Reviséo sobre a Avaliagdo da Toxicidade de Contaminantes
Ambientais em Linhas Celulares de Anfibios

Os anfibios estdo a ser severamente afetados pela poluicdo ambiental. Sendo espécies
sensiveis as alteracdes no ecossistema, fornecem informacdes vitais sobre as condi¢cdes
ambientais em que se encontram. Contudo, o uso de animais em toxicologia e
ecotoxicologia é algo controverso, e tem suscitado um maior esfor¢co no sentido de se
cumprir o principio dos 3 Rs (Redugdo, Refinamento e Substituicdo), e assim avaliar o
uso de varias técnicas alternativas para reduzir a experimentagdo animal, nomeadamente
0 uso de linhas celulares. Este trabalho surge com o objetivo de analisar os estudos
cientificos no que respeita ao uso de linhas celulares de anfibios na avaliacdo da
toxicidade de contaminantes ambientais, bem como discutir as lacunas que persistem
nesta area de investigagdo. Foram selecionados 38 estudos cientificos que analisam a
toxicidade de varios compostos quimicos, em 12 linhas celulares ou células de diferentes
tecidos de 9 espécies de anfibios. Verificou-se que os metais constituem o grupo de
compostos mais estudados no que diz respeito a ensaios in vitro com anfibios,
especialmente o cadmio. Sdo aplicadas diferentes metodologias de acordo com o tipo de
linha celular testada, avaliando, assim, diferentes parametros toxicolégicos. A maioria das
linhas celulares mostra um aumento de stress oxidativo, altera¢cbes nos processos

celulares e no seu desenvolvimento.
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toxicologia e quimica ambiental

D INTRODUGAO

Ao longo de vérias décadas o uso de animais como modelos experimentais, em diversas areas de
investigacao, tornou-se fundamental, suscitando varias pressdes éticas, e preocupagfes politicas e
econémicas. Deste modo, tornou-se essencial regulamentar estas praticas tendo em conta o bem-estar
animal e a qualidade cientifica das experiéncias. Assim, surge em 1959, o principio dos 3 Rs (Reducao,
Refinamento e Substituicdo) (Russell & Burch, 1959). Este conceito promove a Substituicdo, Reducao e
Refinamento no uso de animais na ciéncia, partindo do principio de que todos os procedimentos
experimentais devem procurar: reduzir o nimero de animais utilizados, refinar as metodologias aplicadas
com o objetivo de minimizar o sofrimento e substituir o uso de animais sempre que possivel, por técnicas
alternativas (Beekhuijzen, 2017). Um quarto R, ‘Rejeitar’ foi proposto, com o objetivo de minimizar os danos
aos animais de laboratorio, isto €, permite que o Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais (IACUC),
gue tem como fungdo rever eticamente estudos desenvolvidos com animais, rejeite 0 projeto proposto
guando este nao fornece beneficio suficiente que compense a dor causada ao animal em estudo (Curzer et
al., 2015).

Algumas das medidas dos 3 R’s passam por: usar modelos matematicos e informaticos que fazem a analise
de dados para que menos animais sejam utilizados (in silico); otimizacdo dos protocolos experimentais de
maneira a reduzir o sofrimento; utilizar tecidos vivos, 6rgdos e linhas celulares em vez do uso de

organismos Vivos.

Estas novas abordagens trouxeram algumas vantagens, tais como, serem alternativas mais rapidas e de
baixo custo, em relacdo a experimentagdo animal, no entanto, podem ter associado um grau de incerteza
maior no que respeita a obtencdo de dados de dose-resposta fidedignos no que diz respeito aos efeitos
avaliados (Balls, 2002; Doke & Dhawale, 2015).

Uma vez que a toxicologia e ecotoxicologia sdo areas de grande importancia, definidas como o estudo dos
efeitos adversos de xenobidticos, nos organismos e nos constituintes dos ecossistemas, respetivamente, os
investigadores tém apostado em técnicas in vitro para substituir o uso de animais nos testes toxicolégicos
(Rehberger et al.,, 2018). Parte destas técnicas passam por realizar ensaios em culturas de tecidos e
células, nomeadamente linhas celulares continuas. Esta € uma ferramenta importante para estudar os
mecanismos de toxicidade celular (Rehberger et al., 2018). As linhas celulares sdo de facil manutencéo,
manuseamento e fornecem um abastecimento de material quase ilimitado, respeitando as preocupacdes
éticas associadas ao uso animal. Estas revolucionaram a investigacao cientifica e séo utilizadas em varias
areas como na produc¢édo de vacinas, estudos de metabolismo, producédo de anticorpos, estudos genéticos,
geracdo de tecidos artificiais e compostos biolégicos, e anélise de citotoxicidade (Kaur & Dufour, 2012). As
metodologias in vitro que utilizam culturas de células apresentam vérias vantagens comparativamente aos
estudos in vivo, como por exemplo, sdo mais reprodutiveis, produzem menos residuos toxicos, 0s
resultados sdo obtidos mais rapidamente, a interpretacdo dos resultados € relativamente mais simples por

ndo possuirem a complexidade dos in vivo e promovem a reducao do uso de animais (Bols et al., 2005).

Dada a sua fisiologia bem caracterizada e tolerancia as variagfes de temperatura e oxigénio, os anfibios
ocupam um papel importante no grupo de vertebrados utilizados como modelos em ecotoxicologia. (Brown,
2004; Ferrell, 1999; Schultz & Dawson, 2003; Burggren & Warburton, 2007). S&o facilmente afetados pelo
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ambiente onde se encontram, sendo por isso bons indicadores da deterioragdo da qualidade ambiental
(Quaranta et al., 2009; Sparling et al., 2010). Para além disso, como dependem de ambos os ambientes
aquatico e terrestre, qualquer perturbacdo ambiental num deles afeta o seu bem-estar, e pode interromper
ou alterar o seu ciclo de vida e consequentemente provocar efeitos a nivel das populagfes (Dunson et al.,
1992), reforcando o seu valor como bons marcadores biolégicos da saude do ecossistema (Barinaga, 1990;
Vitt et al., 1990).

Muitas sdo as causas para o declinio, que se verifica a nivel mundial, nas populacdes e espécies de
anfibios, como por exemplo: a modificacdo e destruicdo do seu habitat para beneficio humano (Becker et
al.,, 2007; Harper et al., 2008), as epidemias de doencgas infeciosas (Pechmann et al., 2005; Smith et al.,
2009; Eigenbrod et al., 2008), o aguecimento global (Davidson et al., 2002; Davidson et al., 2001), o uso
comercial, a introducéo de espécies exoticas que sédo predadores e/ou competem pelo habitat (Collins &
Crump, 2009; Pounds et al., 2006), a poluicdo ambiental, entre outras (Houlahan et al., 2000; Stuart et al.,
2004; Sparling et al., 2001).

Dada a preocupacao global acerca do declinio das popula¢des de anfibios, verifica-se um aumento dos
estudos de ecotoxicologia com esta classe, nomeadamente ensaios com linhas celulares (Langlois, 2021),

no sentido de avaliar a sua exposi¢cdo a contaminantes ambientais e respetivos efeitos.

O objetivo desta revisédo € avaliar o0 panorama acerca dos trabalhos de investigacdo desenvolvidos na &rea
de toxicologia e ecotoxicologia através de ensaios com células e linhas celulares de anfibios. Identificar os
contaminantes ambientais mais relevantes, as espécies de anfibios mais utilizadas, e respetivas linhas
celulares, como também destacar as lacunas de informagdo e salientar as limitacGes destes tipos de
estudos.

D METODOLOGIA

Fontes de literatura

A pesquisa e selecao inicial de artigos cientificos (18 de novembro de 2020), que descrevem dados de
toxicidade de diferentes compostos quimicos em linhas celulares de anfibios, realizou-se através de duas
bases de dados disponibilizadas pela Universidade de Aveiro, a Web of Science e a Science Direct. A
combinagéo de palavras-chave usada nesta fonte primaria foi “Toxicity AND amphibian AND cell line”, a qual
se adicionou os filtros “research article” e “short communications”. Outros artigos foram obtidos através de

uma pesquisa preliminar noutras bases de dados: Pubmed e Dimensions.
Processo de selecéo

De forma a otimizar o processo de selecdo dos artigos, utilizou-se a ferramenta Rayyan QCRI. Os artigos
obtidos foram transferidos para esta plataforma através da qual, dois investigadores, os selecionaram de
acordo com os critérios definidos seguindo as seguintes fases: exclusdo de artigos duplicados, selecédo de
artigos de acordo com o critério de elegibilidade através da leitura de titulo e resumo, e selecdo dos artigos
de acordo com a leitura completa do documento. Para cada uma das etapas procurou-se consenso entre 0s

dois revisores. Em situacdes de conflito, um terceiro revisor tomou a decisédo de incluir ou excluir o artigo.
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Critérios de inclusao

Para a selecao de estudos, definiram-se alguns critérios de inclusdo. Um estudo, considerado valido, deve
incluir metodologias in vitro, onde se avalie a toxicidade de um composto quimico em linhas celulares
pertencentes a espécies de anfibios. As linhas celulares podem ser ou ndo estabelecidas a partir de
diferentes tecidos do animal como o0citos, espermatozoides, fibroblastos, eritrécitos, hepatécitos,
melandéforos e células hipofisarias. O artigo deve descrever informacdes sobre os efeitos da exposicdo ao

composto e os parametros de toxicidade avaliados. Deste modo os critérios de incluséo foram:

 Selecionaram-se artigos cientificos sobre estudos in vitro com linhas celulares ou amostras tecidulares de
anfibios. Excluiram-se revis@es, cartas, opinides pessoais, resumos de conferéncia, relatos de casos e

capitulos de livros.

+ Selecionaram-se estudos que avaliaram a exposi¢do celular (em anfibios) a xenobiéticos, comparando

com controlo ou auséncia de exposicao.

» Selecionaram-se estudos que reportam parametros de toxicidade ou outros indicadores de viabilidade e

mortalidade celular.

Processo de recolha de dados

Dos artigos selecionados, recolheram-se os seguintes dados: referéncia, autor, ano de publicacdo, espécie

de anfibios estudada, tipo de célula ou tecido e compostos quimicos analisados.

D RESULTADOS

Da pesquisa obteve-se 2568 artigos no Science Direct, 30 no Web of Science e 10 nas restantes fontes de
pesquisa (Figura 1). Excluiram-se 14 artigos por serem duplicados, sendo 2594 artigos selecionados para
analise posterior. Apos a leitura do titulo e resumo, excluiram-se 2555 artigos pelos seguintes motivos:
ensaios com anfibios adultos, embriées ou analises ndo relacionadas com toxicidade; ensaios em que as
células/tecido foram recolhidas apés a exposi¢cado do animal ao composto ndo avaliando a exposicao direta
nas células; e ensaios com linhas celulares humanas ou linhas celulares provenientes de animais de outra

classe. Apos esta analise, obteve-se 49 artigos elegiveis para leitura completa.

Numa segunda fase de selegdo, procedeu-se a leitura completa dos 49 artigos. Assim, excluiram-se 11
artigos, por se tratar de ensaios com linhas celulares humanas ou por ndo avaliarem a toxicidade. Por fim,

resultaram 38 artigos para recolha de dados e analise (Figura 1).

Os estudos incluidos foram publicados entre 1977 e 2020, demonstrando que o uso de linhas celulares de
anfibios é um método utilizado em toxicologia ha varias décadas. A sua utilizacdo tem vindo a aumentar ao
longo dos anos, uma vez que 21 dos 38 artigos incluidos no presente estudo foram publicados entre 2010 e
2020, 9 artigos entre 2000 e 2009, 6 entre 1990 e 1999 e apenas 3 de 1970 a 1989 (Figura 2).
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As publicacbes analisadas relatam

ensaios toxicolégicos em linhas

celulares e tecidos de diferentes

espécies de anfibios, todas perten-

centes a ordem Anura. A espécie

Xenopus laevis (ra-de-unhas-africana) ‘ ‘ ‘
€ a mais comum nestes estudos,

tendo sido utlizada em 30 dos »
trabalhos selecionados. A espécie

Rana pipiens (ré-leopardo-do-norte) ‘

foi utilizada trés vezes, e as restantes

espécies Rana catesbeiana (ra-touro- »
americana), Rana ridibunda (ra-

verde), Rana temporaria (rd-comum ‘

castanha), Xenopus tropicalis (ra-de-

unhas-tropical), Bufo arenarum (sapo- -
da-areia), Bufo bufo (sapo-europeu),

Duttaphrynus melanostictus (sapo-

comum-asiatico) foram as menos ‘

utilizadas. Os géneros mais utilizados

sdo Xenopus (nomeadamente a espé-

cie X. laevis) e Rana (homeadamente

a espécie R. pipiens), enquanto
FIGURA 1: Diagrama representativo do progresso das diferentes

Duttaphrynus 6 foi utilizado num etapas da revisdo da literatura.

estudo dos selecionados (Figura 3).
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FIGURA 2: Nimero de artigos desde os anos 70 até a atualidade (1977-2020).
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Na Figura 4 estdo representadas as
linhas celulares e tipos de células Distribuicao de espécies por estudos

utilizadas nos ensaios descritos nos
M Rana catesbeiana

trabalhos analisados. ® Rana pipiens

As células de anfibios utilizadas nos ™ RangidisRiac

. . Rana temporaria
estudos de toxicologia foram: A6 )

W Xenopus laevis
(linha celular epitelial renal de X. ® Xenopus tropicalis
m Bufo arenarum

m Bufo bufo

laevis adulto, imortalizada esponta-

neamente), odcito, espermatozoide,

. . . W Duttaphrynus melanostictus
melanoforo (cromatoforo - célula

tegumentar especializada), XLK-WG FIGURA 3: Distribuicéo de espécies de anfibios por estudos. Alguns
(linha celular epitelial renal finita de  artigos avaliaram mais que uma espécie.

X. laevis adulto), ICR-134 (linha

celular epitelial embrionaria de R. pipiens), XTC-2 (linha celular de fibroblastos que provém de tecido
conjuntivo de girinos ou adultos de X. laevis, imortalizada espontaneamente), fibroblasto, eritrdcito,
hepatdcito, célula hipofisaria e célula SK (spontaneous Killer). Verificou-se que a linha celular A6 e os

odcitos foram os mais comumente utilizados nos trabalhos analisados (Figura 4).

Esta pesquisa também inclui informagdo acerca dos compostos quimicos mais testados com ensaios
realizados com linhas celulares de anfibios. Estes incluem compostos do grupo dos metais, poluentes
organicos persistentes, pesticidas, farmacos, entre outros (Tabela I). O grupo de compostos mais estudado
nos artigos analisados foi o dos metais, em especifico o cadmio, seguido pelo grupo dos pesticidas e

dioxinas.
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FIGURA 4: Tipos de células/linhas celulares de anfibios utilizadas em ensaios
ecotoxicologicos.
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TABELA I: Compostos quimicos avaliados nos 38 estudos selecionados. POPs — Poluentes organicos persistentes.

Metais

Cloretos de metal
(cadmio, chumbo,

cobalto, zinco, mercurio)

(Music et al., 2014;

Marin et al., 2015; Shirriff
& Heikkila, 2017; luga et
al., 2009; Bjerregaard,

1993; Woolfson &
Heikkila, 2009;
Bjerregaard, 2007;

Campbell & Heikkila,

2018; Faurskov &
Bjerregard, 1997)

Organomercuriais

(PHMPS) (Pays et al.,

1977)

Cadmio (Knight &

Serrano, 2006; Slaby et

al., 2017)

Cromo (Fernando et al.,

2016)

Oxido de cobre (CuO
NPs) e ides Cu (Thit et

al., 2013 e 2015)

Fibra de amianto (I6es

de ferro mineral)

(Bernareggi et al., 2019)

Selénio (Knight &
Serrano, 2006)

I6es metalicos (zinco
(Zn21) (Christensen et

al., 2004)

Ferrocenil 4-(Imino)-1,4-

Diidro-quinolina (

Marchand et al., 2020)

Cobre (luga et al., 2009)

POPs

Dioxinas (2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-
dioxina (TCDD))
(Lavine et al., 2005;
Laub et al., 2010;
lwamoto et al.,
2012; Taft et al.,
2018)

Compostos
semelhantes a
dioxina (DLCs) (Taft
et al., 2018)

Substancias poli e
perfluoroalquil
(PFAS): PFBS,
PFOA, PFOS,
PFENA, PFHxS,
PFHXA.;
(Gorrochategui et
al., 2016; Hoover et
al., 2019)

Bisfenol A (BPA)
(Kaneko et al.,
2008)

Bifenilos oliclorados

(PCBs) (Gillan et al.,

1998)

Pesticidas

Fungicides:
Carbendazim,
Flusilazol (Strong
et al., 2016)

Inseticidas
ciclodiénicos
organoclorados:
Dieldrina (De
Schroeder & De
D'Angelo, 1995)

Herbicida:
Roundup
(Glifosato,
Glifosato-
isopropilamina,
isopropilamina)
(Hedberg & Wallin,
2010)

Agroquimicos
(Pickford et al.,
2015)

Arsenito de sédio
(Music et al., 2014;
luga et al., 2009)

Agente bactericida,
triclosan (3,5,3-
Triiodo-I-tironina
(T3)) (Veldhoen et
al., 2006)

Aldicarbe (luga et
al., 2009)

Metamidofés (luga
et al., 2009

Paraquat
(dicloreto) (luga et
al., 2009)

Pentaclorofenato
(sédio) (luga et al.,
2009)

Farmacos/Drogas

Celastrol
(Walcott &
Heikkila, 2010;
Music et al.,
2014)

Cicloheximida,
cloroquina e
colchicina
(Ghoneum et al.,
1987)

Cloranfenicol
(Shmerling &
Skoblina, 1978)

Cisplatina
(Faurskov &
Bjerregaard,
1999)

Nicotina (luga et
al., 2009)

Paracetamol,
Acido
acetilsalicilico,
Sulfato ferroso,
Diazepam,
Amitriptilina,
Digoxina,
Etilenoglicol,
Metanol, Etanol,
Isopropanoal,
Fluoreto de
Saédio, Ouabain,
Dinitrofenol,
Cloroquina, Triflu
operazina
Peréxido de
hidrogénio,
Dodecilsulfato de
sédio, Hidroxido
de sddio,
Dimetilsulféxido,
I-butanol
(Bjerregaard,
1993)

Outros

Aclcares (glicose, glicose-6-
fosfato (G6P), manose,
manose-6-fosfato (M6P),
fucose e galactose)
(Ghoneum et al., 1987)

Isotiocianatos, isotiocianato
de benzila (BITC),
isotiocianato de fenetil
(PEITC) ( Khamis & Heikkila,
2018)

Acrilamida (Lessman &
Kessel, 1992)

Amonia (luga et al., 2009)

Cianeto (s6dio) (luga et al.,
2009)

Fenol e Tolueno (luga et al.,
2009)

Sulfonato de alquilbenzeno
linear (LAS) (Bjerregaard et
al., 2001)

Naftalina,
Benzolg,h,i]perileno,
Acenatftileno, Dibenz][a,
h]antraceno, Acetafeno,
Indeno[1,2,3-cd]pireno,
Fluoreno, Benzo[a]pireno,
Fenantreno,Benzolk]fluorant
eno, Antraceno,
Benzolb]fluoranteno,
Fluoranteno, Criseno/
trifenileno, Pireno,
Benz[a]antraceno (Gillan et
al., 1998)

6-formilindolo [3,2-b]
carbazol (FICZ) (Laub et al.,
2010)

Brometo de etidio (Shmerling
& Skoblina, 1978)
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D DISCUSSAO

Esta revisdo fez um levantamento dos estudos cientificos publicados que analisam a toxicidade de
diferentes quimicos através de metodologias in vitro desenvolvidas com linhas celulares estabelecidas ou
outro tipo de células de anfibios, como por exemplo, células germinativas. A utilizacdo deste tipo de
metodologias tem vindo a aumentar nas Ultimas décadas, refletindo-se no aumento das publicacdes em
revistas cientificas indexadas. Estas publicacdes e respetivos dados, sdo fundamentais na area da
ecotoxicologia contribuindo para o conhecimento acerca do impacto que grande parte dos contaminantes
ambientais tem nos anfibios e no seu ecossistema. No entanto, apds a pesquisa da literatura, usando a
combinagéo das palavras-chave “Toxicity AND amphibian AND cell line”, verificou-se que o0s ensaios
toxicolodgicos in vitro com células de anfibios nédo sado tao frequentes quando comparado com outro tipo de
ensaios de exposicdo, como com testes toxicologicos realizados com embribes e girinos de diferentes
espécies de anfibios (Langlois, 2021). Por exemplo, Patar et al. (2016) avaliou os efeitos toxicos e
genotoxicos do cloreto de cadmio (CdCl2) em girinos de Rana limnocharis. Outros estudos analisaram a
toxicidade de misturas de herbicidas frequentemente usadas para tratar ervas daninhas resistentes em
embrides e girinos de Rhinella arenarum (Aronzon et al., 2020), e o efeito de mistura de cobre e nonilfenol
no desenvolvimento embrionario na mesma espécie (Melvin et al., 2013). Este maior recurso a ensaios
toxicolégicos com estagios iniciais da vida de anfibios, podera estar relacionado com a disponibilidade, h&
véarias décadas, de diversas diretrizes padronizadas para métodos in vivo aplicados na avaliacdo do impacto
de quimicos num contexto de regulamentacéo internacional, ao contrario do que acontece com 0s estudos
in vitro. Deste modo, a qualidade e a reprodutibilidade dos ensaios in vitro, bem como a comparacdo de
dados entre a comunidade cientifica, ficam comprometidos. No entanto, em 2018, a OCDE publicou um
documento sobre boas praticas de métodos in vitro — Guidance Document on Good In vitro Method
Practices, no sentido de promover a confianga em alternativas in vitro para testes em animais (OECD,
2018).

Em ecotoxicologia, os anfibios ainda sé@o pouco utilizados (Langlois, 2021) comparando com outros modelos
animais (e.g. invertebrados: Daphnia magna; vertebrados: Danio rerio), sendo os peixes (e.g. D. rerio,
peixe-zebra) o modelo mais comum (Chahardehi et al., 2020). No entanto, os anfibios reinem varias
caracteristicas que os tornam um modelo importante, como: sdo faceis de obter e de manusear,
reproduzirem-se através de fecundacao externa, as suas posturas tém um elevado nimero de ovos e a sua
pele é permeéavel tornando-os vulneraveis as condi¢des do seu habitat (Liu et al., 2016). S&o, por isso, bons
indicadores da qualidade do ambiente onde se encontram, tanto aquatico como terrestre (Johnson et al.,
2017).

A partir dos anos 70, a cultura de células (in vitro) tornou-se uma ferramenta fundamental para investigacao
na area da toxicologia (Tardiff, 1978) reduzindo a experimentacdo com modelos animais. Os primeiros
estudos encontrados com linhas celulares de anfibios datam por volta dos anos 60 e 70, com o
estabelecimento de uma linha celular imortalizada a partir do tecido da lingua da ra-touro (R. catesbeiana)
(Wolf & Quimby, 1964); uma linha fibroblastica (Bor Il) estabelecida a partir de embrides da ra Bombina
orientalis (Ellinger, Sharif, & BeMiller, 1983) e a linha celular XTC-2 que foi estabelecida inicialmente para

estudar o crescimento de arbovirus (Pudney et al., 1973). Nesta altura, as espécies R. pipiens e X. laevis ja
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eram consideradas as espécies mais utilizadas e varias linhas celulares imortalizadas ja se encontravam
disponiveis (Ellinger, Sharif, & BeMiller, 1983).

Relativamente as linhas celulares e células utilizadas nos trabalhos selecionados nesta pesquisa, a linha
celular A6 (epitelial renal de X. laevis) é utilizada com mais frequéncia. Esta foi originalmente obtida do
tibulo urinifero renal de um individuo adulto de X. laevis (Rafferty e Sherwin,1969), e tem sido usada
maioritariamente para estudos fisioldgicos e toxicolégicos devido a sua natureza epitelial rigida
(Bjerregaard, 1993 e 1995), e as suas propriedades funcionais do epitélio tubular distal (Perkins & Handler,
1981). Observou-se que a maioria dos estudos selecionados para esta revisdo, onde se utilizou a linha
celular A6, avaliou a toxicidade de metais, especificamente de cadmio.

O segundo tipo de célula mais utilizado nestes estudos foram os odcitos. As células germinativas sdo muito
usadas por serem sensiveis as alteracbes ambientais, sendo utilizadas em estudos eletrofisiologicos e
exames morfolégicos (Marin et al., 2015). O odcito de X. laevis tem sido muito utilizado para estudar a
sinalizacdo do célcio (Marin, 2012), ciclo celular (Machaca, 2007), e para testar os efeitos diretos de
compostos. Marin et al. (2015) demonstrou que os odcitos de X. laevis foram afetados quando expostos a
CdClz, inibindo a maturacdo oocitaria induzida pela progesterona. Pelo contrario, o zinco, o cadmio (em
menor grau), o cobalto e o chumbo, aumentaram a maturagéo espontéanea do odcito. Também a exposi¢ao
a cloretos metalicos (chumbo, cddmio) perturbaram a sinalizacdo de célcio alterando as correntes de
cloretos ativadas por calcio. Por sua vez, Christensen et al. (2004), aplicou um teste toxicolégico com
espermatozéides para avaliar os efeitos do zinco na mobilidade e trajetoria dos espermatozéides de X.
laevis, e verificou que o aumento da concentracdo do ido de zinco levou a uma diminuicdo na motilidade
dos espermatozéides, o que sugere que os ides de zinco podem estar a interferir nos processos celulares

(respiracgdo celular, troca i6nica, flexao flagelar).

A pele do anfibio também é um bom marcador para monitorizar a toxicidade de diversos contaminantes em
ambientes aquéticos. luga et al. (2009), avaliou o potencial dos melan6foros como um sensor para detetar a
presenca de toxinas na agua. A exposicdo de melanéforos a arsénio, cobre, mercurio, fenol, entre outros
produtos quimicos, levou a uma dispersdo dos melanossomas (organelos intracelulares que sintetizam e
armazenam a melanina), resultando no aumento da absorcdo da luz pelas células (luga et al., 2009). Isto
indica que estas linhas celulares podem ser Gteis na avaliacdo rapida da toxicidade quimica em &agua e
apresentam varias vantagens em relagdo a outras linhas celulares: facilidade de medi¢do de parametros,

manuten¢do minima por um periodo prolongado e serem espontaneamente imortalizadas (luga et al, 2009).

A linha celular XLK-WG foi obtida em 1996 através do cultivo primario de células do tecido epitelial de rins
de X. laevis adulto fémea, por Zheng'an Wu e Joseph G. Gall. Alguns estudos indicaram que estas células
crescem mais rapido e sdo mais faceis de manusear do que a linha celular A6 (Rokaw et al., 1996). A ICR-
134 é uma linha celular derivada de tecido de embrides hapléides ginogenéticos de R. pipiens (Freed &
Mezger-Freed, 1970). Uma das linhas celulares de Xenopus sp. que tem vindo a ser muito usada nos
ultimos anos é a XTC-2, trata-se de fibroblastos que provém de tecido conjuntivo de girinos de X. laevis,
sendo imortalizada espontaneamente (Pudney et al., 1973). Os fibroblastos sdo células amplamente
utilizadas em cultura de células e sao isoladas do botdo embrionario, sendo conhecida como linha celular
“Speedy” (Hoover et al., 2019).
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Num estudo sobre os efeitos letais e subletais de cromio hexavalente em D. melanostictus, foram utilizados

eritrocitos para ensaios de genotoxicidade através do ensaio do cometa (Fernando et al., 2016).

Os hepatécitos de B. bufo também foram utilizados para evidenciar atividade de desregulagéo endécrina de
diferentes agroquimicos (Pickford et al., 2015). Num estudo para observar o efeito do composto bisfenol A,
no sistema enddécrino (Kaneko et al., 2008), utilizaram-se células hipofisarias anteriores dispersas de R.
catesbeiana. Ghoneum et al. (1987), observaram que certos compostos como a cloroquina, colchicina e
alguns acucares simples inibiram a lise de células tumorais mediada por células SK (células equivalentes as
células Natural Killer - assassinas naturais - nos mamiferos, séo linfécitos constituintes do sistema imunitario

inato).

Verificou-se que as linhas celulares mais recorrentemente usadas nestes ensaios toxicolégicos provém da
ra-de-unhas-africana — X. laevis (Figura 5). E uma ra alotetraploide classica, aquatica e endémica de Africa
da familia Pipidae, e comecou inicialmente (entre 1930 e 1960) por ser utilizada nos laboratorios como teste
de gravidez (Gurdon & Hopwood 2000). E utilizada, ha décadas, por varios cientistas na avaliacdo de
efeitos toxicos de contaminantes quimicos ambientais (Dumpert & Zietz, 1984; Saria et al., 2014). Uma vez
qgue X. laevis é uma espécie tropical, esta pode ter uma sensibilidade diferente a alguns contaminantes
ambientais quando comparado com espécies de clima temperados, portanto seria importante investir em
estudos com espécies autdctones como Pelophylax perezi (no caso de estudos Portugueses), bem como
investir para estabelecer linhas celulares destas espécies. O estudo das espécies nativas é importante para
avaliar os contaminantes ambientais e para fornecer informac¢des sobre estado do habitat e com isto,

proteger as espécies de maneira a garantir a sua conservacao.

FIGURA 5: Xenopus laevis (a) fémea e (b) macho.
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Como referido anteriormente, muitas séo as causas comprovadas para o declinio das espécies de anfibios
e, segundo a meta analise feita por Egea-Serrano et al. (2012), o impacto dos poluentes ambientais (como

fertilizantes, pesticidas e metais pesados) esta fortemente relacionado.

Varios contaminantes foram avaliados nos ensaios toxicolégicos com linhas celulares e células descritos
nos artigos selecionados, como por exemplo: o pesticida carbendazim, um fungicida benzimidazo (Strong
et al., 2016) e inseticidas ciclodiénicos organoclorados (Dieldrina) (de Schroeder & de D’Angelo, 1995);
metais como o cadmio (Shirriff & Heikkila, 2017); poluentes organicos persistentes como perfluoroalquil
(Gorrochategui et al., 2016) e dioxinas (Taft et al., 2018); farmacos como cicloheximida, cloroquina e
colchicina (Ghoneum et al., 1987) e outros compostos como sulfonato de alquilbenzeno linear (Bjerregaard
et al., 2001) e acrilamida (Lessman & Kessel, R. G., 1992).

A populacéo de anfibios tem diminuido em parte devido ao uso excessivo de pesticidas que contaminam o
ambiente agricola terrestre e que podem ser transportados para os sistemas aquaticos adjacentes (Islam
& Malik, 2018). Por exemplo, residuos de inseticidas ciclodiénicos organoclorafos podem ser encontrados
na agua e no solo, e tém efeitos toxicos no sistema nervoso e afetam a reproducédo, levando a uma
diminuicdo na aptiddo dos odcitos serem fertilizados (de Schroeder & de D’Angelo, 1995).

Consequentemente, este impacto na reproducao afeta as populacdes de anfibios.

Ao avaliar a exposi¢do de células XTC-2 de X. laevis a diferentes concentra¢cdes do agente bactericida
triclosan, observou-se a expresséo alterada de mRNA do recetor da hormona da tiroide, interrompendo a
expressdo génica associada a hormona, podendo modificar a taxa de desenvolvimento pds-embrionério

de anuros mediada pela hormona da tiroide (Veldhoen et al., 2006).

Outros compostos que tém um grande impacto negativo na salde dos anfibios sdo os metais. Um dos
metais mais estudado em trabalhos de toxicologia que utilizam exposi¢é@o de linhas celulares de anfibios é
0 cadmio. Este metal é um poluente industrial e ambiental, classificado como carcinogénico para os
humanos, afetando varios 6rgdos (Herber, 1994), acumula-se principalmente no tubulo proximal do rim
(Friberg, 1986), figado e tecidos reprodutivos (Mouchet et al., 2006). A sua exposicdo pode provocar
stress oxidativo, problemas respiratdrios, incluindo cancro do pulmé&o, disfuncdo renal e distarbios

neurolégicos, como a doencga de Alzheimer.

Como mencionado anteriormente, a exposicao a ibes de cadmio (Cd*) afeta a maturacéo do odcito de X.
laevis (Marin et al., 2015; Slaby et al., 2017). Também nas células epiteliais renais A6 de X. laevis, 0
cadmio afeta o transporte ativo transepitelial de ies e diminui a resisténcia transepitelial devido a rutura
de juncdes estreitas. O aumento de cadmio pode levar a deterioracdo da integridade celular e & morte
celular (Faurskov & Bjerregaard, 1997) provocando danos nos rins e figado dos anfibios, podendo
consequentemente contribuir para o declinio de anfibios a nivel populacional. Verificou-se, ainda, que o
cadmio afeta a proliferacdo celular. Ao analisar os efeitos do cadmio na linha celular A6, observou-se
alteracdes no crescimento celular e diferenciacédo de células individuais em epitélios confluentes afetando

a proliferacéo celular e o ciclo celular na fase G1 (Bjerregaard, 2007).

Além dos compostos mencionados na tabela, ha bastantes contaminantes de preocupacao emergente que

ndo foram analisados em linhas celulares que sdo igualmente téxicos para anfibios, nomeadamente
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plasticos, drogas usadas no tratamento do cancro, nanoparticulas e possivelmente outros compostos

téxicos que poluem o habitat dos anfibios afetando-os negativamente.

A poluicdo ambiental esta a ter um impacto preocupante nos ecossistemas (terrestres e aquaticos), sendo
por isso, fundamental controlar estes efeitos. E necessario monitorizar, avaliar e controlar a libertagdo e
propagacédo de substancias quimicas para o meio ambiente. Neste sentido, e de forma a contribuir para
todo o trabalho que tem sido feito para preservar a satde ambiental, o uso de linhas celulares surgiu como

uma ferramenta bastante Util para a realizacdo desses estudos.

Os ensaios in vitro apresentam vantagens como: controlo das condi¢cdes ambientais, custo reduzido, maior
rendimento, uso de células bem caracterizadas e imortalizadas (Graudejus et al. 2018) que permitem
substituir ou reduzir o uso de modelos de animais (Hubrecht & Carter, 2019). No entanto, estes ensaios
apresentam, ainda, grandes limita¢cdes, como a dificuldade em extrapolar as concentracfes de efeito in
vitro para o individuo e a falta de informagdo acerca de alternativas in vitro para parametros in vivo
complexos (Rehberger et al., 2018). Os testes in vitro ndo permitem replicar as condigcbes que ocorrem
num organismo vivo, ou seja, os resultados nao refletem inteiramente a resposta num ser vivo, para além
disso, é dificil estabelecer sistemas in vitro realistas, pois as células primarias diferem do tipo de célula
correspondente ao organismo, isto €, o cultivo da célula pode levar a sua alteracdo (por exemplo,
alteracdes genéticas). Outras limitacGes dos ensaios in vitro passam pela dificuldade em avaliar o
metabolismo de xenobibticos, em observar interacdes entre diferentes tipos de células, em extrapolar
doses in vivo para in vitro e em simular os efeitos de exposi¢des cronicas (Ghallab, 2013). Existe ainda um

longo percurso até que estes possam ser usados como uma alternativa adequada.

Para além da sua importancia em ecotoxicologia, as linhas celulares de anfibios tém vindo a ser utilizadas
para responder a outros assuntos de elevada importancia. Por exemplo, foram utilizadas (homeadamente
a XTC-2) num painel de células para avaliar a suscetibilidade de varias linhagens (provenientes de
organismos de diferentes grupos) ao virus Sars-CoV2, relevante para o desenvolvimento de ferramentas

de diagndstico e ensaios terapéuticos (Wurtz et al., 2021).

Os procedimentos in vitro adequam-se ao principio dos 3Rs, nomeadamente o uso de linhas celulares,
uma vez que possibilitam a substituicdo ou reducdo do uso de animais. Embora a sua substituicdo seja por
vezes inviavel, as linhas celulares podem ser utilizadas em fases preliminares dos estudos para otimizar o
procedimento experimental e selecionar as concentragfes a testar, isto permitira que, ainda que os

anfibios tenham que ser utilizados, se reduza o seu numero de individuos por ensaio.

Apesar de tudo, o principio dos 3Rs apresenta algumas limitagBes, como por exemplo, ndo haver a
consideracgdo especial de algumas espécies, ndo sendo isentas do uso cientifico no processo de avaliacdo
ética com o principio dos 3Rs (Schuppli et al., 2004), como também nado sendo possivel utilizar linhas
celulares ou outras alternativas para estudos especificos, o que podemos inferir que a experimentacao
animal nunca sera totalmente substituida. Procedimentos experimentais mais detalhados, medidas e
condicbes de bem-estar animal ajudardo a melhorar o refinamento e o bem-estar dos animais. A reducéo
pode ser alcancada publicando resultados positivos e negativos, de modo a evitar a repeticdo de estudos

gue produziram dados validos. Compartilhar publicacdes relacionadas com os 3Rs e aumentar o
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financiamento de alternativas de substituicdo sdo algumas sugestfes de modo a levar ao reconhecimento

e importancia deste principio (Bioethics & Hopkins, 2005).

Concluindo, foi possivel evidenciar que 0s contaminantes ambientais tém um impacto na salde das
populagGes de anfibios e que os estudos ecotoxicologicos fornecem informacdo sobre a contaminagao
ambiental e como esta afeta as populacdes e respetivos ecossistemas. Demonstrou-se que, embora néo
haja muitos estudos de toxicidade em linhas celulares de anfibios, 0 seu uso tem sido um recurso de

sucesso que permite reduzir o uso de espécimes de anfibios em ensaios de exposicéo.

Este trabalho realca a importancia dos 3Rs na experimentacdo animal, descreve a influéncia que alguns
contaminantes ambientais podem ter no declinio das populagdes de anfibios, e ainda sugere a
possibilidade do uso de linhas celulares como uma das principais alternativas ao uso de animais para a
andlise da toxicidade em anfibios. No entanto, reforca a importancia e o longo percurso cientifico que
ainda é necessario percorrer até que esta substituicdo seja possivel. Até la, é fundamental focar as
praticas laboratoriais na reducédo e otimizagdo quando esta substituicdo nédo é viavel. Com esta revisao foi
possivel obter uma visdo geral do desenvolvimento do uso in vitro de linhas celulares de anfibios,

identificar os modelos celulares mais utilizados e identificar algumas lacunas de conhecimento.

D APLICACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho pretendeu real¢ar a necessidade de se desenvolver e utilizar metodologias in vitro no contexto
da caracterizac@o dos efeitos toxicos de compostos quimicos em anfibios. Nomeadamente, identificou-se a
necessidade de se estabelecerem mais linhas celulares de diferentes espécies de anfibios e vérios tecidos,
gue permitam avaliar diferentes reacdes metabdlicas, bem como, avaliar compostos quimicos com modos
de acéo distintos. Os ensaios in vitro com anfibios ndo sédo frequentemente usados em estudos
ecotoxicoldgicos, quando comparados com outros animais. No entanto, sdo procedimentos importantes e
bastante Uteis para complementar esta area de estudo tdo ampla e complexa. Como os anfibios estéo a ser
fortemente afetados pela poluicdo e aquecimento global, estando em declinio, € importante estuda-los e
protegé-los contra estes efeitos. Neste ambito, € fundamental remeter para a importancia da reducéo da
experimentagdo animal. A monitorizagdo dos contaminantes ambientais e dos respetivos niveis e vias aos
quais os anfibios estdo expostos deveria ser reforgada, e pode ser Util em estudos de avaliacéo de risco a
saude de anfibios no futuro. Os estudos com base nas linhas celulares, como procedimentos alternativos ou
complementares, sao bastante importantes para a conservacdo das espécies, dos seus habitats e

ecossistemas, contribuindo para um mundo cientifico mais ético.
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