1958). Exames
histolégicos da tiredide mostraram que esta glandula apresenta caracteristicas de
inatividade durante o periodo em que n@o ocorre regeneracdo, Durante a regeneraciio a
tire6ide muda de aspecto e adquire caracteristicas que revelam seu retorno a atividade.
Pode-se dizer que a atividade tireoideana revela um estado geral do organismo que permite
a regeneracdo. Trabalhos sobre a osteogénese em passaros revelaram que a prépria tiredide
agiria sobre a osteogénese de forma indireta, favorecendo a formagio de matéria protéica
Ossea (Buser & Blanc, 1949). Da mesma forma que a tire6ide, a hipofise também age no
processo de regeneracio (Bertin, 1958).

Outro fator interno ¢ a necessidade de um suprimento nervoso adequado para que
ocorra a regeneracdo. Secgdo nervosa na faixa peitoral em teledsteos no momento da
amputacio da nadadeira peitoral impede a formagdo do blastema. Quando esta seccio ¢
feita apos a formacfo do blastema, a desnervacio bloqueia o crescimento do blastema e
altera a sintese de macromoléculas (Géraudie & Singer, 1979).

Dentre os fatores externos (abidticos), a temperatura tem sido citada como sendo
importante para alguns peixes (Johnson & Weston, 1995). Estes sofrem uma diminuicio da
velocidade de crescimento durante o inverno, que tem um efeito marcante na regeneracio
da nadadeira. Existe uma temperatura critica (de 18°C), abaixo da qual a taxa de
regeneracio (velocidade de crescimento) diminui muito. No entanto, de acordo com

Nechiporuk & Keating (2002) a velocidade de regeneragfio aumenta na temperatura de



33°C. Uma evidéncia disso é que o blastema ¢ formado 24 horas apés a excisao. Além da
temperatura, a luz também pode influenciar a taxa de regeneragfio. Segundo Buser & Blanc
(1949), a regeneragdo ocorreu em baixas temperaturas quando o aquario foi fortemente
iluminado. Entretanto, em temperaturas elevadas a regeneracdo ocorreu mesmo na
escuridio total. Portanto, se a acdio da temperatura é primordial, a da iluminac8o ¢ apenas
subsidiaria 4 osteogénese. Pode-se precisar que ¢ mais a intensidade do que a duracdo da
luz que intervém neste caso (Bertin, 1958).

A taxa de regeneragiio da nadadeira € muito sensivel a agdo de agentes fisicos ¢
quimicos externos. O metil-mercirio, o 6leo combustivel € outros possivels agentes
contaminantes ambientais retardam a regeneracdo (Fingerman, 1980), enquanto que ©
cadmio e o zinco interagem antagonicamente com os anteriores, estimulando o crescimento
(Weis & Weis, 1980). Certas drogas como, por exemplo, o beta-aminopropionitrilo, a
penicilamina, a dexametasona, o acido acetilsalicilico e a indometacina inibem a sintese de

coldgeno e consequentemente a regeneragdo (Bechara et al., 2000).

6. O Naproxeno

O naproxeno ¢ uma droga anti-inflamatoria ndo esteréide, derivada do 4acido
propidnico, que apresenta trés principais tipos de efeito: efeito antipirético (redugfio da
temperatura corporal elevada), efeito analgésico (redugio de certos tipos de dor) e efeito
anti-inflamatorio (medificagdo da reacio inflamatdria) moderado. Em geral, todos estes
efeitos estdo relacionados 4 aglio priméria da droga — inibigdo da ciclooxigenase do acido
araquiddnico e, portanto, inibi¢do da produgdo de prostaglandinas e tromboxanos {Rang et

al.,1993), importantes mediadores de processos inflamatérios (V ane,1971).




E uma droga comumente usada no tratamento clinico de doencas articulares
degenerativas (Ratcliffe et al,1993) como a osteoartrite, a artrite reumatéide, gota e
reumatismo das partes moles (Rang et al., 1993), reduzindo a inflamacéo e proporcionando
um alivio sintomatico, agindo como anti-inflamatério e analgésico (Glazer et al.,1993).
Também ¢é indicado para doencas infecciosas, para usos ginecologicos, usos cirdrgicos ¢
trauméticos, enxaqueca e dor de cabe¢a e para doengas periarticulares ¢
musculoesqueléticas.

O naproxeno é um solido cristalino branco, inodoro, muito soluvel em agua. No
homem, o naproxeno € rapida e completamente absorvido no tubo gastrointestinal apos
administracdio oral e, juntamente com seus metabolitos, sdo essencialmente excretados por
via renal.

Quando o naproxeno € usado em doengas articulares, o que geralmente exige doses
muito grandes e uso prolongado, ha elevada incidéncia de efeitos colaterais, principalmente
no trato gastrointestinal, mas também no figado, rim, baco, sangue ¢ medula Ossea (Rang et
al.,1993).

Hz evidéncias de que o naproxeno pode afetar a composigio da matriz extracelular
de cartilagens. Segundo Srinivas et al. (1994), a sintese de colageno do tipo II em cultura de
condrossarcomas de ratos é inibida na administragdo de alta concentragio de naproxeno (50
pg/mL ou mais), mas ndo age na sintese de glicosaminoglicanos, contrastando com efeitos
inibitorios registrados em outras culturas de condrécitos. Ja segundo Ratcliffe et al. (1993),
a administragio oral de naproxeno na dose de 40-50pg/mL em cles ndo afetou a

composigdo da cartilagem articular, ou seja, ndo houve mudanca na quantidade de agua,
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colageno e proteoglicanos. No entanto, oprimiu o catabolismo dos proteoglicanos, diminuiu
a atividade das metaloproteinases, sugerindo a capacidade desta droga em modular a
atividade metabélica em tecidos com osteoartrite.

Arumugham et al. (1981) observaram que 0 naproxeno administrado na dose de
25mg/kg em ratos albinos com artrite acelera a sintese do colageno e a conversdo do
colageno solivel para o insoluvel, acompanhado pela inibigfio do catabolismo do colageno.
Ja Arumugham et al. (1982) observaram que 0 naproxeno na dose de 25mg/kg em ratos
albinos normais inibe a biossintese de glicosaminoglicanos sulfatados. Essa inibigdo ocorre
sob a influéncia do sistema adenilato ciclase (Peters et al., 1975).

Solheim et al. (1986) estudaram o efeito do naproxeno na sintese e mineralizacfio do
colageno em fémur de ratos e, na dose de 20mg/kg/12h, apenas a deposicdo mineral fol
reduzida. No processo de cicatrizagao de feridas, o naproxeno, administrado em ratos na
dose de 10mg/kg”, diminuiu significantemente a deposigdo de colageno (Muscara et al.,
2000).

O naproxeno na dose de 100pg/mL nibiu a proliferaciio de células de tendéo
humano (tenddo de patela e tenddo de flexor digital) e inibiu a sintese de
glicosaminoglicanos in vitre, indicando que essa dose farmacolégica tem um efeito
deletério no metabolismo da matriz do tendfio e nos processos reparadores (Riley et al.,
- 2001).

Smith et al. (1995) utilizaram npaproxeno na dose de 10, 30 e 90pg/mL em
condrécitos de cartilagem articular de humano adulto in vifro e constataram que a droga,

nestas concentragdes, ndo afeta a sintese de coldgeno. Ja em culturas secundarias de
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condrécitos de coelhos, o naproxeno inibiu a sintese de glicosaminoglicanos em altas
concentragdes (100pg/ml.), mas nfo em baixas concentragbes (4pg/mL) (Bjelle & Eronen,
1991).

De acordo com Sadowski et al. (2001), o naproxeno ndo s age contra os sintomas
das doengas articulares, como também interfere na atividade e na expressio da
metaloproteinase. Os autores observaram que condrécitos da cartilagem articular bovina
quando incubados com naproxeno pa concentragdo de 10uM sofreram uma reduggo
significativa na atividade da metaloproteinase-1 (MMP-1:colagenase, responsavel pela
quebra do colageno tipo II) e/ou na expressdo do RNA mensageiro de MMP-1, no entanto
nio reduziu o efeito da atividade da metaloproteinase-3 (MMP-3:estromelisina, responsavel
pela degradagio do agrecana) e nem interferiu na expressao do mRNA e nem na sintese da
proteina MMP-3; além disso, o naproxeno ndo inverteu os efeitos inibitorios de
interleucina-1 (IL-1) na expressio de TIMP-1 (inibidor tecidual de metaloproteinase)
aumentando a expressio e atividade das MMPs na presenca de IL-1, destruindo a
cartilagem articular durante a osteoartrite e a artrite reumatoide.

Estudos experimentais utilizando naproxeno (10mg/kg) durante a regeneragdo do
musculo gastrocnémio de ratos (Thorsson et al., 1998) mostraram que a proliferacio de
células satélites e fibroblastos ndo foram afetados pelo tratamento e que ndo houve
diferenca significativa na producfo de miotubos (fusdio de células satélites necessarias para

a formacdo de miofibras) e capilares entre animais controle ¢ tratados.
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JUSTIFICATIVA

A rapida regeneracdo que O tecido lepidotriquial apresenta permite que as
nadadeiras dos peixes teleésteos sejam usadas como modelo bioldgico para o estudo do
crescimento dos tecidos conjuntivos. Esse modelo permite, por exemplo, analisar in vivo o
efeito de drogas durante o crescimento do tecido lepidotriquial.

Sabe-se, por relatos na literatura (Srinivas et al., 1994; Bechara et al., 2000), que as
drogas anti-inflamatorias esteréides € ndo esteréides interferem com a sintese do coldgeno e
dos proteoglicanos dos tecidos conjuntivos. Certas drogas anti-inflamatérias como a
indometacina, a dexametasona, a aspirina, a D-penicilamina € o beta-aminoproprionitrilo,
tém comprovado efeito sobre o processo regenerativo das lepidotriquias (Bechara et al.,
2000). No entanto, ndo hé relatos na literatura sobre o efeito do naproxeno nas nadadeiras
dos teledsteos durante a regeneragio. Além disso, os resultados sobre os efeitos desta droga

em tecidos conjuntivos de outras espécies de animais s30 CONtTOVersos.

29



OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar os efeitos do naproxeno sobre a sintese da
matriz lepidotriquial das nadadeiras caudais das carpas durante o processo de regeneragao,
tendo por base, uma avaliagio histoquimica ¢ ultra-estrutural das alteracdes na matriz
lepidotriquial e uma avaliacdo da velocidade de regeneraciio das estruturas caudais nos

animais tratados quando comparados com os animais controle.
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ABSTRACT

In the present investigation we studied the effect of naproxen, a non-steroidal anti-
inflammatory drug used for the treatment of rheumatic disease, on the synthesis of the
lepidotrichial matrix of the tail fin of the teleost fish Cyprinus carpio (carp) during the
regeneration process. Observations were carried out by standard and polarized light
microscopy and by transmission electron microscopy. In general, naproxen at the dose used
in the present study did not affect the organization of the extracellular matrix components
and the mineralization of the fundamental substance of the lepidotrichia during the process
of tail fin regeneration. Since the effect of naproxen, as well as of other non-steroidal anti-
inflammatory drugs, depends on the dose used, the route of administration and the
metabolism of the animal in which the drug is being tested, higher doses of the drug may
perhaps delay or even fully inhibit this process, possibly also provoke disorganization of

the lepidotrichial matrix.
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INTRODUCTION

The structure of the tail fin of teleost fish mainly consists of skeletal elements, the
fin rays, covered with skin. These rays originate from the fin base and extend distally,
branching out in a dichotomous manner towards the margin. Each articulated ray is known
as a lepidotrichium. Each lepidotrichium consists of a pair of elongated and curved
structures arranged bilaterally, the demirays, which are subdivided longitudinally nto
lepidotrichial hemisegments separated by the articulations (Arita, 1971). Two bilateral
hemisegments surround an intrasegmental region containing nerve bundles, blood vessels,
melanophores, and loose connective tissue. These hemisegments are kept in place by
collagen ligaments (Becerra er al, 1983). Extending from the distal portion of each
lepidotrichium towards the margin of the fin there is a cluster of small, rigid and fine
spicules called actinotrichia, which support the border of the fin membrane (Becerra ef al.,
1983). At the ultrastructural level, the lepidotrichium is filled with extracellular matrix
containing collagen fibrils of different orientations surrounded by a calcified fundamental
substance that contains chondroitin sulfate (Montes ef al., 1982). The actinotrichium is
formed by hyperpolymerized macrofibrils of elastoidin and, in contrast to the
lepidotrichium, is not mineralized (Krukenberg, 1885; Géraudie, 1977).

After amputation, the fins of teleosts show a very fast capacity for regeneration. The
fundamental phases of this process are: healing starting from the cells of the lateral
epidermis, dedifferentiation, blastema formation (mass of multipotent mesenchymal cells),
differentiation of blastema cells into scleroblasts, synthesis and deposition of extracellular

matrix, growth, and morphological restoration (Goss and Stagg, 1957 Santamaria and



Becerra, 1991; Géraudie and Singer, 1992; Santos-Ruiz ef al., 2002; Akimenko et al.,
2003). The regeneration process depends on an adequate nerve supply and also on the
activity of thyroid and hypophysis hormones that appear to regulate the growth rate in
regeneration (Grassé, 1958; Géraudie and Singer, 1985).

The rate of fin regeneration is highly sensitive to the action of external physical and
chemical agents. Some drugs such as beta-aminopropionitrile, penicillamine,
dexamethasone, acetylsalicylic acid and indomethacin inhibit collagen synthesis and
consequently the regeneration of teleost fins (Bechara et al., 2000).

Naproxen is a nonsteroidal anti-inflammatory drug commonly used for the clinical
treatment of degenerative joint diseases (Ratcliffe er al., 1993) such as osteoarthritis,
rheumnatoid arthritis, gout, and soft parts rheumatism, reducing inflammation and providing
symptom relief by acting as an anti-inflammatory and analgesic agent (Glazer ez al., 1993).
There is evidence that naproxen can affect the composition of the extracellular matrix of
cartilage by inhibiting the synthesis of type II collagen (Srinivas er al., 1994) and of
glycosaminoglycans (Bjelle and Eronen, 1991). Naproxen also reduces collagen deposition
in wound healing (Muscari ef al., 2000). On the other hand, other studies have reported that
collagen and sulfated glycosaminoglycan synthesis is not reduced after naproxen
administration (Ratcliffe e al., 1993; Smith et ai., 1995).

On this basis, the objective of the present study was to assess the effects of
naproxen on the synthesis, deposition and organization of the lepidotrichial extracellular

matrix components of the tail fins of carp during the regeneration process.



MATERIAL AND METHODS

Fish

Carp (Cyprinus carpio) alevins from a fish farm weighing on average 3 g and
measuring on average 6 cm in length were maintained in plastic aquaria containing clear
dechlorinated water at a temperature between 22°C and 24°C and under constant aeration.
The fish were fed fish ration daily.
Experimental procedure

At the beginning of the experiment, 2 glass aquaria containing 6 liters of water each
were set up. Naproxen (SYNTEX) at the dose of 10.4 mg/L. was dissolved in one of them,
while the other contained only water and was used to house control fish. Forty-two alevins
were anesthetized with benzocaine (SYNTH) (1:10000) and their tail fins were amputated
transversely (in the dorsoventral direction) at a distance of 3 mm from the muscle peduncle
of the tail using a sharpened razor blade (as described by Becerra et al., 1996). After
amputation, the fish were divided into 2 groups of 21 animals each. One group was placed
in the aquarium containing dissolved naproxen and the other was placed in the control
aquarium. The fish were left in the aquaria until the occurrence of regeneration. Half the
water in each aquarium was exchanged daily with clean water until the end of the
experiment and half the dose of naproxen, 5.2 mg/l., was added to the experimental
aquarium.

The animals were anesthetized and sacrificed and the regenerating fins were excised
and fixed at intervals of 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 days after amputation. Three specimens per

time point were used.



Histology

The collected samples were processed for light microscopy and for transmission
electron microscopy.
- Sample preparation for light microscopy: the regenerating fins were fixed in Bouin’s
solution for 6 hours and embedded in paraffin. Longitudinal 6um thick fin sections were
stained with Picrosirius-Hematoxylin and Toluidine Blue, pH 4.0, and observed and
photographed with a microscope with standard light and with polarized light (for the
sections stained with Picrosirius-Hematoxylin).
- Sample preparation for transmission electron microscopy: Small fragments of
regenerating fins were fixed in Karnovsky for 4 hours at 4°C, washed with a 0.1 M
phosphate buffer solution containing 7.5% saccharose and then postfixed with 1% osmium
solution in 0.2 M phosphate buffer for 1 hour at 4°C. The samples were then washed with
glycosated saline, dehydrated with increasing acetone concentrations, pre-embedded in a
mixture of acetone and epon (1:1) for 3 hours and embedded in pure epon for 24 hours. The
embedded tissue fragments were polymerized in an oven at 60°C for 48 hours. Semi-thin (1
um) sections were cut with a LEICA ultramicrotome and stained with Toluidine Blue.
Ultrathin sections (60-70 nm) were then obtained and contrasted with uranyl acetate and
lead citrate and examined and micrographed with a transmission electron microscope (LEO

906).



RESULTS

Histology of regeneration in control animals

When examined by light and transmission electron microscopy, the fish in the
control aquarium presented regeneration of the tail fin as reported in the literature (Becerra
et al., 1996).

After amputation, blood loss was minimal and repair started immediately after the
lesion. After 1 day of regeneration (1 D.R.) epidermal cells fully covered the cut border at
the distal end of the tail fin (amputated region of the fin) (Fig. 1). At 2 D.R. the
regenerating epidermis (also known as epidermal cap) was already well established.

At 4 D.R. there was formation and organization of the blastema (a cell mass of
homogeneous aspect) (Fig. 2). We also observed that some cells of the blastema formed an
row of cells arranged side by side and immediately below the epidermis in intimate
association with the basement membrane on both sides of the fin (Fig. 2). These cells,
called scleroblasts, initiated the synthesis and deposition of extracellular matrix of the
lepidotrichia in the region facing the basement membrane and therefore between the row of
scleroblasts (Fig. 3) and the epidermal basement membrane (Fig. 4). Thus, the scleroblasts
are polarized cells.

At 6 D.R., it could be seen that the fin as a whole had grown (Fig. 5). The
scleroblasts migrated to the other side of the hemisegment of the regenerating lepidotrichia
and were interposed between the epidermis and the hemisegment, maintaining the

arrangement of a single cell layer, now surrounding the two sides of the lepidotrichial
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hemisegment, and started to secrete extracellular matrix towards the side facing the
hemisegment (Fig. 6).

After 8, 10 and 12 days of regeneration, the lepidotrichia became elongated due to a
proximal-distal growth, increasingly growing in length (Fig. 7). Thickness also increased
due to the action of the scleroblasts which deposited extracellular matrix, being responsible
for thickening of the hemisegment through appositional growth (the central lepidotrichial
layers are older than the outer ones) (Fig. 9).

Picrosirius-stained histological sections examined under polarized light showed that
both old lepidotrichium (those that did no undergo regeneration) and regenerating ones
were bright, reddish or yellowish in color against a dark background, showing the presence
of organized molecules in the extracellular matrix, as is the case for collagen molecules
(Figs. 8 and 10).

In histological sections stained with Toluidine Blue, the scleroblasts were found to
be strongly basophilic (basophilic cytoplasm, prominent nucleoli and loose chromatin),
showing intense synthesis of the lepidotrichial matrix. The old lepidotrichial rays and the
regenerating ones exhibited weak basophilia (for a review, see Mari-Beffa. 1996) (Fig. 11).

With extracellular matrix deposition towards the side facing the hemisegment, we
then observed two light (less electron-dense) regions, one facing the basement membrane
and the other facing the hemisegment, and a central dark (more electron-dense} region. The
two light regions corresponded to the extracellular matrix newly synthesized by the
scleroblasts, permitting an easy visualization of the collagen fibrils since there was no
deposition of calcium salts. In contrast, the dark central region described as nucleation

center (calcium salt deposits) by Kemp er al. (1968), showed a fundamental mineralized



substance that obscured the collagen fibrils, indicating that this region was in a more
advance level of regeneration than the two light regions surrounding it (Fig. 12).
Histology of regeneration in the animals treated with naproxen

After amputation, the regeneration of the animals treated with naproxen occurred in
a manner similar to that observed in control animals. After 1 day of regeneration. the
wound was closed and after 2 D.R. the regenerating epidermis was fully established.

After 4 D.R. there was the formation and organization of the blastema and the
scleroblasts formed an row of cells immediately below the epidermis and started the
synthesis and deposition of lepidotrichial matrix in the region facing the basement
membrane, events similar to those observed in control animals on the same day of
regeneration. However, light microscopy showed that regeneration was lower in length in
treated fish than in controls, as could be clearly seen in the fins at 4 D.R. (compare Fig. 2
with Fig. 13).

After 6, 8, 10 and 12 D.R., the fin grew as a whole. As observed in control animals,
the scleroblasts migrated to the other side of the hemisegment of the regenerating
lepidotrichia, now surrounding the two sides of the lepidotrichial hemisegment. The
scleroblasts started to secrete extracellular matrix towards the side facing the hemisegment
and were responsible for the thickening of the latter through appositional growth (Fig. 14).

Picrosirius-stained histological sections of both treated and control animals
observed under polarized light presented regenerating lepidrotrichia that were bright,
reddish or yellowish i color against a dark background, demonstrating collagen

organization in the extracellular matrix (Fig. 15).
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A nucleation center arose in the central region of the lepidotrichia (Figs. 16 and 17)
and sections stained with Toluidine Blue showed strongly basophilic scleroblasts and

weakly basophilic lepidotrichial rays (Fig. 18), as also observed in control animals.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1 Longitudinal section through the distal end of a regenerating tail fin of a
control animal 24 hours after amputation (1 day of regeneration). Observe that the
regenerating epidermis (E) has already fully covered the amputated region of the tail fin
(arrows). Note the loose connective tissue (C) between the lepidotrichial hemisegments
(asterisks). Picrosirius-hematoxylin, x 770.

FIGURE 2 Longitudinal section of the tail fin of a control amimal after 4 days of
regeneration (D.R.). Observe the epidermis (E), the old lepidotrichium (asterisks), the
blastema (B), and the row of cells (scleroblasts) (arrowheads) in association with the
basement membrane. The arrows indicate the site of amputation. Note the length of the
regenerated region (arrows up to the tail fin tip). Picrosirius-hematoxylin, x 240.

FIGURE 3 Electron micrograph of a longitudinal section of a regenerating tail fin of a
control animal, 4 days after amputation. Observe the already regenerated epidermis (E), the
regenerating lepidotrichial hemisegment (L), and the layer of scleroblasts (asterisks)
responsible for the synthesis and deposition of the lepidotrichial matrix. X 5000.

FIGURE 4 Electron micrograph of a longitudinal section of the tail fin of a control animal
after 4 days of regeneration. Observe the epidermal cell (E). the basement membrane
(arrowhead) in intimate contact with the epidermis and the regenerating lepidotrichium (L).

Note the collagen fibrils in longitudinal sections (arrow). x 10453.






FIGURE 5 Longitudinal section of the tail fin of a control animal after 6 days of
regeneration. Observe the epidermis (E), the old lepidotrichium (asterisks), and the
regenerating lepidotrichium (arrowheads). Note the length of the regenerated region
(arrows up to the tail fin tip). Picrosirius-hematoxylin, x 144.

FIGURE 6 Longitudinal section of the tail fin of a control animal after 6 days of
regeneration. Observe the arrangement of a single scleroblast layer (arrowheads)
surrounding the two sides of the lepidotrichial hemisegment. Epidermis (E), regenerating
lepidotrichial hemisegment (L) and the old lepidotrichium (asterisk). Picrosirius-
hematoxylin, x 490.

FIGURE 7 Longitudinal section of the tail fin of a control animal after 8 days of
regeneration, stained with Picrosirius-hematoxylin and observed under standard
illumination. From the arrows to the tail fin tip, observe the proximal-distal growth of the
lepidotrichium. The arrowheads indicate the regenerating lepidotrichia. x 52.

FIGURE 8 Same section as in FIGURE 7 stained with Picrosirius-hematoxylin and
observed under polarized light. The arrowheads indicate the regenerating lepidotrichium.
The collagen molecules present in the lepidotrichial matrix are strongly birefringent,

appearing bright against a dark background. x 52.
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FIGURE 9 Enlarged detail of FIGURE 7 (a contro} animal after 8 days of regeneration).
Note the increased thickness of the lepidotrichium (L) caused by the action of the
scleroblasts (arrow). Also observe the old lepidotrichium (asterisk) and the epidermis (E).
Picrosirius-hematoxylin, x 640.

FIGURE 10 Same section as in FIGURE 9 stained with Picrosirius-hematoxylin and
studied under polarized light. Observe the old lepidotrichium (asterisk) and the
regenerating lepidotrichium (L). Note the brightness of the collagen molecules present 1n
the lepidotrichial matrix against a dark background. x 640.

FIGURE 11 Longitudinal section of the tail fin of a control animal after 12 days of
regeneration. Observe the scleroblasts (arrows) surrounding the regenerating lepidotrichial
hemisegment (L). Old lepidotrichium (asterisk), epidermis (E). Toluidine Blue, x 476.
FIGURE 12 Electron micrograph of a longitudinal section of a regenerating lepidotrichia
of a control animal 8 days after amputation, showing a light, less electron-dense region (c)
and a dark, more electron-dense region (e). In the less electron-dense region, observe
collagen fibrils arranged in various directions (arrow). Note the cytoplasm of the scleroblast

(asterisk) containing granular endoplasmic reticulum and mitochondria. x 69444.
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FIGURE 13 Longitudinal section of the tail fin of a naproxen-treated animal after 4 days
of regeneration. Observe the epidermis (E), the old lepidotrichium (asterisks), the blastema
(B), and the row of cells (arrowhead) in association with the basement membrane. Note the
length of the regenerated region (arrows up to the tail fin tip). Compare with FIGURE 2.
Picrosirius-hematoxylin, x 241.

FIGURE 14 Longitudinal section of the tail fin of a treated animal after 8 days of
regeneration. Note the increased thickness of the regenerating lepidotrichium (L) due to the
action of scleroblasts (arrows), the old lepidotrichium (asterisk), and the epidermis (E).
Picrosirius-hematoxylin, x 420.

FIGURE 15 Same section as in FIGURE 14 stained with Picrosirius-hematoxylin and
observed under polarized light. Observe the old lepidotrichium (asterisk) and the
regenerating lepidotrichium (L). The collagen molecules present in the lepidotrichial matrix
are strongly birefringent, appearing bright against a dark background.x 420.

FIGURE 16 Electron micrograph of a longitudinal section of the tail fin of a treated animal
after 8 days of regeneration. Observe the lepidotrichium with two less electron-dense
regions (c) surrounding a more electron-dense region (¢). Note that the lepidotrichium 1s

surrounded by scleroblasts (asterisks). x 3354.
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FIGURE 17 Longitudinal section of the tail fin of a naproxen-treated animal after 10 days
of regeneration. Observe the scleroblast (asterisk), the less electron-dense region (c), with
collagen fibrils in a longitudinal section (arrow) and the more electron-dense region (e) of
the regenerating lepidotrichium. Compare with FIGURE 12. x 29546.

FIGURE 18 Longitudinal section of a treated animal after 8 days of regeneration. Observe
the scleroblasts (arrows) surrounding the regenerating lepidotrichial hemisegment (L). Old

lepidotrichium (asterisk), epidermis (E). Toluidine Blue, x 840.
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DISCUSSION

Injured organs of vertebrate animals repair their losses by two mechanisms: repair
or regeneration. Repair is characterized by strong inflammation, fibrosis and formation of a
collagen-rich connective tissue scar. Regeneration is the process by which injured or lost
structures are perfectly or almost perfectly replaced. Mammals possess some organs that
are able to regenerate, such as the liver, but most damaged organs form a scar. In contrast,
many invertebrates and lower vertebrate species have the ability to regenerate body parts
(Dinsmore, 1991).

Similarly to teleost fish, some urodelic amphibians can fully regenerate various
appendages formed by different tissues. The process undergone by the animal to restore
lost body parts is called epimorphic regeneration (Akimenko, 2003). This process involves
the closure and reepithelialization of the wound and the recruitment of mesenchymal cells
to form the blastema, a mass of cells that differentiate and start the precise replacement of
the damaged limb. This process requires a precise coordination of cell proliferation, cell
differentiation, morphogenesis, and specimen formation (Santos-Ruiz, 2002).

In view of the above considerations, because of it is simple anatomy, the tail fin of
this teleost is a convenient organ for the study of regeneration processes.

In the present study, after excision of a portion of the tail fin of Cyprinus carpio,
regeneration started and progressed as reported in the literature in the control group

(Becerra et al., 1996).
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The present description is based on standard light and polarized light microscopy
and transmission electron microscopy observations which permitted the visualization of the
process of lepidotrichia regeneration in fish treated or not with naproxen.

In the control animals, the first sign of tail fin regeneration as a whole was observed
during the very first days after excision (1 and 2 days of regeneration), as shown by
epidermal cells fully covering the cut edge, forming a well-established epidermal cap. The
initial observation of lepidotrichial regeneration was made on the fourth day of
regeneration, when we observed blastema formation and organization, scleroblast
differentiation and the beginning of extracellular matrix deposition for the formation of the
new regenerating ray. During the later days of regeneration, the lepidotrichia increased in
size and thickness through the deposition of extracellular matrix synthesized and secreted
by the scleroblasts until the end of the regeneration process.

In histological sections stained with Toluidine Blue, the scleroblasts were found to
be strongly basophilic, showing intense synthesis of the lepidotrichial matrix. The old
lepidotrichial rays and the regenerating ones exhibited weak basophilia, indicating a
progressive masking of the lepidotrichial components due to molecular reorganization and
interaction (collagen-proteogtycan interaction) (for a review, see Mari-Beffa, 1996).

According to literature reports (Arumugham er al., 1981 and 1982; Bjelle and
Eronen, 1991; Ratcliffe er al., 1993; Srinivas et al., 1994; Smith ef al., 1995; Muscara ef
al., 2000), naproxen may or may not affect the composition of the extracellular matrix
depending on the dose used.

In the present study, naproxen-treated fish showed a small delay in tail fin

regeneration compared to control. However, the histochemical and ultrastructural data show



that the synthesis and deposition of collagen and glycosaminoglycans occurred. The data
also suggest that the arrangement of collagen fibrils, as well as the mineralization of the
fundamental substance were not unchanged in the presence of naproxen at the dose used.

Bechara ef al. (2000) studied the effect of 5 steroidal and non-steroidal anti-
inflammatory drugs (indomethacin, aspirin, dexamethasone, penicillamine and beta-
aminopropionitrile) on the tail fin regeneration of two teleost species, Tilapia rendalli and
Cyprinus carpio. In contrast to our observations in the present study, these authors
observed that these drugs affect collagen metabolism, impairing the deposition and
organization of collagen fibrils at the ultrastructural level, with the consequent formation of
an abnormal or practically absent lepidotrichia, in addition to the formation of disorganized
fibrous connective tissue.

The presence of the blastema is known to be fundamental for the occurrence of
lepidotrichia regeneration (Santamaria er al., 1996) since scleroblasts originate from
blastema cells.

We believe that in the present study naproxen, at the dose used, may have affected
some blastema cells or some scleroblasts, causing a small delay in the regenerative process.
This effect may have involved gene transcription. In vivo and in vitro studies have shown
that some anti-inflammatory agents act by reducing gene transcription in cells that
synthesize collagen, thus reducing collagen synthesis (Fujii ef al., 1989). We believe that
higher doses may affect a larger number of cells and cause a more marked decrease in

lepidotrichial regeneration.
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Molecular studies of the effect of naproxen on the regeneration of the lepidotrichial
matrix of the tail fins of teleosts could be performed in the future. This simple and at the

same time efficient model permits the in vivo study of the effects of this and other drugs.
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CONCLUSAO

¢ O naproxeno, na dose utilizada neste trabalho (10,4mg/L), ndo afetou a organizagio
dos componentes da matriz extracelular da lepidotriquia durante o processo

regenerativo da nadadeira caudal;

e Os resultados apresentados fornecem uma base para que, no futuro, este modelo
biologico da regenera¢io da nadadeira seja usado para se estudar, por exemplo, a
organizagdo espacial das fibrilas de coldgeno e/ou a sintese de glicosaminoglicanos,

utilizando-se doses maiores de naproxeno.
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