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Resumo:

Introducdo: A capacidade de regenerar tecidos lesionados ou perdidos €&
fundamental para a homeostase e manutencgéo da vida. A maioria dos animais
se recuperam de lesBes por meio da formacédo de cicatrizes, ao passo que
alguns animais como € o caso dos urodeles (tritdes, axolote e salamandras), o
fazem por meio da regeneracdo, ou seja, recuperacdo completa de partes e
tecidos perdidos. O Ambystoma mexicanum apresenta uma excepcional
capacidade regenerativa, aliada a facilidade de manutencéo e reproducdo em
laboratério, de modo que tem ganhado destaque como modelo de estudo em
medicina regenerativa. Objetivo: O objetivo do trabalho foi revisar sobre a
regeneracdo do Axolote e as aplicagbes da mesma nas medicinas humana e
veterinaria. Meétodos: Foi feita uma busca nas bases de dados Pubmed,
Scielo, Biblioteca Virtual em Salde e Google Académico pelos termos
“‘Axolote”, “Ambystoma mexicanum”, “Axolotl” e “regeneration”. Revisdo de
literatura: A regeneracdo do A. mexicanum se caracteriza pela formacdo de
um blastema, o qual contém um conjunto de células indiferenciadas, e em
algumas horas apos o ferimento, 0 mesmo ja é recoberto por epitélio. As vias
moleculares e genéticas que coordenam esse processo regenerativo ainda nao
foram completamente esclarecidas, a utilizacdo do axolote como modelo
regenerativo € uma area promissora para pesquisas, e a compreensao das vias
moleculares que culminam nesse processo podem ampliar a terapéutica de
diversas doencas, por meio do estimulo do processo regenerativo em humanos
e outros animais. Foram observados estudos utilizando o axolote como modelo
regenerativo no cancer, doencas neurodegenerativas, e ainda cicatrizacdo de
feridas, nos quais resultados promissores foram demonstrados.
Consideracfes Finais: Ainda se trata de uma area pouco explorada e muitas
pesquisas ainda serao necessarias.

Descritores: Axolote, Ambystoma mexicanum, regeneragao

Abstract:

Introduction: The ability to regenerate injured or lost tissues is fundamental for
homeostasis and maintenance of life. The vast majority of animals recover from
injuries through the formation of scars, while some animals, such as urodeles
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(newts, axolotls and salamanders), do so through regeneration, that is,
complete recovery of parts and tissues lost. Ambystoma mexicanum has an
exceptional regenerative capacity, combined with ease of maintenance and
reproduction in the laboratory, so that it has gained prominence as a study
model in regenerative medicine. Objective: The objective of the work was to
review the Axolotl and its aplications in the human and veterinary medicines.
Methods: In view of this, a search was carried out in the Pubmed, Scielo,
Biblioteca Virtual em Saude and Google Scholar databases for the terms
“‘Axolotl”, “Ambystoma mexicanum”, “Axolotl” AND “regeneration”. Review of
literature: The regeneration of A. mexicanum is characterized by the formation
of a blastema, which contains a pool of undifferentiated cells, and within a few
hours after the wound it is covered by epithelium. The molecular and genetic
pathways that coordinate this regenerative process have not yet been
completely clarified, the use of the axolotl as a regenerative model is a
promising area for research, and understanding the molecular pathways that
culminate in this process can expand the therapeutics of various diseases,
through stimulation of the regenerative process in humans and other animals.
Studies were observed using the axolotl as a regenerative model in cancer,
neurodegenerative diseases, and even wound healing, in which promising
results were demonstrated. Final considerations: However, it is still a little
explored area and much research remains to be done.

Keywords: Axolotl, Ambystoma mexicanum, regeneration

INTRODUGCAO

No organismo, o reparo tecidual ocorre por duas vias principais: pela
regeneracdo, com a recomposicdo da atividade funcional do tecido e pela
cicatrizacdo, caracterizada pelo restabelecimento da homeostasia, porém com
perda da atividade funcional e formacdo de uma cicatriz fibrética.t

A habilidade regenerativa é um fendbmeno comum em diversos seres
vivos. Em grupos de invertebrados, essa capacidade esta associada a
reproducdo assexuada. Contudo, as vias de sinalizacdo que comandam
processos regenerativos foram perdidas em grande parte dos vertebrados.-

Os anfibios urodeles (axolote, tritdes e salamandras) sdo os Unicos
vertebrados com capacidade de regenerar cornea, retina, mandibula, membros
e pequenas seccdes do coragdo, dentre outras estruturas complexas do corpo.
Dentre estes, os tritdes e os axolotes sdo os anfibios mais utilizados como
modelos de regeneracéo.*®

O foco tem sido dado ao estudo das células-tronco e manipulagéo das

mesmas, no intuito de se conseguir novas terapias para diversas doencgas.



Entretanto, as aplicagbes encontradas através dessas pesquisas se mostram
complexas, de modo que o reconhecimento dos diversos mecanismos
envolvidos no processo de regeneracdo de animais como 0 axolote apresenta
potencial terapéutico e um nicho de pesquisa para ser esclarecido.®’

O desenvolvimento de doencas relacionadas a senilidade é raro nesses
organismos, ao passo que em humanos e outros animais, a correlacdo entre
envelhecimento e diversas doencas ja foi estabelecida. Incluem a estas, a
diminuicAio do metabolismo, da capacidade reprodutiva, aumento da
senescéncia celular e do dano ao DNA, aumento do tempo para curar lesdes e
aumento da prevaléncia de diversas doencas como Alzheimer, Parkinson,
doencas vasculares, cardiacas e cancer.*® Ainda apresentam resisténcia
quando expostos cronicamente as substancias cancerigenas, com inducao
mais lenta e progressdo mais controlada do cancer em comparagdo com 0s
animais que ndo podem regenerar.%0

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi revisar sobre
regeneracdo em Axolote e a aplicagdo desta nas medicinas humana e

veterinaria.

METODOS

Foi realizada uma revisao de literatura por meio de busca de artigos de
bancos eletrbnicos tais quais Pubmed, Scielo e Google Académico. Além disso,
foi realizada consulta em livros didaticos e publicacdes impressas periddicas.
Foram selecionados trabalhos de literatura médica e médico veterinaria em

linguas inglesa e portuguesa, publicados no periodo de 2001 a 2022.

REVISAO DE LITERATURA

Reparo tecidual e regeneracao

O reparo de lesbes € uma condicdo basica para a manutencéo da vida,
este pode ocorrer por meio da cicatrizagdo, comum a todos os animais, ou
através da regeneracdo, capacidade restrita a outro pequeno grupo. A
cicatrizacdo de feridas € um processo de varias etapas que se inicia com a

formacdo de um coagulo sanguineo, seguido por um influxo de células



inflamatorias, reepitelizacdo, migracdo e deposicdo de matriz extracelular
(MEC) por fibroblastos, remocdo de detritos celulares, proliferacdo celular e,
finalmente, maturacdo da pele.* A rapida cicatrizacdo de feridas abertas é
crucial para se evitar infeccbes e outros agravos, contudo este processo
culmina com a deposi¢do desordenada das fibras de coldgeno e consequente
perda de funcéo do tecido cicatrizado.®

A regeneracdo é um processo homeostatico que compreende a
completa substituicdo de 06rgdos ou partes perdidas ou danificadas,
caracterizada pela manutencdo da fungdo e caracteristicas originais do tecido
regenerado.’ E um processo complexo e finamente regulado, composto por
varias etapas, com interacdo de vias moleculares, celulares e sistémicas.!?

A capacidade regenerativa varia consideravelmente entre os membros
do reino animal, observada em varios organismos multicelulares. Alguns
animais mantém essa capacidade por toda a vida, enquanto outros perdem em
algum momento do seu desenvolvimento.?13 As planarias, platelmintos de vida
livre, com sistema nervoso central rudimentar, sdo capazes de gerar dois
organismos completos e independentes apds uma secc¢do transversal que as
separa em segmentos cranial e caudal.* O peixe-zebra pode regenerar o
coracdo, o cérebro e as nadadeiras e as rds podem iniciar o processo de
regeneracdo em varios 6rgaos, embora a regeneracdo seja geralmente
imperfeita.®

Nos mamiferos esta capacidade € restrita, alguns 6rgaos como o figado
apresentam reduzida capacidade regenerativa, mas no geral, uma lesao leva a
formacdo de uma cicatriz, com deposicéo de colageno.*? Os fetos mamiferos
sdo capazes de regenerar a falange distal dos dedos durante o
desenvolvimento, mas essa capacidade € também é perdida ainda dentro da
vida intra-uterina.'®

Entre os vertebrados, os anfibios urodelos apresentam a habilidade
regenerativa mais notavel, com capacidade de regenerar estruturas complexas,
como membros inteiros, cérnea, retina, mandibula, cérebro e pequenas sec¢des
do coracéo.*’

O Ambystoma mexicanum (Shaw & Nodder, 1798), chamado de axolote,
qgue na linqua nahuatl, significa “monstro da agua”, sdo nativos dos canais da

Cidade do México (lagos Xochimilco e Chalco).'®* A embriogénese desses



animais leva em média duas semanas, apds isso 0s animais larvais eclodem
de seus ovos e nadam livremente, aumentam rapidamente de tamanho e
desenvolvem pulmdes e membros.*+18

Aproximadamente um ano apoés a fertilizagdo, os animais se tornam
sexualmente maduros, mas mantém caracteristicas larvais, como as
branquias.* Eles ndo sofrem metamorfose em condigGes naturais, ao passo
gue completam seu ciclo de vida na fase juvenil, aguatica. Uma transformacao
para a fase adulta pode ser induzida por hormonios tireoidianos exdgenos, 0
que ocasiona uma diminuicdo da capacidade regenerativa.'® Ademais,
possuem crescimento indefinido, com observavel aumento de tamanho ao
longo de sua vida.'?

Na fase adulta, os machos pesam em média 125-130 gramas e as
fémeas cerca de 170-180 gramas. Trata-se de um tetrdpode primitivo, com
esqueleto calcificado e articulacdes cartilaginosas, dentes verdadeiros e um
sistema olfativo complexo. Apresenta 0 mecanismo de trocas gasosas com
respiracdo cuténea e pulmonar, com camadas dérmica e epidérmica formadas
por tecido conjuntivo frouxo, fibras colagenas e fibroblastos. Embora se
encontre em situacdo de ameaca na natureza, pode ser facilmente criado e
reproduzido em laboratério, onde sua expectativa de vida é de cerca de 25

anos'31%20 (Figura 1).

Figura 1 — Fases de desenvolvimento do Axolote. Da esquerda para a direita e
na sequéncia: um axolote filhote (~3 semanas de idade), jovem (~3 meses de
idade), jovem tardio (~5 meses de idade), adulto sexualmente maduro (~1 ano
de idade) e um adulto de 3 anos de idade.

Fonte: Modificado de Vieira et al.*



O potencial de regeneracdo de uma ampla gama de tecidos e 6rgaos,
juntamente com a curta distancia evolutiva em relacdo aos mamiferos, faz do
Axolote um modelo promissor para estudos regenerativos.'? O mecanismo de
regeneracao observado em urodelos ndo promove apenas a diferenciacao para
células originais dos tecidos, mas garante a restauracdo de relacGes
fundamentais no reestabelecimento funcional.!” Ele possui a notavel
capacidade de regenerar uma grande variedade de tecidos desde o coracao,
cérebro, branquias e mandibula até a cauda e as pernas, sendo estes ultimos
0s mais amplamente utilizados para estudar a regeneracdo por centenas de
anos.*'” Ademais sdo facilmente criados em cativeiro e foram estabelecidas
varias linhagens transgénicas que facilitam esse estudo.?!

De acordo com dados morfolégicos e andlise transcriptbmica em massa,
a regeneracdo do axolote passa por trés estagios distintos: cicatrizacdo de
feridas, formacdo de blastema (desdiferenciagcdo) e redesenvolvimento
(padronizacéo).121317.2022 Em algumas horas apés a lesdo, o epitélio migra e
recobre o local da ferida, queratindcitos se multiplicam e formam a capa
epitelial apical, e ira concluir a etapa de cicatrizacdo. Nos proximos dias, as
fibras nervosas inervam esse epitélio, se estabelece entdo uma zona de
sinalizagdo entre e epitélio e as fibras nervosas. Este centro produz mdultiplas
moléculas de sinalizacdo que resultam na desdiferenciacdo e proliferacdo dos
tecidos maduros subjacentes dos membros em células progenitoras dos
membros conhecidas como células do blastema, que € um tecido transitorio
onde as células progenitoras se acumulam antes da regeneracdo do membro.

As interacBes na ferida entre as células dos eixos opostos do membro
estabelecem o padrdo das estruturas ausentes do membro, e uma vez que
esse padrdo é estabelecido, as células se rediferenciam nas estruturas dos
membros ausentes.481217.19.2022° Ag células do tecido conjuntivo podem ser a
chave para decifrar o programa molecular de regeneracdo, uma vez que
expressam fatores que orientam a regeneracdo de partes apropriadas dos
membros.*

E importante ressaltar que os membros se regeneram no tamanho

correto, mantendo o padrdo do membro perdido, independentemente do
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tamanho ou idade do animal.?® Todo o membro regenerado é funcionalmente

integrado no local do coto original e com todo o corpo (Figura 2).2°

Figura 2 — Processo de regeneracdo em um Axolote. Em A, inicio do processo
regenerativo. B, formacdo de nova estrutura por Vieira. C, funcionabilidade da
estrutura regenerada. D, término da regeneracgao.

Fonte: Modificado de Vieira* (A e B); modificado de Sader® (C e D);

Bryant et. al demonstraram que apdés repetidas seccdes dos membros
estes perdem parte de sua capacidade regenerativa, resultando em membros
miniaturizados e com defeitos anatémicos, como auséncia de digitos.

Os processos e vias moleculares acerca de como ocorre a regeneracao
desses animais ainda nao foi totalmente compreendidos. O desafio de entender
como induzir e aumentar a capacidade regenerativa em humanos € descobrir

quais desses processos falham em humanos e por que falham.*

A sinalizacdo mediada por membros da familia do fator de crescimento
de fibroblastos (FGF) é necesséaria para o desenvolvimento normal dos
membros e para a regeneracdo dos membros na salamandra Ambystoma
mexicanum.?*

Uma via de sinalizagéo bem caracterizada, a via do fator de crescimento
transformador beta (TGF- B). E uma importante via de sinalizac&o, pois esta

ligada a proliferagéo e migracéo celular, inflamacgéao e cicatrizagéo e foi descrita
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tanto na cicatrizacdo de feridas em mamiferos quanto na regeneracdo de
urodeles. Compreende um grande numero de fatores de crescimento
polipeptidicos estruturalmente relacionados, capazes de regular uma
multiplicidade de processos celulares. O TGF-[ e fatores relacionados
desempenham um papel proeminente no desenvolvimento, homeostase e
reparo de praticamente todos os tecidos em organismos, desde a mosca da
fruta até o ser humano.®

O envolvimento de diversos genes no processo de regeneragao do
axolote tem sido proposto, porém a elucidacdo completa dos genes
importantes nesse processo e dos genes regulados negativamente durante a
regeneracdo ainda ndo ocorreu, e pode ser a chave para se conseguir
reproduzir os mecanismos regenerativos em mamiferos.2°

O axolote exibe uma incidéncia baixa de tumorigénese espontanea,
com relatos limitados de formacdo de neoplasias descritos na literatura,
principalmente em se tratando de animais jovens.122527 Ademais, exibem
resisténcia superior a de outros animais quando expostos a organofosforados e
outras substancias cancerigenas.?® Assim, esses animais podem servir como
um sistema modelo nesse contexto, além de fornecer informacdes sobre os
fatores e mecanismos que podem limitar naturalmente a tumorigénese

espontanea.*

Aplicacbes do modelo de regeneracao

O extrato bruto do Axolote mostrou potencial anticancerigeno contra
linhagem celular de leucemia mieloide aguda HL-60, demonstrando atividade
antiproliferativa e pr6 — diferenciacdo das células HL-60. O entendimento das
moléculas responsaveis por esta atividade poderia culminar com a descoberta
de um novo tratamento para esta doenca.?® Ainda em relacdo a aplicacédo do
modelo de axolote nos estudos com céancer, extrato de odcitos de axolote foi
capaz de reprogramar células cancerigenas de tecido mamario, com
consequente supresséo do crescimento tumoral a longo prazo.3°

A doengca renal crbnica € outro problema crescente com o
envelhecimento, que dispde de escassas opc¢des terapéuticas. Foi observado

qgue o rim dessa salamandra compartilha semelhancas estruturais, moleculares
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e funcionais com os rins de mamiferos, além de possuir a mesma unidade
basica, o néfron, o qual foi capaz de regenerar apos lesdo renal grave induzida
por drogas, de modo que a sua regeneracdo renal poderia ser um modelo
interessante para compreender e tratar este problema.3!

A degeneragdo dos neurbnios dopaminérgicos no mesencéfalo causa
sintomas de distarbio do movimento, analogos a doenca de Parkinson. Um
modelo semelhante ao Parkinson foi desenvolvido em salamandras, onde a
ablacdo especifica de neurbnios dopaminérgicos foi alcancada usando 6-
hidroxidopamina. Trinta dias apds a ablacdo os neurdnios foram regenerados,
sugerindo que o principal processo celular envolvido foi a reativacédo de células
ependimogliais da regido ventricular que sao células GFAP e Sox2+ que
amadurecem em neurdnios dopaminérgicos para restaurar a area afetada.
Deste modo a neuro regeneracédo das salamandras pode servir como modelo
de doencas neurodegenerativas.3?33

Os axolotes também regeneraram uma diversidade de neurbnios
funcionais, mesmo quando uma regido significativa do cérebro foi removida, o

que o torna um modelo promissor no tratamento de doengas

neurodegenerativas que até o momento apresentam terapéutica limitada
(Figura 3).34

F

Figura 3 - Em a e b, a localizagdo do local da lesdo no pélio dorsal do
hemisfério esquerdo do cérebro do Axolote (marcac6es em vermelho) induzido
por lesdo mecanica em modelo experimental de regeneracdo do sistema
nervoso central. B Fotografias estereoscépicas representativas de cérebros
lesionados em 1, 2, 4 e 11 semanas apos lesdo (wpi). Em c, Imagens de
ressonancia magnética in vivo de um cérebro de axolote representativo durante
um periodo de tempo de 28 dias apds a lesdo (marcacdes) — (DO — dia antes
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da lesédo cerebral; D5 a D28 — Dias representativos de 5 a 28 dias ap6s a leséo
cerebral, respectivamente).
Fonte: Modificado de Amamoto3*

A capacidade regenerativa da medula espinhal também j& foi explorada
em um modelo de micro lesao cirdrgica, no qual 12 animais submetidos a leséo
contusa foram capazes de recuperar completamente o tecido lesionado, o que
pode se mostrar util na compreensado e ampliacdo do tratamento de lesGes
medulares produzidas por traumas diversos.®® Nesse sentido, a modulacéo da
expressdo génica para axolote durante a regeneracdo da medula espinhal foi
investigada, foram avaliados 363 genes expressos diferencialmente antes da
amputacdo da cauda e sete dias apds, observou-se que em sua maioria 0s
genes foram regulados negativamente e ainda se concluiu que a regulagéo
negativa do sistema imunologico é crucial para a regeneracdo da medula

espinhal.®®

Um modelo de infarto do miocéardio induzido por crio lesédo, evidenciou a
capacidade do axolote de regenerar o tecido cardiaco, este modelo se
assemelha ao infarto do miocardio por isquemia podendo servir para investigar
0s mecanismos de regeneragdo miocardica.3” Em outro estudo, Kochekarov et.
al clonaram o RNA de coracao fetal humano e o transfectaram para coragéo
mutante de axolote, de modo que o desenvolvimento normal do coracao foi
restaurado, demonstrado pelo desenvolvimento de batimentos normais e

expressdo de tropo miosina e miofibrilas organizadas.3®

[ (A) 8 weeks

7 f
<,

Figura 4 - Alteracbes morfologicas do coracdo de salamandra apds crio-
lesdo. A a E Cada painel mostra uma imagem representativa de coragdes em
regeneracao nos pontos de tempo indicados apds o procedimento. As setas
indicam a cicatriz (Week — representam o niumero de semanas apos a leséo).
Fonte: Modificado de Dittrich3”
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Outra possivel aplicacdo deste modelo seria na regeneragéo de feridas.
A enzima lipoxigenase epidérmica, importante na regeneracdo do Axolote
mexicano, foi extraida desses animais e incorporada em um sistema de
nanoparticulas de pectina, de modo que sua aplicacgdo melhorou
significativamente o processo de cicatrizagdo em ratos, e ainda diminuiu o
tempo de fechamento da ferida.3®

Diversos outros tecidos que ndo podem ser recuperados em humanos e
demais mamiferos sao regenerados pelos axolotes, de modo que o estudo e
compreensao dos mecanismos pelos quais esse processo ocorre pode
culminar com a ativagdo ou aumento da expressdo de vias moleculares que

promoveriam a regeneracdo em humanos e outros animais.3’38

CONSIDERACOES FINAIS

Embora haja muito a aprender sobre como ocorre a regeneracgao,
avancos em medicina regenerativa ajudardo na descoberta de novos
tratamentos para condi¢coes ligadas ao envelhecimento, nas medicinas humana
e veterinaria.

Com o conhecimento das vias moleculares da regeneracdo sera
possivel aumentar as habilidades regenerativas em outros animais, a fim de
melhorar a recuperacdo em lesdes agudas e de retardar ou reverter danos do
envelhecimento

Entender a regeneracdo e como esta pode ser estimulada é um
promissor campo para pesquisa, ainda ha muito para se estudar, mas esta
pode ser a chave para o tratamento de diversas afeccdes que até o0 momento

possuem um limitado arsenal terapéutico.
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