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RESUMO 

OSCHVAT VALALA, M.T. Métodos Alternativos e Menos Invasivos para o 

Biomonitoramento Ambiental: Revisão Sistemática e Adaptação de Glicosímetros 

Portáteis para Estudos com Anfíbios. 2023. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia e 

Monitoramento Ambiental em Programa de Biotecnologia e Monitoramento Ambiental– 

Universidade Federal de São Carlos, Sorocaba, 2023. 

 

Os anfíbios são um grupo de vertebrados que tem sofrido grande declínio nos últimos anos 

devido à grande interferência antrópica no ambiente, causando perda de habitat, inclusão 

de espécies invasoras e a propagação de doenças. Esses fatores têm contribuído para a 

extinção de espécies e diminuição de diferentes populações. Tendo esses problemas em 

vista, cada vez mais há a preocupação em se fazer pesquisas minimamente invasivas, 

conservando ao máximo a integridade e o bem estar dos espécimes, proporcionando uma 

pesquisa de qualidade e com resultados confiáveis. Sendo assim, para esta dissertação de 

mestrado, foi realizada uma revisão sistemática acrescida de uma análise cientométrica de 

artigos científicos sobre métodos alternativos menos invasivos (os quais totalizaram 61 

artigos). Além disso, foi feita uma análise de como aparelhos glicosímetros portáteis 

podem ser adaptados aos estudos com anfíbios como um método menos invasivo para a 

coleta de dados de glicemia como um potencial biomarcador indicativo de estresse. A 

revisão sistemática revelou diversas áreas de pesquisa nas quais os métodos alternativos e 

menos invasivos vêm sendo aplicados em estudos com anfíbios, incluindo desde análises 

moleculares, medidas morfométricas, análises moleculares, e de marcação de indivíduos, 

exames de imagem, até mesmo a reutilização de carcaças de animais que foram 

atropelados em estradas para a obtenção de amostras biológicas. Apesar da relevância da 

aplicação destes métodos, urge a necessidade de incentivos para que os cientistas ampliem 

a adaptação dessas metodologias em seus estudos, em especial nas áreas de 

monitoramento ambiental e ecotoxicologia, nas quais o uso de modelos animais é 

frequente. No segundo capítulo da dissertação, a comparação entre os valores de glicemia 

entre machos e fêmeas de R.icterica mostrou que não houve diferença significativa entre 

entre os sexos para os valores obtidos através do glicosímetro portátil (F = 1,15; p = 0,63), 

tampouco para o método analítico bioquímico (F = 1,047; p = 0,66), indicando valores 

glicêmicos homogêneos. Ao agrupar os dados de cada como independentes, os valores 

médios de glicemia foram similares (F = 1.050; p = 0.4819), o que não ocorreu quando 

dependentes, apresentando diferenças significativas (p < 0.0001; r = 0.979). Dessa forma, 

ficou mostrado que o glicosímetro é eficiente, mas tende a superestimar níveis glicêmicos. 



 
 

Palavras – chave: anuros; extinção; biomarcadores alternativos; métodos não-destrutivos; 

revisão sistemática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Amphibians are a group of vertebrates that have had a great decline in recent years due to 

the great anthropic interference in the environment, causing loss of habitat, inclusion of 

invasive species and the manifestation of diseases. These factors contributed to the 

extension of species and the decrease of different individuals. With these problems in 

mind, there is an increasing concern to conduct minimally invasive research, preserving 

the integrity and well-being of the specimens as much as possible, and providing quality 

research with satisfactory results. Therefore, for this master's thesis, a systematic review 

was carried out plus a scientometric analysis of scientific articles on alternative less 

invasive methods (which totaled 61 articles). In addition, an analysis was made of how 

portable glucometers can be adapted to studies with amphibians as a less invasive method 

for collecting blood glucose data as a potential biomarker indicative of stress. The 

systemic review revealed several areas of research in which alternative and less invasive 

methods have been applied in studies with amphibians, including molecular analyses, 

morphometric measurements, molecular analyses, and marking of individuals, imaging 

exams, even the reuse of carcasses of animals that were run over on roads to obtain 

biological certification. Despite the application of these methods, there is an urgent need 

for incentives for scientists to expand the adaptation of these methodologies in their 

studies, especially in the areas of environmental monitoring and ecotoxicology, in which 

the use of animal models is frequent. In the second chapter of the dissertation, the 

comparison between the blood glucose values between males and females of R.ictérica 

showed that there was no significant difference between the sexes for the values obtained 

through the portable glucometer (F = 1.15; p = 0.63 ), followed by the biochemical 

analytical method (F = 1.047; p = 0.66), indicating homogeneous glycemic values. When 

grouping the data of each as independent, the mean blood glucose values were similar (F = 

1.050; p = 0.4819), which did not occur when dependent, showing difference in incidence 

(p < 0.0001; r = 0.979). Thus, it was shown that the glucometer is efficient, but tends to 

overestimate the glycemic levels. 

Keywords: frogs; extinction; alternative biomarkers; non-destructive methods; systematic 

review. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

Os anfíbios (que incluem os animais conhecidos como sapos, rãs, pererecas, 

salamandras, cecílias e tritões) (Wells, 2007) são organismos considerados indicadores 

ambientais (bioindicadores) de grande importância em termos de conservação, 

equilíbrio do ecossistema e qualidade do ambiente (Hopkins, 2007, Sewell; Griffiths, 

2009). No entanto, apesar da sua importância ecológica, suas populações têm sofrido 

um drástico declínio nos últimos 30 anos por causa de diversas ações antrópicas, as 

quais vêm contribuindo com esses declínios (Grant et al., 2020). Dentre as principais 

ameaças, destacam-se a destruição de seus habitats como consequência do 

desmatamento, do avanço da fronteira agrícola, da mineração, das queimadas e do 

avanço da urbanização (Collins; Storfer, 2003). Além disso, diversas outras ações 

antropogênicas vêm sendo elencadas como potenciais contribuintes para o declínio dos 

anfíbios, incluindo os contaminantes aquáticos, como os agrotóxicos (Hayes et al., 

2006), introdução de espécies exóticas (Collins, 2010), alterações climáticas como a 

elevação da temperatura, fenômenos climáticos e aumento da radiação ultravioleta 

(Blaustein et al., 2003),  além do aumento das doenças emergentes como a 

quitridiomicose (Fisher ; Garner, 2020) e a ranavirose (Price et al., 2014). 

Por possuírem um ciclo de vida bifásico (fases aquática e terrestre),  bem como 

uma pele altamente permeável e vascularizada, os anfíbios são considerados organismos 

altamente sensíveis às alterações ambientais, podendo facilmente absorver diversos 

contaminantes (Llewelyn et al., 2019). Portanto, esse grupo de vertebrados vem se 

destacando entre as pesquisas ambientais e fisiológicas (Burggren ; Warburton, 2007; 

Hopkins, 2007), utilizando-se como base de estudo os biomarcadores de qualidade 

ambiental (Calderon et al., 2022).  

Biomarcadores são alterações biológicas (a nível bioquímico, celular, fisiológico 

ou comportamental) que podem ser mensuradas através da análise de tecidos, fluídos 

corpóreos ou até mesmo através de avaliações do organismo como um todo, as quais 

fornecem evidência de uma exposição e/ou dos efeitos causados por uma alteração 

ambiental ou por agentes poluentes (Depledge, 1994; Ali et al., 2021). No ramo da 

herpetologia, diversos biomarcadores têm se mostrado úteis em estudos de 

monitoramento ambiental, incluindo análises cardíacas (Dal - Medico et al., 2014, Salla 

et al., 2020), hematológicas (Oliveira et al., 2018), morfológicas (Vidal, 2019), 

bioquímicas (Carvalho et al., 2020), entre outras.  

No entanto, apesar da ampla utilidade dos biomarcadores para o monitoramento 

ambiental,  muitas dessas análises podem depender de procedimentos invasivos, 



12 
 

envolvendo desde a simples coleta e manipulação dos anfíbios (Salla et al., 2020;  De 

Lacerda Valverde et al., 2022), procedimentos cirúrgicos com uso de anestésicos (Silva 

et al., 2020; Corno et al., 2022), ou até mesmo a morte dos animais para a coleta de 

amostras biológicas (Salla et al., 2020; Álvarez - Vergara et al., 2022; Van Meter  et al., 

2022). Além disso, em países como o Brasil, que frequentemente enfrenta limitações 

econômicas e escassez de investimento em pesquisa científica, os cientistas acabam 

passando por grandes dificuldades para a obtenção de recursos tecnológicos, 

equipamentos e reagentes químicos para as análises (Galvão - Castro et al., 2022), o que 

acaba limitando a possibilidade de os pesquisadores investirem em técnicas alternativas. 

Além disso, se considerarmos a grande quantidade de espécies de anfíbios que estão em 

declínio por todo o mundo (IUCN, 2021), a utilização de procedimentos invasivos pode 

limitar a obtenção de um número amostral adequado, a fim de evitar um desequilíbrio 

das populações naturais, o que pode inviabilizar a realização de diversas pesquisas com 

essas espécies. 

Portanto, tendo em vista a necessidade de mais pesquisas que auxiliem na 

conservação dos anfíbios, bem como viabilizem a adaptação de métodos alternativos e 

menos invasivos na experimentação animal, a presente dissertação de mestrado 

objetivou compilar dados bibliográficos acerca dos métodos alternativos não destrutivos 

que vem sendo aplicados em estudos com anfíbios. Para tanto, realizou-se o 

levantamento bibliográfico de artigos científicos para a elaboração de uma revisão 

sistemática sobre esse tema. Além disso, foi analisada também a viabilidade e eficiência 

da adaptação de aparelhos glicosímetros portáteis humanos para a obtenção do índice 

glicêmico dos anfíbios como um indicador indireto de estresse fisiológico, visando à 

utilização em estudos de monitoramento ambiental. 

O presente estudo tem caráter inovador ao contemplar a primeira revisão 

sistemática destacando a utilidade de diversos métodos alternativos menos invasivos 

como potenciais ferramentas para estudos de biomonitoramento ambiental com 

anfíbios, os quais também poderão ser futuramente adaptados e extrapolados para outras 

espécies e grupos animais. Ademais, a proposição de métodos alternativos para a 

experimentação científica não somente promove uma atuação mais responsável quanto 

ao bem - estar animal, mas também pode viabilizar e ampliar os estudos nas áreas de 

ecologia, fisiologia e monitoramento ambiental.  

 

1.2. Fundamentação Teórica 
 

 

1.2.1. Os anfíbios como bioindicadores  
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Os anfíbios contemplam um grupo de organismos que podem ser subdivididos em 

três ordens: anura (comumente conhecidos como sapos, rãs e pererecas), caudata 

(salamandras e tritões) e apoda ou Gymnophiona (cobras-cegas) (Frost, 2011). 

Atualmente, os anfíbios pertencentes à ordem Anura são os mais numerosos, 

correspondendo a 7.259 espécies de um total de 8.234 espécies de anfíbios. O Brasil é 

considerado o país detentor da maior riqueza de espécies de anfíbios do mundo, 

totalizando em 1.039 espécies de anuros (Jared; Antoniazzi, 2009; SBH, 2016). As 

salamandras compreendem a segunda maior ordem de anfíbios com 762 espécies, e a 

ordem das cecílias, menos numerosa, contempla 213 espécies (ASW, 2022; Frost, 2011).  

Esses animais são ectotérmicos e possuem um ciclo de vida aquático (fase larval) 

e terrestre (na fase adulta), porém, ainda são dependentes da água para a reprodução 

(Vences; Köhler, 2008). Um aspecto bastante característico e que une essas três ordens é 

o fato de possuírem uma pele delgada e permeável com a presença de glândulas mucosas 

e granulares (glândulas de veneno) (Haslam et al., 2014; Lillywhite, 2006).  

Apesar de sua ampla diversidade, os anfíbios vêm sofrendo graves declínios em 

suas populações a nível mundial (Grant; Miller; Muths, 2020) e atualmente representam 

o grupo mais ameaçado dentre os vertebrados (Cordier et al., 2020). As taxas de 

extinções atuais são tão expressivas que as comunidades científicas já consideram que 

estamos atravessando a “Sexta Grande Extinção em Massa” de espécies no planeta 

(Ceballos; Ehrlich; Raven, 2020): estima-se que mais de 70% das espécies de anfíbios 

estejam em declínio (Hayes et al., 2010) e cerca de 40% estão ameaçadas de extinção 

(IUCN, 2020).  

Apesar de não haver uma causa única para a extinção global dos anfíbios, três 

níveis hierárquicos têm sido propostos para explicar esse fenômeno (Hayes et al., 2010). 

No primeiro nível, as causas imediatas do declínio das populações de anfíbios têm sido 

atribuídas à alta mortalidade dos indivíduos (Hayes et al., 2010). No segundo nível, 

existem causas imediatas que contribuem para as mortes individuais e para o declínio das 

populações, como a predação, a superexploração humana, a diminuição da nutrição, 

eventos catastróficos que levam a mortes acidentais, patógenos e parasitas (Hayes et al., 

2010). Finalmente, as últimas causas (terceiro nível) consistem nas mudanças globais, 

como a poluição ambiental, a modificação do habitat e a introdução de espécies exóticas 

(May, 2010; Hayes et al., 2010). Essas últimas causas estão intimamente ligadas ao 

processo de mudança global e podem afetar profundamente os efeitos patogênicos dos 

parasitas em populações de anfíbios. Os fatores que impulsionam as mudanças globais 

podem ter vastos efeitos na transmissão de parasitas transmitidos por vetores a humanos, 

rebanhos e animais silvestres (Daszak et al., 2000; Sutherst, 2004). Além disso, um 

aumento na temperatura pode levar ao desenvolvimento mais rápido dos patógenos e da 
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mortalidade dos hospedeiros. Aliado a esses fatores, a constante liberação de poluentes 

químicos como agrotóxicos e desreguladores endócrinos nos corpos aquáticos pode 

afetar as comunidades biológicas desses hábitats, também prejudicando o sistema 

imunológico desses organismos, e consequentemente tornando as populações ainda mais 

vulneráveis a infecções por patógenos (Sutherst et al., 2004). 

No que concerne à alteração da paisagem pelo homem, a fragmentação dos 

habitats naturais pode levar ao isolamento demográfico e genético das populações de 

anfíbios (Marsh; Trenham, 2001). Esses fatores podem estar ligados à perda de 

heterozigosidade nas populações, e consequentemente, também ao aumento de infecções 

e da susceptibilidade a patógenos (Altizer et al., 2003). Novos patógenos introduzidos 

por espécies exóticas são também um fator importante para o declínio de populações 

nativas de anfíbios (Kupferberg et al., 2009). Como exemplo disso podemos citar a 

introdução da espécie Xenopus laevis, a qual foi uma das grandes responsáveis pela 

disseminação do fungo quitrídio Batrachochytrium dendrobatidis , que gerou o surto da 

doença conhecida como quitridiomicose (Weldon et al., 2004; Schloegel et al., 2009).  

Diante destes declínios e da urgência em reforçar a conservação desses grupos, é 

importante destacar que os anfíbios são organismos de grande relevância em termos de 

serviços ecossistêmicos providos à humanidade (Valencia - Aguilar; Cortés - Gómez; 

Ruiz - Aguedo, 2013; West, 2018). Na esfera econômica os anfíbios nos provêm serviços 

de aprovisionamento, sendo criados na ranicultura para a comercialização de carne de rã 

(Hocking; Babbitt, 2014). No entanto, sua utilidade econômica não é a única nem a mais 

importante razão pela qual devemos conservar a biodiversidade desses organismos: todos 

os seres contribuem direta ou indiretamente com a humanidade, através de diversos 

outros serviços ecossistêmicos (Collins; Crump; Lovejoy, 2009). Na esfera ambiental, os 

anfíbios também possuem uma vasta relevância ecológica ao participar do fluxo de 

energia e de nutrientes dos ecossistemas aquáticos e terrestres, além de auxiliar no 

controle e equilíbrio de pestes agrícolas (Valencia - Aguiar; Cortés - Gómez; Ruiz - 

Aguedo, 2013). Diversas espécies de anfíbios também são predadoras naturais de larvas e 

mosquitos adultos que eventualmente são transmissores de doenças tropicais humanas 

(como a própria dengue, leishmaniose, etc) (Hocking; Babbitt,  2014). Culturalmente, os 

anfíbios também estão presentes em diversas lendas e conhecimentos tradicionais,  

(Salla; Costa; Fernandes, 2017), além de serem utilizados em rituais e no tratamento de 

doenças por diversas tribos indígenas (Valencia - Aguiar; Cortés - Gomez, Ruiz - 

Aguedo, 2013).  

Na área farmacêutica, diversos compostos já foram identificados e isolados da pele 

e/ou de toxinas de anfíbios e puderam ser aplicados no desenvolvimento de produtos de 

ação medicinal, como agentes antimicrobianos (Azevedo et al., 2011), vasodilatadores 
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(Daly et al., 1992) e até mesmo analgésicos (Elguero; Campillo; Páez, 1996). Ainda 

dentro do ramo científico, os anfíbios têm uma longa história de utilização como modelos 

de pesquisa, sendo extensamente empregados em estudos de desenvolvimento 

embrionário, regeneração e funções fisiológicas (Burggren ; Warburton, 2007; Hopkins, 

2007). Até mesmo na medicina os anfíbios são frequentemente utilizados como modelos 

de estudos fisiológicos para a compreensão de mecanismos regenerativos, devido à ampla 

capacidade de regeneração tecidual (especialmente de membros e cauda) de algumas 

espécies (Tseng et al., 2010). Esses estudos vêm auxiliando os pesquisadores a 

compreender quais mecanismos celulares podem estar envolvidos nos processos de 

regeneração celular desses organismos para posteriormente aplicar esse conhecimento em 

avanços medicinais humanos, como o tratamento de doenças degenerativas e enxertos em 

casos de acidentes ou queimaduras graves (Tseng et al., 2010).  

Para as pesquisas de monitoramento ambiental, os anfíbios são considerados 

organismos extremamente sensíveis a alterações ambientais, de modo que podem ser 

utilizados como organismos sentinelas e bioindicadores da qualidade ambiental (Calderon 

et al., 2022). Dessa forma, a presença de alterações biológicas observáveis nos anfíbios, 

bem como o próprio declínio de suas populações, atua como indicativos de problemas 

ambientais mais amplos e com potenciais implicações sistêmicas (Hocking; Babbitt, 

2014). A própria área da ecotoxicologia vem destacando o emprego dos anfíbios como 

modelos animais alternativos às pesquisas toxicológicas clássicas, como demonstrado pela 

grande quantidade de pesquisas de avaliação da ecotoxicidade de contaminantes sobre 

espécies anfíbias (Linder; Lehman; Bidwell, 2010).  

Compreender e valorizar a contribuição dos anfíbios para o ecossistema e a 

humanidade pode auxiliar a priorizar e a angariar o suporte das instituições por medidas 

de conservação mais eficientes. Além disso, o conhecimento científico gerado a partir dos 

estudos com anfíbios podem nos ajudar a predizer alterações bióticas e abióticas 

associadas ao declínio de diversas outras populações naturais (Sekercioglu et al., 2004).   

 

1.2.2. A Ciência em busca dos “3Rs’’: destacando os métodos alternativos na 

experimentação com anfíbios. 

 

Não somente o grupo dos anfíbios, mas diversos outros grupos de organismos vêm 

sofrendo alarmantes declínios e extinções pelo mundo (Turvey; Creeds, 2019). Tal 

situação extremamente crítica levou os cientistas de diversas convenções internacionais a 

levantar a necessidade de se criar medidas de caráter mais conservacionista, o que 

culminou na proposição dos famosos “Princípios dos 3 Rs” (Hocking; Babbitt, 2014). 

Propostos primeiramente por Russel e Burch há mais de 60 anos, os princípios dos “3Rs” 
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tinham como objetivo a implementação de métodos não - invasivos nas pesquisas com 

animais, as quais deveriam ser baseadas nos princípios de “substituição”, “redução” e 

“refinamento” (do inglês: replace, reduce, refine) (Russell; Burch, 1959). Brevemente, 

segundo tais princípios, os pesquisadores devem, sempre que possível, buscar substituir o 

uso de animais por métodos alternativos equivalentes, como técnicas in vitro, análises in 

silico ou simulações computacionais. Segundo o Conselho Europeu de Pesquisa, caso não 

haja a possibilidade de substituir o uso de animais, recomenda-se a substituição de 

vertebrados por outros animais mais basais que apresentem um menor potencial para a 

percepção de dor (Council of Europe, 1986). Adicionalmente, deve-se reduzir o número 

de animais de sua amostra experimental ao mínimo necessário para se obter dados 

estatisticamente relevantes. Por fim, deve-se refinar ou limitar quaisquer estímulos que 

possam gerar dor ou incômodos ao animal experimental (Russel; Burch, 1959).  

Desde a sua proposição até os dias atuais, esses princípios se tornaram parte da 

legislação e de diretrizes institucionais que regulam a experimentação animal em diversos 

países pelo mundo (Sneddon et al., 2017). Ao longo do tempo, a comunidade científica foi 

buscando se adequar aos princípios através do desenvolvimento de guias e protocolos 

padronizados para fins científicos (Buchanan et al., 2015; Kilkenny et al., 2010). No caso 

dos anfíbios especificamente, algumas instituições protocolaram guias com sessões 

herpetológicas que são reconhecidas internacionalmente, como por exemplo, a American 

Society of Ichthyologists and Herpetologists - ASIH (Beaupre et al., 2004), a American 

Veterinary Medical Association - AVMA (Underwood; Anthony, 2020), e o AMPHITOX 

(Herkovits; Perez - Coll, 2003).  

Embora os princípios dos “3Rs” tenham sido originalmente criados com base em 

animais modelos, suas diretrizes também devem ser aplicadas em pesquisas in situ ou que 

utilizam espécies nativas como organismos experimentais (Hocking; Babbitt, 2014). 

Infelizmente, a incorporação de métodos minimamente invasivos em pesquisas com 

anfíbios ainda é bastante limitada. Embora grande parte dos estudos com anfíbios priorize 

a utilização de espécies-modelo como Aquarana catesbeiana ou Xenopus laevis, a 

utilização de espécies nativas e neotropicais ainda permanece escassa (Verdade et al., 

2012), provavelmente devido às inúmeras limitações e variações que os estudos in situ 

proporcionam. De fato, pesquisas com populações naturais frequentemente enfrentam 

conflitos ao tentar buscar a manutenção do bem - estar individual dos organismos e a 

estabilidade da população e do ecossistema estudado. Dessa forma, compreender as 

especificidades das espécies nativas é de extrema importância, especialmente 

considerando sua ecologia particular, características filogenéticas e respostas ambientais 

que representem padrões mais realísticos (Guimarães et al., 2011). Nesse sentido, a busca 

por métodos alternativos que sejam menos invasivos pode viabilizar a realização de 
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diversos estudos, ao proporcionar um ambiente de pesquisa que não gere danos nem 

desequilibre as populações naturais de anfíbios.  

Além disso, diversas especificidades inerentes às diferentes espécies de anfíbios, 

bem como às condições de manutenção em biotérios ainda requerem melhorias quanto à 

legislação e regulamentação bioética. Conhecer as necessidades fisiológicas e as variações 

de comportamento social (como fotoperíodo, territorialidade e dominâncias hierárquicas) 

tem grande importância uma vez que estes fatores podem influenciar na alimentação e 

reprodução dos anfíbios (Pough, 2004; 2007; e.g. Gabor; Jaeger, 1995; Jaeger; Schwartz, 

1991; Jaeger et al., 1995; Murray; Jenkins, 1999; Simons et al., 1997). Nesse sentido, as 

diretrizes determinadas para a experimentação com anfíbios ainda necessitam de grande 

evolução.  

Apesar da grande relevância das pesquisas de caráter ambiental, a utilização de 

modelos biológicos vivos como amostras representativas de uma população natural 

frequentemente envolve procedimentos estressantes e invasivos que podem incluir a 

perseguição e captura dos animais na natureza (Salla et al., 2020; De Lacerda Valverde et 

al., 2022), clipagem ou amputações de dedos ou da cauda para marcação e 

reconhecimento de indivíduos (Clarke; Phillips; Shine, 2019; Donnelly et al., 1994), 

punção para coleta de sangue (Davis; Maerz, 2022; Salinas et al., 2017), ou até a própria 

eutanásia para obtenção de amostras de tecidos biológicos (Salla et al., 2020; Alvarez - 

Vergara et al., 2022; Van - Meter et al., 2022). É importante considerar que os impactos 

desses procedimentos sobre o bem - estar dos organismos experimentais também podem 

implicar na própria confiabilidade dos resultados dos estudos, uma vez que diversos 

parâmetros comportamentais e fisiológicos podem ser influenciados por estímulos como 

dor e/ou estresse gerados nos animais (Brodeur et al., 2020). Portanto, a busca por 

métodos alternativos e menos invasivos na pesquisa científica, seja ela com anfíbios ou 

outros organismos modelos, além de proporcionar uma conduta de pesquisa mais ética e 

responsável perante os organismos testes, também garante um maior refinamento da 

própria pesquisa. Nesse sentido, a realização da presente revisão sistemática tem como 

finalidade reunir os conhecimentos acerca da utilização de métodos menos invasivos e 

alternativos na pesquisa científica com os anfíbios. Espera-se que ao destacarmos estes 

métodos, possamos incentivar ainda mais cientistas a implementá-los em suas pesquisas. 

 

2. OBJETIVOS 

 

Tendo em vista os pressupostos acima detalhados, a presente dissertação de 

mestrado objetivou: 

- Realizar um levantamento bibliográfico de forma sistemática acerca dos métodos 
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menos invasivos que vem sendo aplicados em pesquisas com anfíbios;  

- Testar a aplicação de aparelhos glicosímetros humanos em pesquisas com 

anfíbios como uma proposta de método alternativo.  
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3. ARTIGO 1 

 

Métodos alternativos menos invasivos para o estudo de biomarcadores em anfíbios: 

revisão sistemática, tendências e lacunas na ciência  

 

Resumo 

Nos últimos anos tem se observado uma grande mudança climática, o que tem causado 

interferências nos ecossistemas e nas comunidades que vivem nele. Essa mudança tem 

sido causada pela interferência antrópica, que tem modificado as condições naturais de 

habitats de várias espécies, dentre eles os anfíbios. Por causa de sua alta sensibilidade a 

essas modificações, os anfíbios têm sofrido graves declínios em suas populações. Deste 

modo, cientistas de várias áreas têm procurado utilizar métodos menos invasivos de coleta 

de dados para garantir uma maior integridade e bem-estar dos organismos experimentais, 

possibilitando estudos de caráter  menos destrutivo e que seguem princípios alinhados 

com os “3 Rs”: visando a “substituição”, a “redução” e o “refinamento” na 

experimentação científica. Neste artigo apresentamos uma revisão sistemática acerca dos 

métodos alternativos menos invasivos que vêm sendo empregados em pesquisas 

científicas com anfíbios. Para tanto, os artigos foram levantados nas bases de dados 

“Scopus”, “Web of Science”, “Pubmed” e ScienceDirect, resultando na seleção final de 61 

artigos de diversas áreas, os quais foram descritos através de uma análise cientométrica e 

da descrição narrativa detalhada dos métodos alternativos utilizados nos estudos. Embora 

esta área esteja crescendo na ciência atual, a utilização destes métodos ainda permanece 

bastante limitada dentro da herpetologia como um todo, sendo ainda mais escassa nas 

áreas de ecotoxicologia e monitoramento ambiental. Ao destacarmos estes métodos, 

visamos incentivar ainda mais cientistas a implementá-los em suas pesquisas, bem como 

enfatizamos a importância de se priorizarem suas aplicações na experimentação animal 

como um todo.  

Palavras – chave: anuros, extinções, não-destrutivos, revisão bibliográfica 
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Abstract 

In recent years, great climate changes have been observed, which has interfered in the 

ecosystems and its communities. These changes have been caused by anthropic 

interference, which has modified the natural habitat of several species, including 

amphibians. Considering their high sensitivity to these changes, amphibians have suffered 

serious declines in their populations worldwide. Therefore, scientists from various areas 

have sought for less invasive methods of data collection to ensure greater integrity and the 

well-being of experimental organisms, enabling studies of destructive nature that follow 

principles aligned with the “3 Rs”: “replacement”, “reduction” and “refinement” in 

scientific experimentation. In this paper, we present a systematic review of the less 

invasive alternative methods that have been used in scientific research with amphibians. 

For that, the articles were searched in the databases "Scopus", "Web of Science", 

"Pubmed", and ScienceDirect, resulting in the final selection of 61 articles from different 

areas, which were described through a scientometric analysis and  through a detailed 

narrative description of the alternative methods used in the selected studies. Although this 

area is growing in current science, the use of less invasive methods still remains quite 

limited within herpetology as a whole, being even more scarce in the areas of 

ecotoxicology and environmental monitoring. By highlighting these methods, we aim to 

encourage even more scientists to implement them in research, as well as emphasizing the 

importance of prioritizing their applications in animal experimentation as a whole. 

 

Keywords: anurans, extinctions, non-destructive, literature review. 
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3.1   Introdução 

Observações e projeções científicas têm mostrado que os ecossistemas e a 

biodiversidade são altamente sensíveis às mudanças das condições climáticas. (Li et al., 

2013; Settele et al., 2015; Pecl et al., 2017). Uma ampla variedade de estressores 

relacionada a tais mudanças globais têm impulsionado a extinção dos vertebrados 

(Barnosky et al., 2011), com um destaque maior para o grupo dos anfíbios, os quais 

atualmente apresentam cerca de 41% das espécies sob ameaça de extinção (IUCN, 2019). 

Esses dados levantam cada vez maiores preocupações na comunidade científica, 

considerando a grande relevância ecológica desses animais, além de sua aplicação como 

bons bioindicadores para o monitoramento da saúde ambiental. (Cohen, 1997; Collins; 

Storfer, 2003; Cohen, 1997; Stebbins; Cohen, 1997; Kiesecker, 2011). 

 Diversos fatores são reconhecidos como potenciais contribuintes para o declínio 

das populações de anfíbios pelo mundo, dentre eles: a fragmentação e redução de 

habitats, a poluição dos ecossistemas aquáticos (Agostini et al., 2020; Kenko, 2022), as 

mudanças climáticas (Green et. al., 2020), e o surgimento de doenças emergentes 

(Longcore et al., 1999; Fisher; Garner, 2020), sendo esta última considerada a principal 

causa do declínio de populações na Austrália, América do Sul e Central. (Scheele et al., 

2019;  Fisher; Garner, 2020).  

Nesse sentido, cada vez mais se requer um maior conhecimento sobre a 

sensibilidade das espécies, a fim de se estabelecer prioridades de conservação e melhores 

métodos na pesquisa científica (Hofmann; Todgham, 2010). Nos últimos anos, diversos 

ramos da ciência têm chamado a atenção para a necessidade de se considerar o conceito 

dos “3Rs” na ética experimental, numa tentativa de garantir uma maior responsabilidade 

bioética pelo bem-estar animal (Curzer et al., 2016). O próprio aumento da utilização dos 

anfíbios como organismos experimentais também impulsionou a necessidade de se 

propor condutas específicas que se adequem ao bem-estar requerido pelos distintos 

grupos de anfíbios (Brod et al., 2019). 

Alguns grupos de pesquisa já vêm utilizando métodos alternativos e menos 

invasivos para a avaliação de biomarcadores de diversos níveis biológicos em anfíbios. 

Alguns exemplos desses estudos contemplam a utilização de amostras de fácil aquisição 

como urina e fezes (Germano et al., 2009; Baugh et al., 2021) para a realização de 

análises hormonais. Na biologia molecular, o uso minimamente invasivo de swabs 

cutâneos (Woodhams et al., 2014; Zhou et al., 2020), bucais (Broquet et al., 2007) e 

cloacais (Gray et al., 2012) permitiu a coleta de material genético sem a necessidade de 

se anestesiar os animais (Müller et al., 2013). As tecnologias mais recentes também 

permitiram adaptar a utilização de exames convencionalmente humanos para os 
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anfíbios, como ultrassonografia (Krause et al., 2013), eletrocardiograma (Aubret et al., 

2013) e tomografia (Broeckhoven et al., 2017). Tais exemplos demonstram que é 

possível adequar a experimentação animal de modo a torná-la mais responsável segundo 

as leis da bioética e ao bem-estar dos organismos experimentais. 

Portanto, tendo em vista a conservação de espécies e a grande sensibilidade dos 

anfíbios em detectar mudanças ambientais, este artigo de revisão sistemática teve como 

objetivo mostrar alguns dos métodos menos invasivos de coleta de dados que têm sido 

utilizados em pesquisas herpetológicas, identificando as lacunas de conhecimento, e as 

potenciais aplicações desses métodos para o monitoramento ambiental. 

 

3.2 Materiais e Métodos 

 

3.2.1. Levantamento bibliográfico para a revisão sistemática 

 

Para a realização da primeira etapa deste projeto de mestrado foi realizado um 

levantamento bibliográfico sistemático, realizando-se buscas por artigos científicos através 

dos seguintes bancos de dados: “Scopus”, “Web of Science”, “Pubmed” e ScienceDirect”. 

As buscas foram baseadas na combinação das palavras-chaves “métodos” OU 

“metodologias” OU “protocolos” ou "procedimentos" OU “técnicas” E “não-invasivos” 

OU “menos invasivos” OU “pouco invasivos” OU “alternativos” E “anfíbios” OU 

“anuros” OU “sapos” ou “rãs” ou “Amphibia” (considerando-se suas formas no singular e 

no plural e em Inglês e Português). Brevemente, a revisão sistemática consiste em um 

manuscrito baseado em um levantamento bibliográfico que é realizado de forma 

sistematizada em bases de dados científicas indexadas (Pollock; Berge, 2018). Para que 

este levantamento bibliográfico seja considerado como “sistemático”, a busca pelos 

artigos deve ser previamente definida segundo critérios de inclusão e exclusão dos artigos 

(como por exemplo o período de anos das publicações, o tipo do artigo, a base de dados, , 

as combinações de palavras-chaves utilizadas para as buscas, etc) (Pollock; Berge, 2018).  

Inicialmente, as buscas retornaram um total de 238 artigos científicos, os quais 

foram triados e selecionados quanto aos objetivos da revisão sistemática. Dessa forma, 

foram incluídos somente os artigos que se relacionavam à descrição e utilização de 

métodos considerados alternativos e menos invasivos em estudos com anfíbios. Além 

disso, os critérios de exclusão consistiram em artigos escritos em línguas distintas do 

Inglês, artigos de revisão e relatórios técnicos, protocolos não publicados, documentos 

duplicados e demais manuscritos considerados parte da “literatura cinza” (ou seja, 

resumos, trabalhos de anais e eventos, ou artigos publicados em revistas não indexadas). A 
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triagem final resultou em 61 artigos científicos, os quais foram integrados à revisão 

sistemática. 

 

3.3. Resultados e Discussão 

 

3.3.1. Análise cientométrica dos dados 

 

As buscas nas bases de dados científicos resultaram em um total de 238 artigos, os 

quais foram triados segundo os critérios de elegibilidade, a fim de selecionar apenas os 

manuscritos que fossem relacionados ao uso ou implementação de métodos alternativos 

menos invasivos, ou não destrutivos, aplicados em estudos com anfíbios. A seleção final 

resultou em um total de 61 artigos científicos, os quais foram utilizados para compor o 

presente artigo de revisão sistemática.  

A distribuição cronológica das publicações demonstrou que o primeiro artigo 

encontrado relacionado a técnicas alternativas com anfíbios, data de 1995, e a tendência de 

publicações ao longo dos próximos anos permaneceu relativamente baixa, com cerca de 

somente 1 ou 2 artigos sendo publicados a cada ano, até 2012. Em 2013 houve um pico de 

publicações (alcançando 8 artigos), destacando-se os trabalhos de alguns grupos de 

pesquisa australianos que focaram em estudos nessa área de pesquisa durante este período. 

De 2014 a 2017 as publicações voltaram aos limites baixos, com uma média de somente 2 

artigos por ano, se elevando novamente a partir de 2018 (Figura 1). Essa tendência no 

aumento de publicações sobre os métodos alternativos com anfíbios a partir de 2018 

parece ter acompanhado os assuntos que estavam em alta durante este período, já que o 

tema de "ética e experimentação animal” foi bastante discutido e destacado entre as 

comunidades científicas neste período (Clark, 2018; Khabib et al., 2022), em especial 

devido à urgente necessidade de novos testes para o combate da Pandemia da COVID-19 

(Wibawa, 2021).  

No entanto, apesar desse aumento relativo das publicações nos últimos anos, de um 

modo geral, os estudos que se dedicaram a estudar ou implementar novos métodos 

alternativos menos invasivos à experimentação com anfíbios ainda é muito escasso. Essa 

baixa aderência dos pesquisadores nessa área reitera a necessidade de que as comunidades 

científicas estimulem os grupos de pesquisa a buscarem métodos mais refinados. Além 

disso, é imprescindível que os financiamentos de pesquisa nessas áreas sejam priorizados, 

especialmente em países como o Brasil, onde o investimento em pesquisa sofre constantes 

limitações econômicas e governamentais (Goldenberg; Rodrigues; Savino, 2022).  
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Figura 1: representação gráfica da distribuição temporal dos artigos científicos sobre métodos alternativos 

menos invasivos aplicados em estudos com anfíbios. No eixo X constam os anos de publicação dos artigos e 

no eixo Y, a quantidade absoluta de artigos publicados nesses anos.  

 

A distribuição geográfica destes estudos evidencia uma predominância de grupos 

de pesquisa norte-americanos, com um destaque para os Estados Unidos, o qual ocupa o 

topo da lista com 22 artigos publicados na área dos métodos alternativos e menos 

invasivos aplicados aos anfíbios. Essa predominância dos Estados Unidos na quantidade 

de produções científicas já foi observada por Houlahan et al. (2000) na área de 

conservação de anfíbios. A hegemonia dos Estados Unidos em dominar grande parte das 

publicações científicas não se limita à herpetologia, e pode ser explicada pela alta 

disponibilidade de recursos financeiros que são destinados à pesquisa científica e ao 

desenvolvimento de tecnologias no país, os quais são garantidos tanto por instituições 

privadas como pelo próprio governo (Erkaeva; Shukurov, 2022). Além disso, por 

produzirem uma massiva quantidade de conhecimento científico, estes países 

desenvolvidos acabam se tornando “vitrines” que também atraem o investimento 

internacional (Erkaeva; Shukurov, 2022). Nesse sentido, a criação de políticas públicas e 

planos de governos que priorizem a capacitação de recursos humanos para o meio 

científico, bem como o investimento em pesquisa e tecnologias são de extrema relevância 

para que países em desenvolvimento possam ampliar suas capacidades e também atrair 

investidores externos. A criação de políticas governamentais que ofereçam benefícios 

fiscais também é essencial para estimular a iniciativa privada a investir no 

desenvolvimento científico e tecnológico do país (Walsh; Murphy, Horan, 2020). Apesar 

do Brasil abrigar a maior riqueza de espécies de anfíbios no mundo (Jared, Antoniazzi, 

2009; SBH, 2016), a contribuição dos pesquisadores locais com o conhecimento sobre os 

métodos menos invasivos para os anfíbios representa apenas 7,5% das publicações. Isso  
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pode ser explicado em grande parte devido às limitações financeiras que os pesquisadores 

brasileiros enfrentam, subestimando assim o desenvolvimento dos recursos científicos 

nacionais. A representação da distribuição geográfica das publicações científicas pode ser 

observada na figura 2.  

 

Figura 2: Distribuição geográfica dos artigos publicados sobre métodos alternativos menos 

invasivos em estudos com anfíbios. Na legenda, o número de artigos publicados em cada país de acordo com 

a cor correspondente.  

 

Com relação aos estágios de desenvolvimento dos anfíbios utilizados como 

modelos experimentais dos estudos, a grande maioria dos estudos priorizou o uso de 

indivíduos adultos (86,7% das publicações), enquanto somente 13,3% dos trabalhos 

focaram nos estágios larvais (representados pelos girinos) (figura 3). Essa preferência pelo 

emprego de espécimes em seus estágios adultos provavelmente deve-se ao fato de que os 

estágios mais tardios tendem a apresentar uma saúde mais estável (Burggren; Warburton, 

2007), com taxas de sobrevivência mais altas do que os girinos (Rothermel, 2004), o que 

pode facilitar a sua aclimatação ao ambiente laboratorial e garantir resultados mais 

homogêneos na pesquisa.   

 Os espécimes adultos de anfíbios apresentam hábitos semi-aquáticos a terrestres 

(McDiarmid; Altig, 1999), o que pode facilitar a adequação de diversos aparelhos (físicos 

e eletrônicos), uma vez que não dependem de um ambiente imerso em água (como 

obrigatoriamente ocorre no caso dos girinos para a maioria das espécies de anfíbios). Um 

bom exemplo dessa limitação pode ser representado pela suposta adequação de 

equipamentos de imagem como o eletrocardiograma, ou de ultrassonografias, as quais não 

poderiam ser realizadas caso os animais estivessem imersos em água. Além disso, para 
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muitas espécies de anfíbios, os estágios adultos costumam apresentar tamanhos corpóreos 

maiores, o que também pode favorecer eventuais ajustes de equipamentos para a medição 

de parâmetros, bem como facilitar o próprio manuseio do animal (Rothermel, 2004).  

 

Figura 3: representação gráfica do estágio de desenvolvimento dos anfíbios utilizados nos estudos dos 

artigos levantados para análise cientométrica. Os números dentro do gráfico representam a quantidade de 

artigos em que cada categoria apareceu.  

 

Outro fator de grande relevância que pode influenciar os resultados de uma 

pesquisa é o sexo dos animais. Machos e fêmeas de anfíbios podem apresentar 

dimorfismos sexuais morfológicos e fisiológicos, como por exemplo, o tamanho corpóreo 

(as fêmeas de muitas espécies costumam ser maiores do que os machos) (Peng; Zhang; 

Lu, 2022), a taxa metabólica (Ducret et al., 2020), pigmentação corpórea (Vieira et al., 

2022), entre outros. Nesse sentido, mais da metade dos artigos levantados não mencionou 

o sexo dos organismos experimentais (63,9%), o que poderia influenciar diversas 

variações nos resultados desses estudos. Cerca de 26,2% dos estudos utilizaram machos e 

fêmeas em seus estudos, o que representa uma condição mais ideal de comparação entre 

os resultados, conferindo maior confiabilidade, já que o dimorfismo sexual, hormônios 

sexuais ou outras características que variam de acordo com o sexo, foram especificadas e 

levadas em consideração. Somente 3,2% dos estudos utilizaram somente fêmeas em suas 

pesquisas, enquanto 6,5% utilizaram somente machos (figura 4). Essa maior proporção de 

estudos utilizando indivíduos machos provavelmente deve-se ao fato de que os machos 

dos anfíbios apresentam maior atividade nos períodos noturnos e também vocalizam 
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(somente os machos vocalizam para atrair as fêmeas), o que facilita a sua captura e 

identificação na natureza (Moresco; Oliveira, 2009). 

 

Figura 4: representação gráfica do número de machos e fêmeas usados nos estudos dos artigos levantados 

para a análise cientométrica. Os números dentro do gráfico representam a quantidade de artigos em que cada 

categoria apareceu.  

 

 

Com relação às ordens dos anfíbios utilizados nas pesquisas, a maior parte dos 

estudos empregou espécimes pertencentes aos anuros em seus experimentos, o que pode 

ser explicado devido à maior diversidade de espécies que essa ordem contempla 

mundialmente (aproximadamente 88% das espécies de anfíbios do mundo são anuros), 

seguido da segunda maior utilização dos caudatas (que correspondem a aproximadamente 

9% do total de espécies do mundo) e finalizando com a utilização da ordem gymnophiona 

(que correspondem a aproximadamente 3%) (Frost, 2011). Somente um estudo utilizou 

espécimes das três ordens de acordo com o objetivo da pesquisa (Figura 5). 
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Figura 5: representação gráfica do número de ordens de anfíbios empregados nos artigos levantados para a 

análise cientométrica. Os números dentro do gráfico representam a quantidade de artigos em que cada ordem 

apareceu.  

 

Dentre os grupos taxonômicos mais estudados, houve um destaque para os gêneros 

Bufo/Rhinella e Xenopus. A grande quantidade de estudos que utilizaram o gênero 

Xenopus deve-se ao fato de serem reconhecidos como organismos modelos em várias 

áreas científicas, incluindo a herpetologia, a ecotoxicologia e até mesmo a medicina 

(Beck; Slack, 2001;  Lu-sha et al., 2016). O gênero Rhinella é geralmente representado 

por indivíduos de morfologia bastante robusta, de tamanho relativamente grande (Cabrera 

- Guzmán et al., 2013), e fácil identificação e captura (Yeager et al., 2014), o que também 

pode explicar a preferência na utilização desses espécimes nos experimentos (figura 6). 
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Figura 6: representação gráfica do número de gêneros dos anfíbios que foram empregados nos estudos dos 

artigos levantados para a análise cientométrica. O eixo X representa a diversidade de gêneros e o eixo Y, a 

quantidade de artigos em que cada gênero apareceu.  

 

Com relação aos biomarcadores encontrados durante o levantamento dos artigos 

para a análise cientométrica, pôde observar-se a predominância de artigos relacionados aos 

métodos moleculares, seguido por aqueles que falam sobre identificação e captura, e 

estresse. Essa predominância de estudos com biomarcadores moleculares pode estar 

relacionada à ampla utilização dos métodos moleculares em estudos de caráter evolutivo 

(Torres - Sanchez et al., 2019) e conservacionista (Amaral et al., 2019), ou até mesmo 

para a identificação de patógenos em anfíbios (Billet et al., 2020). Diferentes métodos de 

captura e identificação de anfíbios também são empregados em estudos com o objetivo de 

monitoramento e conservação das espécies locais (Bailey; Muths, 2019) (figura 7). 

O biomarcador bioacústico ainda permanece sub-representado nesses estudos, 

juntamente com as análises hormonais e morfométricas. A identificação dessas lacunas 

pode auxiliar trabalhos futuros a identificarem prioridades em suas pesquisas.  

 

 

Figura 7: representação gráfica do número de artigos publicados com cada biomarcador classificados de 

acordo com o levantamento bibliográfico.  

 

Com relação às revistas em que os estudos foram publicados, houve uma grande 

variedade, com uma maior frequência nas áreas de conservação e herpetologia. Tais 

tendências indicam o caráter interdisciplinar que a aplicação dos métodos alternativos na 

experimentação animal permite dentro das mais diversas áreas de pesquisa científica. Por 

outro lado, a baixa frequência de publicações utilizando métodos alternativos na área de 
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monitoramento ambiental e ecotoxicologia de anfíbios reforçam a necessidade de se 

incentivar esses assuntos nessas áreas de pesquisa, especialmente se considerarmos os 

grandes tamanhos amostrais que são requeridos nesses estudos (figura 8). 

 

 

Figura 8: representação gráfica das revistas em que os artigos selecionados para a análise cientométrica 

foram publicados. O eixo “X” representa as revistas e o “Y”, a quantidade de artigos.  

 

 

3.3.2. Descrição narrativa dos dados obtidos através da revisão bibliográfica  

 

 

3.3.2.1. Métodos de captura e marcação de anfíbios para identificação. 

 

O estudo de parâmetros demográficos se baseia em métodos padronizados e são 

peças chaves na biologia da conservação, elucidando tendências e fazendo predições 

sobre a viabilidade das populações naturais (Griffiths et al., 2015). Os modelos de 

captura – marcação – recaptura (CMR) são amplamente utilizados para estimar o 

tamanho, sobrevivência e detectabilidade de uma população (Mccrea; Morgan, 2014). 

Esse método requer que os espécimes sejam individualmente marcados, ou que essas 

marcações sejam perenes para permitir o reconhecimento individual ao longo do tempo 

(Chao, 1989; Nichols, 1992). 

Nesse contexto, entende-se por “métodos não invasivos ou minimamente 

invasivos” aqueles nos quais a integridade física e/ou o bem-estar do animal são 

priorizados durante os protocolos científicos (Lefort et al., 2022). Porém, os estudos com 

anfíbios que se baseiam na captura e manuseio dos espécimes podem encontrar 

dificuldades para realizar refinamentos em seus métodos. Devido a características como 

o pequeno tamanho corpóreo de algumas espécies, a pele delgada e sensível, os ciclos 
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constantes de troca de pele, e os ciclos de vida bastante complexos, a marcação corporal 

dos anfíbios costuma ser dificultada (e.g., Heemeyer et al., 2007; Ferner 2010; 

Bainbridge et al., 2015). Muitas vezes a captura pode ocasionar danos físicos como 

arranhões, cortes ou outras lesões locais nos animais (Smith, 2016). Em especial, se 

considerarmos espécies nativas que não estão habituadas a interações humanas, a captura 

e o manuseio podem vir a causar grande estresse aos animais (Zemanova, 2020). De fato, 

estudos realizados com o anuro australiano, Litoria ewingii (Coddington; Cree, 1995), e a 

salamandra pintada, Ambystoma maculatum (Homan et al., 2006), demonstraram que as 

concentrações plasmáticas de corticosterona se elevaram em resposta à captura e 

manuseio dos animais, indicando uma resposta de estresse. O estresse causado pelos altos 

níveis de corticosterona podem afetar diversas outras funções fisiológicas dos anfíbios, 

como a frequência cardíaca, a pressão arterial, e até mesmo o comportamento (Gagliano; 

Mccormick, 2009), possivelmente afetando outros parâmetros que poderiam ser 

avaliados nos experimentos.  

Para contornar esses problemas, um refinamento que vem sendo proposto consiste 

em manusear os animais de forma mais gentil e por um tempo máximo de 5 minutos (a 

contenção do animal nas mãos do pesquisador não deve ultrapassar esse limite de tempo). 

Embora este refinamento não isente o animal completamente do estresse, a produção de 

corticosterona costuma ser reduzida, o que permite a determinação de níveis basais de 

estresse que possuem menor interferência na fisiologia dos anfíbios experimentais 

(Narayan; Cockrem; Hero, 2011a).  

Além da captura, alguns estudos in situ podem requerer a marcação dos animais 

para seu posterior reconhecimento para obter dados de comportamento, sobrevivência, 

reprodução, tamanho corpóreo, padrões de migração, monitorar espécies ameaçadas etc 

(Aevarsson et al., 2022; Perry et al., 2011), ou até mesmo obter amostras de DNA para 

diagnóstico de doenças como a ranavirose (St - Amour; Lesbarre´res, 2007). O método de 

marcação mais comumente empregado para os anfíbios consiste no recorte de uma das 

falanges de um dedo do animal (no inglês conhecido como toe clipping) (Perry et al., 

2011). Embora esse método tenha sido seja considerado como “aceitável” por alguns 

autores (Phillott et al., 2007), outros estudos demonstraram que esse procedimento de 

mutilação pode afetar o desempenho locomotor dos anfíbios (Perry et al., 2011), além de 

aumentar os níveis de estresse do animal (Narayan et al., 2011b). Nesse sentido, já 

existem meios alternativos de se monitorar os anfíbios com base em outras formas de 

marcação individual. Os estudos de Andis (2018) detalharam um método de marcação 

baseado em calceína, um corante fluorescente que é capaz de se ligar a ossos e outros 

tecidos calcificados. A calceína se mostrou eficiente ao marcar girinos da espécie Rana 

sylvatica (atualmente, Lithobates sylvatica), e não apresentou sinais de toxicidades, como 
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demonstrado pela ausência de mortalidade e de quaisquer danos ao crescimento dos 

organismos (Andis, 2018). 

Tapley et al. (2019) também utilizaram marcadores fluorescentes em suas 

pesquisas, através da aplicação de Implantes Visíveis de Elastômero (VIE) em cecílias da 

espécie Herpele squalostoma. O VIE é um polímero líquido, biocompatível e fluorescente 

(sob luz UVA), que pode ser injetado na pele com o auxílio de seringas hipodérmicas. 

Uma vez injetado, esse material solidifica, formando uma estrutura que pode ser 

visualizada a olho nu para posterior identificação dos indivíduos nos momentos de 

recaptura. Apesar de sua eficiência na marcação dos indivíduos, os autores destacaram que 

a persistência média das marcações solidificadas era relativamente baixa (~191 dias), o 

que pode ser uma limitação para estudos a longo prazo. Além disso, embora o uso das 

agulhas hipodérmicas não cause injúrias significativas nos animais, esse método requer 

que os organismos sejam previamente anestesiados, o que aumenta as influências e 

distúrbios sobre outras funções biológicas dos animais capturados, reduzindo o 

refinamento desse método como uma alternativa menos invasiva (Tapley et al., 2019).  

Outro método de marcação que vem se destacando consiste no reconhecimento 

individual (CRM), o qual fornece dados de interesse como abundância, densidade, uso de 

hábitat e dispersão, dentre outros (Seber, 1973; Pradel, 1996; Beirinckx et al., 2006; 

Mazerolle et al., 2007). O estudo de CMR não necessita de manuseio dos organismos, e 

conta com a suposição de que o método de marcação identifica inequivocamente cada 

indivíduo durante o período de estudo (Wilians et al., 2002; Mazerolle et al., 2007). Essa 

abordagem é baseada na identificação de características individuais e permanentes de certa 

região do corpo, como coloração e cicatrizes, que são pouco variáveis durante o período 

de estudo.  

Métodos de identificação fotográfica também podem auxiliar na marcação de 

anfíbios, através da utilização de câmeras digitais, softwares e algoritmos para a 

comparação de fotografias, como o Wild – ID e o APHIS. (Van Tienhoven et al., 2007; 

Morrison et al., 2011; Town et al., 2013; Carter et al., 2014;. Bolger et al., 2012).  Um 

exemplo de aplicação fotográfica para a identificação de anfíbios foi relatado em Cove e 

Spíndola (2013), os quais aplicaram um método de captura e recaptura para estimar 

parâmetros demográficos de uma população de Dendrobates auratus (Anura: 

Dendrobatidae) de um habitat alterado na Costa Rica. Neste estudo, os animais capturados 

eram fotografados individualmente, e as variações morfológicas externas eram 

posteriormente identificadas para cada organismo. De modo semelhante, Sukalo et al. 

(2013) aplicaram um método de captura, fotografia e recaptura a 159 indivíduos de duas 

populações de Salamandra salamandra. Nesse método, um único código alfanumérico era 
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gerado para cada indivíduo, baseando-se na quantidade de poros presentes nas glândulas 

cutâneas de toxinas, localizadas nas regiões de pigmentação amarela do corpo.  

Além da identificação de padrões morfológicos, o uso de softwares e algoritmos 

pode auxiliar na identificação dos padrões, e na individualização dos organismos. Nos 

estudos de Aevarsson et al. (2022), um software de identificação fotográfica foi utilizado 

para distinguir indivíduos adultos e juvenis da espécie Xenopus longipes. Partindo desta 

mesma ideia de método fotográfico, Marco Sannolo et al., (2016) utilizaram o software I3S 

Pattern em um estudo de longo período com o tritão italiano Triturus carnifex. Esse 

método se mostrou uma boa alternativa devido ao padrão irregular de pontos ventrais e 

manchas largas que são únicas aos indivíduos e estáveis ao longo do tempo (Arntzen; 

Wallis, 1999). Embora os métodos de CRM ainda possuam limitações,  o reconhecimento 

de padrões morfológicos únicos em cada espécime é bastante adaptável aos diferentes 

tipos de anfíbios e pode fornecer uma classificação de imagens com alta confiabilidade 

(Sannolo et al., 2016). Além disso, por possuir em seu algoritmo uma aplicação que 

permite a variabilidade dos padrões de imagens (conhecido como “SURF”), esse método 

também poderia ser aplicado ao monitoramento de espécies que apresentam um padrão 

complexo e irregular, como é o caso de muitas espécies de Bufonidae, Ranidae, 

Salamandridae e Ambystomatidae, que exibem padrões que não são facilmente 

identificáveis somente pelo olho humano (Vitt; Caldwell, 2013). Dentre as limitações que 

esses métodos podem oferecer, vale destacar alguns erros que podem decorrer devido a 

falhas nos atributos do algoritmos, como por exemplo, o erro de  “falsa aceitação (FA)”, 

que consiste em designar a mesma identificação a dois indivíduos diferentes; ou ainda a 

“falsa rejeição (FR)”, que consiste na falha do software em corresponder duas fotos do 

mesmo indivíduo (Jain, 2007). Erros como estes podem induzir um viés na avaliação de 

parâmetros demográficos (Yoshizaki et al., 2009; Morrison et al., 2011). Um estudo sobre 

estes erros foi relatado em Renet et al. (2019), o qual avaliou a viabilidade de dois 

softwares, utilizando como fator de identificação a coloração das salamandras 

Hydromantes strinatii. Um dos softwares era totalmente automatizado (Wild-ID) e o 

outro, semi-automatizado (APHIS). Como resultados, o software Wild-ID foi igualmente 

eficiente quanto à identificação de fotos de cloaca e peitoral dos animais, enquanto o 

software APHIS apresentou mais erros no algoritmo, sendo mais eficiente com fotos de 

peitoral do que de cloaca. Apesar dessas limitações, uma vez identificadas, tais falhas 

podem ser facilmente evitadas através de adaptações no algoritmo. A identificação de 

anfíbios através de softwares como estes pode representar uma forma alternativa 

inovadora, eficiente e não-invasiva de se obter informações sobre densidade e dispersão 

das espécies de anfíbios, auxiliando em estudos de conservação e monitoramento 

ambiental.  
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Para estudos cujo objetivo consiste somente na identificação das espécies locais, 

uma outra alternativa para evitar a marcação física dos espécimes poderia ser a utilização 

de características como a individualidade vocal dos organismos (Zemanova, 2020). Para 

algumas espécies, diferentes indivíduos podem ser distinguidos através de padrões únicos 

e característicos na vocalização (Terry; Peake; Mcgregor, 2005). No caso dos anfíbios, a 

utilização de individualidade vocal já foi identificada para a espécie Odorrana tormota em 

um estudo onde demonstraram que os machos dessa espécie eram capazes de diferenciar 

os indivíduos “conhecidos e locais” de outros “estranhos e concorrentes” do bando (Feng 

et al., 2009). No entanto, esse método ainda não foi utilizado como um método alternativo 

à captura e marcação de anfíbios em campo, e a individualidade vocal ainda necessita ser 

verificada em outras espécies de anfíbios a fim de garantir se a aplicação desse método 

seria viável para uma amplitude maior de estudos.  

 

3.3.2.2. Métodos alternativos para biomarcadores endócrinos  

 

A aplicação de métodos menos invasivos para se estimar concentrações de 

hormônios em modelos experimentais animais permite realizar medidas repetidas, e 

acompanhar parâmetros comportamentais das espécies, bem como concentrações 

hormonais, além de minimizar possíveis interferências que a amostragem por captura 

poderia causar (Baugh et al., 2018). Um exemplo de adaptação menos invasiva nesse 

sentido é a utilização de amostras de água (do habitat dos organismos) para determinação 

de hormônios que são liberados pelo animal através das excretas (Gabor et al., 2013). Em 

um estudo realizado com a salamandra Eurycea nana e o anfíbio Alytes obstetricans, os 

pesquisadores validaram a utilização de amostras de água para a determinação de 

corticosterona liberada através das excretas dos animais (Gabor et al., 2013). Em outro 

estudo, realizado com fêmeas da espécie Physalaemus pustulosus, amostras de água 

foram submetidas à extração de fase-sólida acoplada a imunoensaios, e posteriormente 

analisadas sob um espectrômetro de massa de alta performance, gerando resultados sobre 

as concentrações de corticosterona, estrógeno e progesterona que foram liberados pelos 

organismos (Baugh et al., 2018). Esse tipo de amostragem através da água também se 

mostrou eficiente em estudos com girinos de Rana berlandieri, permitindo a detecção de 

glicocortocoides, corticosterona, e cortisol, como relatado por Forsburg et al. (2019). 

Dessa forma, diversos hormônios podem ser monitorados sem a necessidade de causar 

estresse devido à captura e manuseio do animal para coleta de sangue, como 

costumeiramente ocorre nos estudos endócrinos com anfíbios (Gavel et al., 2019).  

Não somente amostras de água, mas amostras de fezes também podem ser 

utilizadas como método alternativo e não invasivo para a determinação de hormônios 
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sexuais em anfíbios. Baugh e Gray-Gaillard (2021) demonstraram que é possível 

determinar níveis de testosterona através das excretas de machos e fêmeas de 

Physalaemus pustulosus. De modo semelhante, a urina também pode ser utilizada como 

amostra para detecção de níveis de estrógenos, testosterona e progesterona, através de 

imunoensaios, como já demonstrado em um estudo com a espécie Litoria raniformis 

(Germano et al., 2009). O monitoramento dos hormônios permite mensurar níveis de 

estresse fisiológico, além de identificar peculiaridades nos modos reprodutivos e 

possíveis variações na sazonalidade reprodutiva dos anfíbios (Kupfer; Nabhitabhata; 

Himstedti, 2004; Narayan, 2013).   

O estudo de hormônios como os glicorticosteroides podem fornecer dados 

importantes sobre o impacto fisiológico de diversos estressores, facilitando o 

entendimento de como as mudanças ambientais e doenças afetam os anfíbios. Estudos 

vêm mostrando a importância de se considerar variáveis ambientais e individuais no 

momento de explicar a relação entre esses hormônios e os indivíduos (Jaatinen et al., 

2013; Vitousek et al., 2018). Nesse sentido, um método que vem se destacando é a 

utilização de saliva como amostra para se obter os níveis de glicorticosteroide. Além de 

ser um método menos invasivo do que o método clássico de coleta de plasma sanguíneo, 

as amostras de saliva frequentemente não requerem preparação prévia ou extração da 

amostra para sua análise, diferentemente das amostras plasmáticas e fecais que necessitam 

dessa etapa prévia (Vining et al., 1986). Além disso, diferentemente das amostras de fezes 

e urina, que levam dias ou horas para revelar suas respostas, a saliva as fornece em 

questão de minutos (Sheriff et al., 2011). Experimentos analíticos já foram conduzidos 

com amostras de saliva e refletiram de forma confiável os níveis de GC em três espécies 

de anfíbios: Rana catesbeiana, Rana clamitans e Rana pipiens (Hammond et al., 2018).  

Na área da conservação, os programas de reprodução em cativeiro necessitam 

induzir e aumentar a reprodução dos anfíbios, e essa indução frequentemente é realizada 

através da administração intraperitoneal de injeções de estimulantes para a liberação de 

espermatozóides pelos machos, ou a liberação das desovas pelas fêmeas (Rowson; 

Obringer; Roth, 2001). No entanto, a administração intraperitoneal pode estar associada a 

complicações (Rowson; Obringer; Roth, 2001), como a injúria de órgãos internos ou 

infecções, além do estresse local causado pela própria perfuração. Nessa perspectiva, 

estudos realizados com o anuro Anaxyrus americanus já relataram a aplicação tópica 

(absorção diretamente pela epiderme) de estimulantes de hormônios luteinizantes na 

região abdominal dos anfíbios como uma forma eficiente e alternativa às injeções 

intraperitoneais  (Rowson; Obringer; Roth, 2001). Nessa mesma linha de raciocínio, 

estudos fisiológicos sobre variação do estresse e das taxas metabólicas dos anfíbios 

também vêm substituindo a administração intraperitoneal de corticosterona pela 
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aplicação de adesivos dérmicos, como demonstrado para as salamandras Plethodon 

shermani, Desmognathus ocoee, e Desmognathus ochrophaeus, e também para os sapos 

Coqui, Eleutherodactylus coqui (Wack et al., 2010).  

A avaliação de biomarcadores hormonais tem grande relevância para estudos de 

conservação dos anfíbios (para acompanhamento do status reprodutivo dos animais), mas 

também pode ser útil na área da ecotoxicologia, ao auxiliar na compreensão de modos de 

ação de diversos contaminantes que atuam como desreguladores endócrinos (Kloas; 

Lutz, 2006). Entretanto, a aplicação de métodos menos invasivos para a coleta de 

amostras hormonais dos anfíbios ainda é muito limitada, e precisa ser estimulada a fim 

de ampliar as pesquisas, tanto em âmbito laboratorial como em populações naturais. Tais 

adequações, além de minimizar as influências do experimentador sobre o animal, 

também podem aprimorar a estimativa de covariâncias individuais e demais 

complexidades que as variações hormonais dos anfíbios podem apresentar.  

 

3.3.2.3. Métodos menos invasivos para a avaliação de biomarcadores 

moleculares em anfíbios  

 

O desenvolvimento e aplicação das técnicas de marcação molecular induziram 

transformações consideráveis em vários ramos da biologia, incluindo a genética 

quantitativa, o melhoramento genético, estudos de epigenética, além de aplicações em 

áreas medicinais e toxicológicas (Najimi et al., 2003). No ramo dos anfíbios, a biologia 

molecular tem se destacado entre os estudos taxonômicos (Khatiwada et al., 2021; 

Liedtke, 2019), em programas de conservação (Borzée et al., 2021), na descrição de 

genomas para o monitoramento de populações ameaçadas (Burger et al., 2021), na 

compreensão de diversos mecanismos evolutivos (Wang; Han, 2020), e no 

monitoramento de doenças patogênicas (Zamudio; Mcdonald; Belasen, 2020). 

A obtenção de amostras de tecidos para a realização de análises moleculares 

frequentemente baseia-se no corte de um dos dedos do animal adulto (Du Preez, 2019), 

ou de um corte na cauda, como ocorre em girinos (Othman et al., 2020) ou em 

salamandras (Czypionka et al., 2015). No entanto, a injúria nesses tecidos pode oferecer 

riscos de infecções e diminuição da mobilidade desses animais (Mccarthy; Parris, 2004). 

Então, a fim de tentar substituir esse método, estudos vêm destacando o uso de swabs 

bucais como um método menos invasivo e não-letal para a obtenção de amostras de 

material genético (Adamson et al., 2016; Broquet et al., 2007; Maddock et al., 2014; 

Muller; Lenhardt, Theissinger, 2013; Poschadel; Möller, 2004). Além da facilidade de 

transporte e armazenamento dos swabs  (Poschadel; Möller, 2004), por ser um método 
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menos invasivo, esta opção permite até mesmo a realização de amostragens de espécies 

ameaçadas, por não configurar nenhuma injúria física ao animal.  

Além dos swabs bucais, a amostragem de swabs cutâneos também vem se 

mostrando eficiente para diversas análises moleculares com anfíbios (Balázs et al., 

2020), sendo amplamente empregado em estudos de patologias (Boyle et al., 2004). Na 

ecologia de doenças, análises de PCR em tempo real têm sido empregadas para 

diagnosticar e quantificar as infecções causadas pelo fungo quitridio, Batrachochytrium 

dendrobatidis, o causador da doença pandêmica dos anfíbios conhecida como 

quitridiomicose (Boyle et al., 2004). Outra doença que também tem sido diagnosticada 

com a utilização de swabs cutâneos é a ranavirose. Nessa patologia, os vírus causadores 

da ranavirose ficam alojados no fígado, e os métodos convencionais de detecção 

empregam a eutanásia do animal para coleta de tecido hepático podem ser subestimados 

devido aos falsos positivos e falsos negativos que esse método pode gerar (Gray et al., 

2012). Um estudo comparativo entre o método letal de coleta de amostras do fígado e o 

uso de swabs cutâneos para o diagnóstico da ranavirose demonstrou que as técnicas de 

amostragem por swabs foram efetivas, no entanto também ressaltaram que os dados de 

prevalência da infecção podem ser subestimados devido aos falsos positivos e falsos 

negativos que esse método pode gerar (Gray et al., 2012). Por outro lado, por ser menos 

invasiva, essa abordagem pode ser empregada até mesmo em estudos de monitoramento 

de populações enfermas e sensibilizadas pela doença, sem causar grandes distúrbios aos 

animais.  

A amostragem não invasiva de indivíduos vivos não é uma tarefa fácil, 

especialmente em ambientes de difícil acesso (como por exemplo, as cavernas), e a 

utilização de organismos sensíveis limita a remoção dos indivíduos da água, mesmo que 

temporária, a fim de não afetá-los (Balázs et al., 2020). Nesse caso, o uso de swabs 

cutâneos se também foi validado para que seja amostrado até mesmo de forma submersa, 

sem a necessidade de retirar o animal da água  (Balázs et al., 2020).  

Ainda considerando-se os swabs cutâneos, é possível realizar análises até mesmo 

da secreção produzida pela pele dos anfíbios, a qual é constituída de diversas moléculas e 

peptídeos de ação protetiva (Chen et al., 2003), além do microbioma que habita essas 

secreções (uma comunidade de bactérias e fungos que naturalmente coexistem nas 

secreções cutâneas dos anfíbios) (Woodhams et al., 2014). Não somente através da pele, 

mas o microbioma intestinal dos anfíbios também pode ser estudado através de amostras 

de fezes para a extração de DNA e posterior sequenciamento gênico (Song et al., 2018; 

Zhou et al., 2020). Além disso, para espécies consideradas venenosas, até mesmo o 

próprio veneno pode ser utilizado como amostra para estudos moleculares com anfíbios 

(Kwok et al., 2008). 
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Levando em consideração o grande destaque que essas técnicas têm recebido, 

Müller et al (2013) estudaram a possibilidade de extrair amostras de DNA através de 

swabs bucais e cutâneos, mas também da cloaca de indivíduos de Rana temporaria. A 

análise comparada de viabilidade dos métodos demonstrou que os swabs cloacais também 

foram capazes de prover amostras de boa qualidade genética. Contudo, os pesquisadores 

ressaltaram que os swabs cloacais podem apresentar algumas limitações dependendo da 

espécie de anfíbio utilizada nos estudos, levando-se em consideração os diferentes hábitos 

e habitats dos organismos; de modo que a contaminação cruzada de DNA poderia levar a 

uma distorção genotípica, influenciando os resultados obtidos. Contaminações cruzadas 

podem ocorrer, por exemplo, durante o período de acasalamento, quando os indivíduos de 

R. temporaria estariam mais suscetíveis a interagir com outros indivíduos, possivelmente 

causando mistura de material genético (Müller; Lenhardt; Theissinger, 2013). Apesar 

disso, a utilização dos swabs cloacais permanece sendo considerada uma boa alternativa 

para a coleta de amostras para análises moleculares.  

Embora o uso dos swabs tenha refinado bastante a experimentação animal, o 

método não-invasivo que possui o menor nível de distúrbio para a coleta de amostras de 

material genético é baseado na obtenção de DNA ambiental (eDNA - do inglês: 

environmental DNA). Neste método, amostras são obtidas diretamente do ambiente (ex: 

água, solo, ar) ao invés dos próprios indivíduos, permitindo a identificação da presença 

de uma dada espécie em uma região, o acesso a dados de biodiversidade (Cristescu; 

Hebert, 2018; Kaganer et al., 2022; Mckee et al., 2015), ou até mesmo auxiliando na 

detecção de patógenos como o fungo quitrídio (Brannelly et al., 2020; Kaganer et al., 

2022). Estes métodos alternativos demonstram diversas possibilidades plausíveis como 

substitutos para os métodos letais de obtenção de amostras de material genético para os 

anfíbios.  

 

3.3.2.4. Métodos de exames por imagem adaptados para estudos com anfíbios 

 

As tecnologias de imagem utilizadas em exames na medicina e na veterinária 

surgiram com o objetivo de permitir uma análise da forma, estrutura e tamanho dos 

diferentes órgãos internos, bem como identificar patologias e lesões em organismos vivos, 

com propósitos clínicos e de investigação científica (Hildebrandt; Saragusty, 2015; 

Yitbarek; Dagnaw, 2022). Essas tecnologias foram posteriormente adaptadas às pesquisas 

científicas para outros organismos não-domesticados e selvagens, como por exemplo os 

anfíbios (Hildebrandt; Saragusty, 2015). As tecnologias de imagem podem nos fornecer 

dados fisiológicos importantes sobre os organismos de forma minimamente invasiva, sem 

necessitar da coleta de amostras e tecidos biológicos (Hildebrandt; Saragusty, 2015).  
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Nesse contexto, um dos primeiros registros da utilização de exames de imagem em 

pesquisas com anfíbios data de 1997, cujo artigo relatou a adaptação da técnica de 

tomografia de coerência óptica (do inglês, OCT - “optical coherence tomography”) a fim 

de permitir uma avaliação de alta resolução da estrutura e função do sistema 

cardiovascular do anuro Xenopus laevis (Boppart et al., 1997). Essa técnica se baseia na 

medição da luz infravermelha retroespalhada, o que permite a visualização de estruturas 

internas não-transparentes em escala de mícrons, além de possuir um design portátil que 

permitiria o seu transporte para estações de pesquisa em campo (contanto que o local 

possua acesso à rede elétrica) (Boppart et al., 1997). Mais recentemente, estudos também 

relataram a aplicação de micro-tomografias computadorizadas em diferentes anfíbios 

(Broeckhoven; Du Plessis, 2018), destacando sua efetividade em estudos sobre a 

morfologia esquelética de adultos (Broeckhoven et al., 2017) e de girinos (Shu et al., 

2020), ou até mesmo para o diagnóstico de lipidose hepática (condição patológica onde o 

fígado acumula lipídios e pode sofrer degeneração), como relatado para salamandras da 

espécie Ambystoma tigrinum (Colon; Gumpenberger, 2020). Nestes estudos os autores 

destacam a utilidade desse método como uma alternativa aos estudos convencionais que se 

baseiam em biópsias e análises histopatológicas de tecidos para a detecção de patologias 

nos anfíbios (Colon; Gumpenberger, 2020).  

Além da tomografia, outro método de imagem que já foi empregado em estudos de 

monitoramento ambiental consistiu na ressonância de giro de elétron (do inglês, ESR - 

Electron Spin Resonance), também conhecida como ressonância magnética. Neste estudo, 

a técnica de ESR foi usada para comparar quantidades de espécies reativas de oxigênio 

presentes na pele de machos do anuro Pelophylax bergeri, os quais foram coletados em 

áreas poluídas e áreas não poluídas do rio Sarno na Itália  (D´errico et al., 2018). Como 

esperado, os anfíbios das áreas poluídas apresentaram maior quantidade de espécies 

reativas de oxigênio, demonstrando o potencial dessas técnicas para estudos dentro da 

ecotoxicologia para o monitoramento de áreas contaminadas (D´errico et al., 2018).  

Uma técnica mais simples, mas também eficiente, que já foi empregada em estudos 

com anfíbios, consiste no uso da ultrassonografia, também conhecida como ecografia 

(Hildebrandt; Saragusty, 2015). Para a realização deste método, utiliza-se uma  uma 

pequena sonda (transdutor), a qual emite ondas sonoras de alta frequência. Essas ondas 

são transmitidas por um gel até os tecidos que estão sendo analisados, e posteriormente 

são refletidas e captadas novamente pelo transdutor. Esse sinal é então transmitido para 

um software de imagem onde as medidas morfométricas podem ser realizadas (Gibbs; 

Cole, Sassano, 2011).   

Nas pesquisas com anfíbios, as principais aplicações da ultrassonografia se 

concentraram em estudos sobre a função reprodutiva (Kouba; Vance, 2009), a função 
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cardíaca (Coucelo; Coucelo; Azevedo, 1996), bem como estudos de patologia  e anatomia 

(Slater et al., 2021; Stetter, 1995).  Em Slater et al., 2021, uma fêmea de Xenopus laevis 

foi submetida às técnicas de radiografia e ultrassom após ter apresentado letargia e 

anorexia por uma semana. As análises ultrassonográficas revelaram uma redução no 

volume arejado da periferia do pulmão esquerdo e uma suave redução do aspecto cranial 

do pulmão direito (Slater et al., 2019). Dentre as possíveis causas para essas alterações, foi 

considerada a possibilidade de uma infecção ou processo inflamatório, ou ainda devido a 

uma efusão da cavidade celômica (Tarigo et al., 2006). Neste caso, o uso desta técnica 

teve como objetivo o diagnóstico e a identificação de disfunções fisiológicas dos anfíbios 

do estudo em questão.  

Em estudos reprodutivos, métodos de ultrassonografia já foram adaptados para 

realizar a determinação sexual de algumas espécies de anfíbios, incluindo Kaloula pulchra 

e Xenopus laevis (de Ruiz - Fernandez et al., 2020), e Lithobates sevosa (Graham et al., 

2016). Além disso, a ultrassonografia também já foi empregada para identificar os 

estágios larvais durante a gestação em Salamandra salamandra (espécie que apresenta 

desenvolvimento direto) em estudos de monitoramento de anfíbios (Krause et al., 2013).  

No entanto, apesar de sua alta eficiência, o uso de métodos como estes costuma 

ficar restrito a pesquisas de países desenvolvidos, enquanto países menos desenvolvidos e 

áreas de pesquisa que possuem menos acesso aos financiamentos ainda não conseguem 

arcar com o alto investimento que esses equipamentos requerem, além dos custos de 

manutenção, e da necessidade de profissionais especializados capazes de fazer a leitura e 

interpretação técnica dos resultados obtidos (Yitbarek; Dagnaw, 2022). De fato, a 

aplicação das tecnologias de imagem ainda permanece bastante limitada nas áreas de 

estudo dos anfíbios, o que reforça a necessidade de que os grupos de pesquisa recebam 

maior atenção de suas nações para que o financiamento das pesquisas possa suprir as 

muitas lacunas de conhecimento científico ainda existentes.  

O uso das tecnologias de imagem são métodos menos invasivos que permitem que 

diversas doenças e respostas a fatores estressantes sejam monitoradas de forma temporal e 

espacial, garantindo a geração de grande quantidade de conhecimento através de um 

pequeno número amostral, o que representa um refinamento ético para a pesquisa com 

anfíbios. Além disso, com o tempo, avanços nas técnicas ultrassonográficas também vêm 

tornando esses métodos mais portáteis e acessíveis, permitindo que os estudos de espécies 

selvagens também possam considerar a aplicação desses exames de imagem em suas 

pesquisas (Hildebrandt; Saragusty, 2015).  

  

3.3.2.5. Métodos Morfométricos 
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A geometria morfométrica (GM) é uma ferramenta poderosa para o estudo das 

formas e suas covariações, testando hipóteses sobre suas causas, explorando variações 

morfológicas entre e dentre espécies, e descobrindo a importância biológica das 

especificidades de cada organismo (Zelditch et al., 2004). Desde a sua introdução há mais 

de 20 anos (Corti, 1993; Rohlfand; Marcus, 1993), diversos campos da biologia têm se 

beneficiado das múltiplas aplicações da geometria morfológica na ciência (Rohlf, 2002; 

Slice, 2005; Adams et al., 2004, 2013; Lawing; Polly, 2010; Klingenberg, 2010). 

Entretanto, estes métodos ainda são pouco empregados em estudos com anfíbios como um 

método alternativo e menos invasivo. 

O grande potencial deste método baseia-se na habilidade de preservar as 

propriedades geométricas das estruturas (Adams et al., 2013), estabelecendo uma 

descrição precisa de todos os aspectos através de medidas lineares (Zelditch et al., 2004). 

Além disso, devido ao grande número de variáveis que podem ser avaliadas, até mesmo a 

detecção de pequenas diferenças se torna possível (Collyer et al., 2015). 

Alarcón-Rios et al. (2017) apresentaram um procedimento não invasivo de 

morfometria geométrica para explorar variações morfológicas na vista externa dorso-

ventral das cabeças de duas populações de  Salamandra salamandra. Através dessa 

técnica, foi possível detectar diferenças no formato da cabeça entre as populações e sexos, 

com uma relação alométrica entre o tamanho e a forma, o que indica possíveis adaptações 

evolutivas da espécie para performance e adaptabilidade aos seus habitats.  

Uma proposta semelhante foi descrita em Davis et al. (2008), onde os autores 

descreveram uma forma de avaliar o crescimento de girinos de anuros (Rana sylvatica), 

correlacionando os valores das massas corpóreas, e requerendo o mínimo de remoção da 

água para sua condução. Para tanto, as análises morfométricas foram realizadas através de 

imagens fotográficas dos indivíduos (Davis et al. 2004; Davis et al. 2007; Davis; Grayson 

2007; Davis; Maerz, 2007). Além de permitir a obtenção de medidas repetidas, esse 

método permite a avaliação de múltiplos girinos ao mesmo tempo, o que acaba refinando 

experimentos com grandes tamanhos amostrais (Davis et al., 2008). Variações dessa 

técnica também têm sido empregadas por herpetologistas em estudos com girinos (Relyea 

2004, 2005; Relyea; Hoverman, 2003; Van Buskirk, 2002; Wilson et al., 2005).  

Projetos de conservação de anfíbios que mantêm populações monitoradas em 

cativeiro necessitam de técnicas para avaliar a viabilidade reprodutiva dos organismos. 

Para tanto, métodos menos invasivos foram desenvolvidos a fim de monitorar o 

desenvolvimento ovariano e a saúde desses organismos, buscando reduzir ao máximo os 

distúrbios que essas análises poderiam causar a eles. Entre estes métodos, destacam-se a 

observação comportamental dos anfíbios, a inspeção visual e palpação abdominal (para 

avaliação das desovas), e em especial as medidas morfométricas, as quais serão utilizadas 
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para o cálculo de índices de condição corpórea (Calatayud et al., 2019). Ainda no campo 

da biologia reprodutiva, os métodos morfométricos também podem ser aplicados ao 

estudo de espécies selvagens de anfíbios. Nesse caso, as medidas morfométricas corporais 

são correlacionadas ao tamanho e à massa corpórea, gerando índices que podem ser 

utilizados para a determinação dos sexos dos indivíduos (Mikhail; Vasily, 2018). Embora 

a morfometria e o cálculo de índices corpóreos constituam métodos de fácil aplicação, 

baixo custo e ampla adaptabilidade às diferentes espécies de anfíbios, essas técnicas ainda 

são pouco empregadas como biomarcadores indicativos de alterações ambientais.  

 

3.3.2.6. Métodos alternativos para se aferir a temperatura de anfíbios 

 

A temperatura do meio ambiente consiste em um dos principais fatores de seleção 

dos limites fisiológicos que afetam a distribuição dos organismos no planeta (Tomanek, 

2008; Wiens, 2011). A adaptação às temperaturas do meio pode afetar diversos aspectos 

biológicos, dentre os quais destacam-se: as reações bioquímicas (Hochachka; Somero, 

2002; Hutchison; Dupré, 1992; Rome et al., 1992), a fenologia (Parmesan, 2007, 2006; 

Root et al., 2003), as interações ecológicas (Post, 2013), o comportamento (Abram et al., 

2017; Kearney; Porter, 2009; Tuomainen; Candolin, 2011; Wells,2007), o crescimento 

(Angilletta et al., 2004; Atkinson, 1995), a reprodução (Grazer; Martin, 2012), a dispersão 

dos organismos (Berg et al., 2010; Travis et al., 2011) e as dinâmicas das populações 

(Kearney; Porter, 2009).  

Nesse sentido, avaliar os efeitos das variações climáticas através da variação na 

temperatura ambiental tem sido um dos grandes desafios das pesquisas com animais 

ectotérmicos. Diversas pesquisas já evidenciaram os possíveis efeitos das variações 

térmicas em populações de anfíbios, relatando desde danos em órgãos reprodutivos 

(Paniagua; Fraile; Saez, 1990), redução da imunidade (Raffel et al., 2006), consequências 

em patologias (Muths et al., 2020; Turner et al., 2021), danos genéticos (Morison et al., 

2020), e até mesmo casos de reversão sexual (Ruiz-García; Roco; Bullejos, 2021). 

Entretanto, a aplicação de métodos menos invasivos para a execução desses estudos ainda 

permanece relativamente escassa.  

Um exemplo de estudo que utilizou protocolos menos invasivos foi descrito em 

Meza-Parral et al. (2019), no qual etogramas foram realizados com base em observações 

comportamentais e estudos anteriores descrevendo comportamentos associados à 

tolerância termal de insetos e anfíbios (Gallego et al.., 2016; Hutchison, 1961; 

Lutterschmidt; Hutchison, 1997a, 1997b; Zweifel, 1957); para tal, o comportamento dos 

indivíduos foi filmado durante 33 horas. As temperaturas foram determinadas através de 

termômetros portáteis, os quais mediam as temperaturas do ambiente em que os 
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indivíduos eram coletados, (Kestrel® 4500, ±0.1 °C) e as  temperaturas dos hábitats em 

que determinada espécie era encontrada  (Sper Scientific ® 800103; ± 0.1°C). Como 

objetos de estudo, foram escolhidas uma espécie de salamandra (Aquiloeurycea 

cafetalera) e em outras três espécies de anuros (Craugastor rhodopis, Lithobates 

berlandieri e Rheohyla miotympanum) oriundos da floresta de Veracruz (México) para 

estimar a tolerância relativa dos anfíbios ao aumento de temperatura. Esse método pode 

ser aplicado tanto em ambientes laboratoriais quanto selvagens, e é replicável em 

organismos pós metamórficos ou também àqueles que apresentam desenvolvimento direto 

(Meza-Parral et al., 2019). Rowley e Alford (2007),  por sua vez, avaliaram a viabilidade 

de termômetros de infravermelho (que não necessitam de contato), quanto à sua aplicação 

em estudos para aferir a temperatura corporal (pele e cloaca) de Litoria lesueuri. Os 

termômetros de IR apresentaram resultados efetivos, e as medições foram semelhantes 

para ambas as temperaturas de pele e cloaca. Além do baixo custo, esses equipamentos 

apresentam alta portabilidade, tamanho pequeno e facilidade em registrar rapidamente a 

temperatura (mesmo em tamanhos amostrais mais numerosos) (Rowley; Alford, 2007). 

 

3.3.2.7. Outros métodos alternativos e menos invasivos para estudos com 

anfíbios 

 

A bioacústica de anfíbios é uma área da herpetologia de grande relevância, sendo 

aplicada em estudos de taxonomia para a identificação de novas espécies (Kohler et al., 

2021), em pesquisas sobre a história natural das espécies (Calderón et al., 2022), e na 

avaliação dos efeitos de ruídos antropogênicos (Zaffaroni-Caorsi et al., 2022). ou de 

doenças (Kelleher et al., 2021), sobre a vocalização dos anfíbios. A biotelemetria, ou 

“técnica instrumental”, é um método da bioacústica capaz de transmitir informações de 

um organismo vivo e seu hábitat para um pesquisador, o qual pode trabalhar de forma 

remota (Slater, 1965). Esse método foi ganhando popularidade entre os pesquisadores de 

vida selvagem, e a biotelemetria se tornou uma ferramenta bastante versátil aos biólogos, 

conservacionistas e gerenciadores de vida selvagem (Mcgowan et al., 2017). No entanto, a 

aplicação dessas técnicas em pesquisas com anfíbios  ainda é escassa. A telemetria pode 

ser realizada através de rádios (VHF, de frequência alta; e a UHF, de ultra alta frequência) 

para obter dados de vocalização dos organismos, utilizando baterias para a emissão de 

sinais. Esse método requer que um pesquisador rastreie o sinal de rádio com um receptor 

ou uma antena (Mascanzoni ; Wallin 1986). Um exemplo de aplicação desses métodos em 

pesquisas com anfíbios consiste no reconhecimento de vocalizações de diferentes 

espécies, como relatado em Linke et al. (2020). Outros métodos de gravação podem ser 

baseados em câmeras de vídeo, para acompanhamento da movimentação e migração dos 
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organismos. Um exemplo de aplicação desses vídeos foi relatado em estudos sobre 

estruturas que conectam fragmentos de áreas de vegetação (pontes para organismos 

selvagens), onde a migração dos anfíbios foi monitorada através de câmaras a fim de 

compreender os padrões de movimentação e a habilidade de restabelecer uma conexão 

entre as áreas fragmentadas (Pagnucco; Paszkowski; Scrimgeor, 2011), demonstrando 

outra possibilidade de aplicação desses métodos na ecologia de paisagem.  

Em estudos das áreas de conservação e história natural de anfíbios, uma questão 

que vem levantando muitas preocupações em escala global é a incidência de morte dos 

anfíbios em estradas (Beebee, 2013). Ao se movimentarem entre fragmentos de vegetação 

que são atravessados por estradas e rodovias, os anfíbios frequentemente são atropelados 

por veículos (REF). E as consequências dessas mortes vêm sendo estudadas quanto a sua 

contribuição para os declínios das populações de anfíbios. No entanto, esses estudos não 

se limitam às questões de mortalidade. As carcaças de anfíbios encontradas nas estradas 

podem ser utilizadas como amostras (post mortem) para estudar características como a 

distribuição de espécies, as preferências de habitat ou até mesmo a fenologia (Orłowski; 

Nowak, 2007; Sutherland et al., 2010). O uso de carcaças de anfíbios também pode ser 

uma alternativa não invasiva para se obter material para pesquisas futuras, incluindo 

análises genéticas (Balkenhol; Waits, 2009), amostras para a detecção de doenças  (Martel 

et al., 2012), amostras para rastreamento  de elementos nos ossos (Simon et al., 2012), ou 

estudo da estrutura etária e histológica (Kaczmarski et al., 2016). Kolenda et al. (2022) 

também relataram o uso de amostras de falanges de anfíbios (Bufo bufo) que foram mortos 

em estradas para a determinação da idade desses organismos por esqueletocronologia. 

Dessa forma, este método não invasivo permite que estudos demográficos sejam 

realizados em populações locais de anfíbios, evitando a mutilação desnecessária de 

espécimes vivos. 

Em estudos que necessitam de identificação sexual de anfíbios, o dicromatismo 

(diferenças de cor entre os dois sexos) (Lifshitz; St Clair, 2016) pode ser utilizado como 

fator de diferenciação para algumas espécies. Em muitas espécies de anfíbios, os machos 

adultos são mais brilhantemente coloridos do que as fêmeas  (Bell; Zamudio, 2012). 

Ujhegyi e Bókony (2020) validaram este método para a espécie Bufo bufo, demonstrando 

um dicromatismo sexual significativo onde os machos apresentavam coloração amarelo-

esverdeada (menos vermelhos) e mais brilhantes do que as fêmeas.  

Na busca por condições que confiram maior bem-estar aos animais, muitos 

zoológicos e aquários modernos monitoram e aprimoram as condições dos habitats usando 

uma abordagem científica. Nesse sentido, um método proposto para essa abordagem 

consiste em um modelo de domínios, que indica como a alteração de domínios de 

nutrição, meio ambiente, saúde ou comportamento podem levar a impactos negativos, 
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positivos ou neutros no estado de bem-estar do animal (Mellor; Beausoleil, 2015).  Woody 

et al. (2021) relataram experimentos nos quais a observação dos comportamentos da 

espécie de anuro  (Anaxyrus americanus), que exibe longos períodos de comportamento 

sedentário, permitiu explorar detalhes sutis de quais características ambientais poderiam 

servir como indicadores de bem-estar. Com base nessas análises, os autores criaram um 

índice da postura dos animais sob o ângulo dos membros anteriores, da visibilidade das 

regiões ventrais e da distribuição do peso corporal. Além disso, como um indicador de 

excitação, taxas aproximadas de respiração foram avaliadas com base na expansão da 

garganta dos sapos. Análises subsequentes revelaram que as posturas mais baixas foram 

associadas com taxas menores de expansão de garganta, enquanto posturas mais eretas 

foram associadas a taxas mais rápidas de expansão de garganta. Essas observações 

sugerem que a postura pode ser uma maneira não invasiva, promissora, e rápida para se 

estudar o estado de excitação dos sapos. Esse estudo estabelece bases importantes para a 

avaliação do bem-estar em anfíbios,  no entanto a sua aplicação nas pesquisas ainda é 

rara.  

 

3.4. Conclusões 

 

O desenvolvimento de métodos de amostragem não invasivos ou minimamente 

invasivos possui grande importância na experimentação científica, e tem como finalidade 

a busca por um maior refinamento dos procedimentos e a garantia do bem-estar animal. 

Esses refinamentos podem ser realizados através de ajustes no tamanho amostral e no 

método de coleta das amostras, os quais devem ser suficientes para permitir uma 

inferência ecológica robusta, evitando também os impactos negativos sobre as populações 

naturais, especialmente aquelas consideradas pequenas, instáveis  e/ou ameaçadas. 

Nas diversas áreas da Herpetologia, a aplicação de métodos menos invasivos em 

estudos com anfíbios ainda é relativamente limitada, no entanto, aos poucos as múltiplas 

áreas de conhecimento vão incrementando a aplicabilidade desses métodos alternativos. 

Nesse sentido, a revisão bibliográfica sistemática nos permitiu reunir as principais 

tendências e características dos estudos com anfíbios, demonstrando uma baixa quantidade 

de artigos publicados ao longo dos anos (somente cerca de 1 a 2 artigos foram publicados 

por ano, na maior parte do período cronológico). Como já esperado, os Estados Unidos 

dominaram a maioria dessas publicações, devido ao grande investimento em pesquisa 

científica que é comum nos países mais desenvolvidos. Quanto às variáveis mais 

empregadas, a maior parte dos estudos foram conduzidos com anfíbios da ordem anura 

(notadamente os gêneros Xenopus e Rhinella, devido aos benefícios que esses gêneros 

apresentam, como a característica de espécie-modelo amplamente estudada e tamanhos 
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corpóreos adequados, respectivamente), no estágio adulto, não informando o sexo 

empregado. Esses dados revelam lacunas de grande importância, como a necessidade de se 

conduzir mais estudos na área para ampliar a utilização dessas múltiplas variáveis. Com 

relação às principais áreas de aplicação destes métodos, destacaram-se: os métodos menos 

invasivos para a captura e marcação de indivíduos, métodos morfométricos, métodos de 

gravação, técnicas moleculares, métodos para aferição de temperatura e monitoramento da 

anatomia interna (com o uso de tecnologias ou exames de imagem), entre outros.  

O levantamento desses dados permitiu analisar a situação atual acerca do 

conhecimento sobre os métodos alternativos em estudos com anfíbios a fim de compilar 

esses dados, destacando suas possíveis aplicações, bem como seus benefícios e limitações. 

Com base nesse conhecimento, espera-se que os pesquisadores possam buscar um 

equilíbrio para suas pesquisas, utilizando métodos antigos e novos, e moderando fatores 

como a importância das informações que serão obtidas através das investigações, a 

viabilidade e custo dos métodos, e as implicações que os experimentos podem gerar sobre 

o bem-estar dos organismos experimentais. Espera-se que a compilação desses resultados 

possa incentivar os pesquisadores e lhes fornecer novas ideias para ampliar a aplicação de 

métodos menos invasivos nas pesquisas com anfíbios, e também com outros modelos 

experimentais, para que as pesquisas científicas apresentem maior responsabilidade ética 

na experimentação com organismos vivos.  
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4.  ARTIGO 2  

 

Adaptação de glicosímetros portáteis humanos como um método alternativo para a 

análise de glicose sanguínea em anfíbios 

 

 

Resumo  

Há anos os cientistas vêm estudando as principais causas do alarmante declínio dos 

anfíbios pelo mundo. Dentre os fatores reconhecidos como contribuintes para estes 

declínios destacam-se diversos poluentes aquáticos e doenças emergentes. Para 

compreender os efeitos desses fatores agravantes, a ecotoxicologia faz uso de 

biomarcadores para a avaliação da saúde dos anfíbios. Dentre esses biomarcadores, o 

monitoramento dos níveis glicêmicos plasmáticos pode ser usado como um indicador de 

estresse, no entanto, os métodos tradicionais frequentemente são invasivos e dependem de 

equipamentos laboratoriais, o que limita a sua aplicação em diversos estudos. A fim de 

solucionar essas limitações e visando tornar a experimentação com anfíbios mais ética e 

refinada, o presente estudo avaliou a efetividade dos glicosímetros portáteis, analisando os 

níveis glicêmicos de machos e fêmeas do anuro Rhinella icterica , e comparando os 

valores obtidos com o método analítico bioquímico convencional. A comparação entre 

machos e fêmeas não revelou diferenças significativa, o que indica que para R. icterica o 

sexo é uma variável que não interfere dos níveis de glicemia, permitindo a realização de 

amostragens mistas que incluam ambos os sexos. Os glicosímetros portáteis foram 

equivalentemente eficientes ao método bioquímico tradicional quanto às determinações de 

níveis glicêmicos médios para R. icterica. No entanto, as medidas individuais obtidas 

através do glicosímetro apresentam-se menos precisas e ligeiramente superestimadas 

(incremento médio de 1.094 mg/dL) quando comparadas de forma pareada com as 

medidas obtidas pelo método bioquímico. Portanto, através destes resultados, 

corroboramos que os glicosímetros portáteis representam uma ferramenta alternativa, 

eficiente, e potencialmente menos invasiva para a determinação de concentrações 

glicêmicas dos anfíbios, o que pode flexibilizar o estudo de biomarcadores de estresse nas 

diversas áreas da herpetologia, tornando a experimentação animal mais ética e refinada.  

Palavras-chaves: amphibia, marcadores de estresse, monitoramento ambiental, glicemia, 

métodos alternativos 
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Abstract 

For years, scientists have been studying the main causes of the alarming decline of 

amphibians around the world. Among the factors recognized as contributing to these 

declines, several aquatic pollutants and emerging diseases stand out. To understand the 

effects of these aggravating factors, ecotoxicology uses biomarkers to assess the health of 

amphibians. Among these biomarkers, the monitoring of plasma glucose levels can be 

used as an indicator of stress, however, traditional methods are often invasive and depend 

on laboratory equipment, which limits their application in several studies. In order to solve 

these limitations and with a view to making experimentation with amphibians more ethical 

and refined, the present study evaluated the effectiveness of portable glucometers, 

analyzing the glycemic levels of males and females of the frog Rhinella icterica , and 

comparing the values obtained with the analytical method conventional biochemist. 

Comparison between males and females did not reveal significant differences, which 

indicates that for R. icterica sex is a variable that does not interfere with blood glucose 

levels, allowing mixed samplings that include both sexes. Portable glucometers were 

equivalent to the traditional biochemical method for determining mean glycemic levels for 

R. icterica. However, the individual measurements obtained using the glucometer are less 

accurate and slightly overestimated (mean increment of 1,094 mg/dL) when compared in 

pairs with the measurements obtained using the biochemical method. Therefore, through 

these results, we corroborate that portable glucometers represent an alternative, efficient, 

and potentially less invasive tool for the determination of glycemic concentrations in 

amphibians, which can make the study of stress biomarkers more flexible in the different 

areas of herpetology, making experimentation more flexible. more ethical and refined 

animal. 

Keywords: amphibians, stress markers, environmental monitoring, glycemia, alternative 

methods 
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4.1 Introdução 

 

Cientistas vêm chamando a atenção para o fato de que estamos passando pela 

“Sexta Extinção de Espécies em Massa” da história do nosso planeta (Barnosky, et al., 

2011; Ceballos et al., 2020). Dentre as muitas espécies que se encontram em risco, os 

anfíbios representam o grupo de vertebrados com as maiores taxas, atualmente contando 

com 41 % das espécies ameaçadas de extinção (IUCN, 2022).  

Por se tratarem de organismos altamente sensíveis às alterações ambientais 

(Calderon et al., 2022), os anfíbios vêm se destacando entre as pesquisas das áreas de 

conservação (Bailey; Muths, 2019; Della Togna et al., 2020), mas também no 

monitoramento ambiental, como um bom organismo modelo e bioindicador da saúde e 

qualidade dos ecossistemas (Langlois, 2021; Calderon et al., 2022).  

Nas pesquisas de ecotoxicologia os anfíbios são usados como sentinelas para 

compreender os efeitos de diversos poluentes ambientais, incluindo agrotóxicos (Langlois, 

2021), fármacos (Peltzer et al., 2019), metais (Peixoto et al., 2022), microplásticos 

(Burgos-Aceves et al., 2022), nanomateriais (Amaral et al., 2019), entre outros resíduos 

de origem antropogênica (Hintz; Relyea, 2019; Chavoshani et al., 2020). Além disso, os 

anfíbios também atuam como bioindicadores no estudo de diversas doenças emergentes, 

como a quitridiomicose (Fisher et al., 2021; Grogan et al., 2023), a ranavirose (Ash, 2022) 

e outros parasitas (La’Toya; Klaphake, 2020). Estes estudos são realizados através da 

aplicação de biomarcadores, ou seja, da análise e identificação de alterações biológicas, as 

quais podem ocorrer desde o nível bioquímico, celular, fisiológico ou comportamental. 

Essas alterações podem ser mensuradas através da análise de amostras como células ou 

tecidos, fluídos (como o sangue, o plasma, a urina, etc), ou até mesmo através da análise 

do comportamento dos indivíduos (Depledge, 1994; Ali et al., 2021). Em um estudo de 

ecotoxicologia, por exemplo, esses biomarcadores demonstram alterações do estado de 

saúde dos organismos frente à exposição a um contaminante ou resíduo ambiental, 

indicando sua toxicidade (Depledge, 1994).   

Diversos biomarcadores tem se mostrado bastante sensíveis e úteis em estudos 

ecotoxicológicos com anfíbios, destacando-se as análises de função cardíaca (Jones - 

Costa et al., 2018; Peltzer et al., 2022), análises hematológicas (De Gregorio et al., 2021; 

Robinson et al., 2021; Davis et al., 2023), análises da função reprodutiva (Slaby et al., 

2019), hepáticas (Salla et al., 2020), entre outras. 

Entretanto, um biomarcador ainda pouco explorado nos estudos com anfíbios é o 

monitoramento dos níveis de glicose sanguínea, os quais podem ser indicadores indiretos 
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de estresse fisiológico. Quando submetido a situações de estresse, o organismo sofre 

elevações nos níveis de glicocorticóides, induzindo a gliconeogênese, e consequentemente 

elevando as concentrações plasmáticas de glicose nos anfíbios (Isehunwa et al., 2017; 

Romero; Beattie, 2022). Essas alterações na glicose plasmática também podem afetar 

momentaneamente a disponibilidade energética para os tecidos corpóreos, o que pode 

repercutir na saúde do animal (Romero; Beattie, 2022). Concentrações elevadas de glicose 

sanguínea também podem indicar alterações metabólicas, as quais podem estar 

relacionadas a um aumento na gliconeogênese ou a danos na função pancreática 

(Olufunmilayo et al., 2023). Dessa forma, além da sua utilidade como marcadores 

indiretos de estresse fisiológico, as medidas de glicose plasmáticas também podem indicar 

a energia que se encontra disponível para os tecidos corpóreos de um organismo (Kepas et 

al., 2023), ou ainda, possíveis alterações nos processos metabólicos de gliconeogênese 

(Isehunwa et al., 2017; Olufunmilayo et al., 2023). 

Na área ambiental, um estudo avaliando a exposição do anuro Bufo regularis a 

diferentes metais pesados revelou um aumento nas concentrações plasmáticas de glicose, 

indicando o estresse causado pela exposição e a potencial toxicidade dos metais à função 

pancreática dos anuros (Olufunmilayo et al., 2023). Indivíduos das espécies Rana 

balcanica e Rana lessonae coletados de hábitats poluídos (próximos a fontes antrópicas de 

poluição urbana e agroquímica) também apresentaram níveis elevados de glicose 

plasmática como uma resposta de estresse fisiológico (Valbona et al., 2012). Análises 

glicêmicas já se mostraram eficientes até mesmo em estudos transgeracionais, como 

demonstrado em uma exposição de diferentes gerações de Xenopus tropicalis ao pesticida 

linuron, o qual causou uma redução dos níveis de glicose sanguínea nas proles dos 

organismos expostos, indicando uma toxicidade metabólica transgeneracional (Karlsson et 

al., 2021).  

Estudos na área da fisiologia comparada já utilizaram análises de glicemia e 

revelaram que condições de estresse por hipóxia também induzem hiperglicemia em 

espécimes de Aquarana catesbeianus (Rocha; Branco, 1998). Variações de temperatura 

também podem alterar a glicemia plasmática dos anfíbios, devido aos ajustes metabólicos 

do organismo, como demonstrado para salamandras da espécie Batrachupems tibetanus 

(Xia; Li, 2010). Embora a utilização dos biomarcadores glicêmicos ainda seja escassa na 

patologia de anfíbios, o estudo de Young et al. (2014) descreve um aumento na glicemia 

plasmática em indivíduos de Litoria infrafrenata submetidos a uma exposição crônica ao 

fundo quitrídio, causador da quitridiomicose (Young et al., 2014), indicando uma reação 

de estresse frente à infecção. Em suma, estes relatos reiteram a eficiência dos 

biomarcadores glicêmicos em diversas áreas de pesquisa, integrando aplicações desde a 

ecotoxicologia, a fisiologia comparada, e a patologia de anfíbios.  



71 
 

Entretanto, esses estudos basearam-se em métodos convencionais para a análise 

das concentrações plasmáticas de glicose (Rocha; Branco, 1998; Valbona et al., 2012; 

Young et al., 2014; Karlsson et al., 2021; Olufunmilayo et al., 2023), as quais dependem 

do processamento das amostras em laboratório, através de kits bioquímicos e aparelhos 

como uma centrífuga (para separar o plasma), e o espectrofotômetro e demais 

equipamentos analíticos. Além disso, esses estudos frequentemente realizam a eutanásia 

dos animais para a obtenção das amostras sanguíneas, gerando restrições amostrais devido 

às questões éticas experimentais.  

Nesse sentido, visando tornar a experimentação animal mais alinhada com os 

princípios dos 3Rs, rumo à “substituição”, “redução” e “refinamento” (do inglês: replace, 

reduce, refine) (Russell; Burch, 1959), neste trabalho foi enfatizada a importância de 

buscar alternativas para refinar a pesquisa na herpetologia. Para tanto, a utilização de 

aparelhos glicosímetros portáteis pode representar uma alternativa interessante a ser 

testada e validada nos estudos com anfíbios.  

Os glicosímetros são dispositivos portáteis desenvolvidos para indicar a medida 

aproximada da concentração de glicose no sangue humano. Para tanto, uma pequena 

amostra de sangue, geralmente obtida da ponta do dedo, é colocada em um biossensor 

(fitas bio-sensíveis), as quais contêm oxidases cuja ação sobre a glicose gera uma corrente 

no eletrodo, a qual é transduzida por um sensor e interpretada como índice de glicemia 

(Clarke; Foster, 2012). Os aparelhos glicosímetros humanos são amplamente utilizados na 

medicina, na área esportiva, bem como no uso pessoal caseiro, para fins de diagnóstico e 

monitoramento de estados de hipo/hiperglicemia (Tonyushkina; Nichols, 2009; Clarke; 

Foster, 2012; Gerber; Freeman, 2016). Durante os últimos anos, muitos glicosímetros 

portáteis foram desenvolvidos no mercado, sendo facilmente adquiridos em farmácias e 

mercados, apresentando baixo custo, e fornecendo resultados imediatos com pequenas 

quantidades de sangue (Summa et al., 2014; Mustapha et al., 2021).  

Embora a adaptação dos glicosímetros já tenha sido relatada para estudos com 

outros vertebrados, incluindo furões (Summa et al., 2014), pombos (Mohsenzadeh, 2015), 

lagartos (Kepas et al., 2023), serpentes (Kelley et al., 2021), e tartarugas (Perrault et al., 

2021), as pesquisas com anfíbios ainda são ausentes. Portanto, o presente estudo objetivou 

avaliar a viabilidade de glicosímetros portáteis (tipo AccuCheck) para a determinação de 

concentrações plasmáticas de glicose em indivíduos adultos do anuro Rhinella icterica, 

bem como comparar a sua acurácia com o método bioquímico de determinação tradicional 

de glicemia plasmática. A adaptação e utilização dos glicosímetros portáteis pode 

contribuir amplamente para o refinamento de estudos com anfíbios, possibilitando seu uso 

no laboratório ou em campo, reduzindo a eutanásia uma vez que permite a soltura dos 
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animais após a coleta de pequenas quantidades de amostra, além de possuir baixo custo e 

obtenção instantânea dos dados. 

 

4.2 Materiais e Métodos  

 

Coleta dos animais 

 Foram coletados 20 exemplares de Rhinella icterica (10 machos e 10 fêmeas) na 

fazenda Salinas, Tapiraí, São Paulo (DMS: -23.918155, -120 47.470454; Autorização 

SISBIO 61551-2) e transportados para o Laboratório de Fisiologia da Conservação (DBio 

- UFSCar – campus Sorocaba). Os animais permaneceram em caixas plásticas (37 x 27 x 

32 cm/ 1 animal por container) contendo 50 ml de água declorinada durante 15 dias para a 

recuperação do estresse do transporte e aclimatação às condições laboratoriais. Durante 

todo este período as caixas permaneceram levemente inclinadas (em 15º) a fim de criar um 

ambiente que permitia ao animal transitar entre uma área úmida e uma área onde o 

abdômen permanecia submerso. 

 

Obtenção das amostras de sangue 

As amostras de sangue (total = 700 uL) foram coletadas através de punção da veia 

facial (maxilar) músculo-cutânea (utilizando agulhas heparinizadas de 27G) (Forzán et al., 

2012). A partir dessa amostra, uma alíquota de 200 uL foi utilizada para a leitura 

instantânea dos níveis glicêmicos através das fitas biossensoras e glicosímetro portátil 

(modelo Accu-Chek Performa), realizada em duplicata. O restante da alíquota de sangue 

(500 uL) foi centrifugado para separação do plasma (4500 rpm, por 10 minutos), e as 

concentrações de glicose plasmáticas foram obtidas segundo o método analítico 

enzimático clássico de óxido-redutase, através de um analisador bioquímico automático 

(Hitachi modelo 7170).  

 

Análises Estatísticas 

Os resultados foram apresentados como valores médios ± 1 E.P.M (erro padrão 

médio). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade das amostras. Uma 

vez que os conjuntos de dados apresentaram distribuição normal, utilizamos o teste T-Student 

não - pareado para comparar os valores de glicemia obtidos para os diferentes sexos. Para 

avaliar a eficiência dos métodos, primeiramente aplicamos o teste T-Student não-pareado. Em 

seguida, para avaliar a precisão e similaridade dos métodos, aplicamos o teste T-Student 

pareado (comparando as medidas feitas para um mesmo indivíduo através de cada método 

distinto).  
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4.3 Resultados e Discussão 

 

A comparação entre os valores de glicemia determinados para machos ou para 

fêmeas de R. icterica revelou que não houve diferença significativa entre os sexos para os 

valores obtidos através do glicosímetro portátil (F = 1,15; p = 0,63), tampouco para o 

método analítico bioquímico (F = 1,047; p = 0,66), o que indica que para essa espécie os 

valores glicêmicos podem ser homogêneos em uma amostragem que inclua ambos os 

sexos para essa espécie (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Representação gráfica da média das concentrações plasmáticas de glicemia obtidas para 

machos (M) e fêmeas (F) de Rhinella icterica através de glicosímetro portátil, ou através de método analítico 

bioquímico.  

 

Outros estudos que avaliaram a glicemia plasmática através de métodos 

bioquímicos, utilizando machos e fêmeas adultas de A. catesbeinus e Bufo paracnemis, 

também demonstraram uma baixa variância entre os valores, corroborando que o sexo 

pode não interferir no nível glicêmico de alguns anfíbios (Steiner et al., 2000). Entretanto, 

estudos com lambaris da espécie Astyanax altiparanae já observaram diferenças entre os 

sexos, de modo que os machos apresentaram valores maiores do que as fêmeas (Pereira da 

Silva e Oliveira, 2017), o que demonstra que, dependendo da espécie, o sexo pode, de 

fato, ser uma variável importante a se considerar. Dessa forma, devido ao limitado número 

de estudos que consideraram o efeito do sexo sobre as concentrações plasmáticas de 

glicemia nas diferentes espécies de anfíbios, mais estudos ainda são necessários a fim de 

corroborar, de fato, se o "sexo" não consiste em uma variável que interfere na glicemia 

dos anfíbios como um todo. Ademais, os valores médios de glicemia plasmática para os 
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adultos de R. icterica deste estudo foram similares aos valores relatados em outros estudos 

para A. catesbeiana (Rocha; Branco, 1998; Steiner et al., 2000), o que revela similaridade 

no metabolismo dessas espécies e também consistência na obtenção dos dados.  

Ao agrupar os dados de glicemia dos machos e fêmeas determinados através de 

cada método, os conjuntos de dados foram considerados independentes e foram 

comparadas as médias dos valores (aplicando o teste T não-pareado): os testes revelaram 

que ambos os métodos apresentaram valores médios de glicemia similares (F = 1.050; p = 

0.4819; Figura 2A). Dessa forma, podemos inferir que a utilização dos glicosímetros 

portáteis para determinação dos níveis glicêmicos médios em R. icterica foi 

significativamente equivalente aos valores obtidos pelo método analítico bioquímico. Por 

outro lado, ao realizar uma comparação pareada entre os valores obtidos pelos dois 

métodos de determinação glicêmica para cada um dos indivíduos, os resultados indicaram 

diferenças significativas (p < 0.0001; r = 0.979; Figura 2B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: A- Gráfico das médias das concentrações glicêmicas de R. icterica (machos e fêmeas) 

obtidas através de glicosímetro ou através de método bioquímico. B- Distribuição pareada dos valores de 

glicemia obtidos para cada indivíduo de R. icterica (machos e fêmeas) através de glicosímetro ou através de 

método bioquímico. O asterisco “ * ” no gráfico “B” indica diferença significativa entre os grupos.  

  

Essa diferença deve-se ao fato de que, ao parear individualmente as medidas de um 

mesmo indivíduo feitas através de cada um dos métodos, foi possível observar uma 

tendência do glicosímetro portátil em apresentar valores ligeiramente superestimados, 
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apresentando uma diferença média de 1.094 mg/dL acima dos valores obtidos através do 

método analítico bioquímico. Resultados semelhantes foram relatados por Perrault et al. 

(2021), os quais confirmaram a eficiência dos glicosímetros portáteis, porém também 

observaram valores superestimados (em aproximadamente 1.4 mmol/L) na determinação 

de glicose plasmática de tartarugas marinhas (Lepidochelys kempii), quando comparados 

aos valores obtidos através de análise bioquímica. A própria Sociedade Americana de 

Patologia Clínica Veterinária (ASVCP - American Society for Veterinary Clinical 

Pathology) já publicou em seus guias veterinários informativos sobre a eficiência de 

glicosímetros em pesquisas com animais, enfatizando a necessidade de se considerar que 

esses dispositivos não possuem alta precisão e que os dados costumam ser superestimados 

como um padrão de segurança pré-definido para evitar falsos negativos (Gerber;  

Freeman, 2016). Em suma, o glicosímetro portátil se mostrou tão eficiente quanto o 

método bioquímico para avaliar valores médios, ou seja, um panorama geral dos valores 

glicêmicos para a espécie R. icterica. Porém, caso o pesquisador necessite avaliar 

variações individuais de glicemia de forma mais precisa, o método bioquímico seria mais 

adequado, uma vez que os glicosímetros tendem a superestimar ligeiramente os valores de 

glicemia. Obviamente, é relevante considerar as especificidades de cada método, 

ponderando a necessidade de se obter valores mais ou menos precisos, a depender dos 

objetivos de cada pesquisa. Não obstante, a aplicação do glicosímetro portátil se mostrou 

eficiente para a obtenção de concentrações plasmáticas de glicemia representativas e que 

podem ser utilizadas como biomarcadores de estresse nos anfíbios.  

Por fim, é importante ressaltar que o próprio manuseio dos animais durante a 

coleta do sangue pode interferir diretamente no estresse do animal e, consequentemente, 

incrementar seus valores de glicemia (Narayan et al., 2012; Pereira da Silva e Oliveira, 

2017). Portanto, é imprescindível que o pesquisador padronize o tempo de manipulação 

dos animais, bem como o método de coleta da amostra sanguínea, para que o efeito do 

estresse, embora seja inevitável, possa ser homogêneo em toda a amostragem.  

Embora o presente estudo tenha corroborado a eficiência dos glicosímetros 

portáteis para a obtenção dos níveis glicêmicos de R. icterica, estudos com outras espécies 

ainda são necessários a fim de garantir sua utilização considerando-se as possíveis 

variações interespecíficas que podem existir para os anfíbios. A utilização destes 

dispositivos portáteis pode facilitar a obtenção de biomarcadores de estresse em diversos 

estudos com anfíbios, viabilizando coletas in situ e gerando dados instantâneos. 

Adicionalmente, esse método alternativo pode facilitar o monitoramento da saúde de 

anfíbios em programas de conservação, permitindo medidas sucessivas ao longo tempo de 

forma minimamente invasiva. Através deste estudo visamos contribuir fornecendo 
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alternativas menos invasivas para a experimentação com anfíbios, direcionando as 

pesquisas para um maior refinamento ético e respeitoso com os organismos sencientes. 

 

4.4 Conclusões 

O estudo corroborou a eficiência dos glicosímetros portáteis para a obtenção das 

concentrações plasmáticas médias de glicemia do anfíbio R. icterica, no entanto, é 

importante considerar que esse método tende a superestimar os níveis glicêmicos, sendo 

necessário considerar essa variável nos estudos onde for aplicado. Embora o método 

analítico bioquímico ainda seja a opção mais precisa, o uso dos glicosímetros pode ser 

uma boa alternativa para reduzir a invasividade e refinar diversas pesquisas com os 

anfíbios.  
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6. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Os métodos alternativos se mostraram muito eficientes na coleta de amostras para 

análises de dados em estudos com anfíbios, mostrando que muitos deles podem ser usados 

diversas áreas de monitoramento ambiental, por exemplo, com a utilização de diversos 

biomarcadores. Dessa forma, mostra-se que muitos métodos que resultam na eutanásia do 

animal podem ser substituídos por outros que não prejudicam os animais, sem perder a 

qualidade do experimento e possibilitando a análise de dados confiáveis. O segundo artigo 

mostra de forma inédita que um desses métodos (glicosímetro), é tão eficiente quanto o 

método bioquímico, reduzindo custos de pesquisa e sem a necessidade de transporte dos 

animais para laboratório, diminuindo o estresse e, portanto, sua interferência nos 

resultados, aumentando a credibilidade. 

Futuramente, o objetivo é levar esses conhecimentos sobre esses métodos às mais 

diversas áreas de pesquisa, proporcionando equilíbrio ao ecossistema e até mesmo 

pesquisas com espécies ameaçadas de extinção. Com o aprimoramento da tecnologia e do 

conhecimento sobre os métodos alternativos (que foram exemplificados e descritos no 

artigo um), a tendência da utilização deles tende a aumentar; em um cenário mais otimista, 
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até mesmo países de terceiro mundo terão acesso às tecnologias que possibilitam a menor 

invasividade, reduzindo assim o impacto ambiental que a eutanásia de indivíduos pode ter 

no planeta. A realidade é que é preciso mudar a postura humana em relação ao 

ecossistema de várias formas e urgentemente, uma vez que a degradação de hábitats está 

levando às extinções de diversas espécies e às mudanças ambientais. Portanto, dar o 

exemplo de como pesquisas podem ser feitas com a conservação de espécies é um passo 

importante para a conscientização da importância que o planeta como um todo tem para a 

sobrevivência de todas as espécies que nele habitam. 
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