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RESUMO

Os anfibios constituem um grupo amplo e diversificado, sendo considerados bons modelos de
bioindicadores, devido a sua alta sensibilidade as alteracdes do meio ambiente. A pele dos anfibios
¢ um orgdo semipermedvel, vascularizado, ¢ dotado de multiplas fungdes e caracteristicas
complexas, as quais podem ser utilizadas como ferramentas Uteis em estudos ecotoxicologicos.
Entretanto, a aplicacdo de biomarcadores cutaneos em estudos com anfibios ainda ¢ limitada e
dispersa na literatura, o que pode dificultar uma compreensao integrada do seu potencial, bem
como das suas possiveis limitagdes. Portanto, o objetivo deste estudo consistiu em realizar uma
revisdo bibliografica sistematica, analisando de forma critica as publicagdes cientificas sobre os
biomarcadores cutaneos que vém sendo empregados em estudos ecotoxicologicos com anfibios.
Para tanto, foi realizada uma pesquisa bibliografica sistematica quali-quantitativa, com enfoque
em artigos publicados entre 1900 e 2024. As buscas foram feitas utilizando por meio de
ferramentas de buscas da web, e de bancos de dados cientificos (Google Académico, Scopus, Web
of Science, PubMed e ScienceDirect), utilizando combinagdes especificas de palavras-chaves,
selecionando e classificando os artigos quanto a critérios de elegibilidade pré-definidos. A triagem
resultou em 54 artigos publicados mundialmente, o que demonstra o quanto esses tipos especificos
de biomarcadores ainda se encontram subestimados entre as pesquisas. A distribui¢do geografica
dos artigos revelou uma predominancia de publicagdes oriundas de paises da Europa e da América
Latina. Dentre os modelos experimentais, destacaram-se os anuros em estagio de desenvolvimento
adulto, sendo o sexo dos individuos nao informado na maioria dos estudos (74,1%). Os resultados
revelaram predominancia dos estudos que também ndo informaram a regido anatdmica da pele
utilizada como fonte para a obtengdo das amostras de tecido cutaneo (ex: pele ventral, dorsal,
lateral etc.). Dentre os tipos de ensaios ecotoxicologicos, destacaram-se os estudos de exposicao
por via direta na pele, e de duragdo aguda, o que demonstra um maior interesse dos pesquisadores
em simular efeitos imediatos nos ensaios toxicologicos. As classes de contaminantes mais
estudadas consistiram em agroquimicos e metais, o que distingue uma preferéncia dos
pesquisadores em estudar toxicantes mais “classicos” da toxicologia, enquanto os contaminantes
emergentes permaneceram sub-representados, como os residuos industriais (3,2%) e radiacao
(6,4%). As classes de biomarcadores mais aplicadas foram as analises fisiologicas (33,9%), além

de medidas histologicas (32,2%) e morfoldgicas (18,6%), o que reflete a relevancia da pele como



uma das principais rotas de entrada e absor¢ao para varios compostos do ambiente. Em suma,
nossos achados nao apenas reuniram e organizaram dados ecotoxicoldgicos relevantes para os
estudos com anfibios, mas também destacaram diversas limitacdes metodologicas que ainda
precisam ser mitigadas em estudos futuros. Espera-se que a compilacao destes dados possa servir
como uma base relevante e fundamentada para instigar outros estudos a ampliarem a aplicagao dos

biomarcadores cutaneos como uma ferramenta promissora nos estudos com anfibios.

Palavras-chave: Anfibios, epitélio, pele, bioindicador, ecotoxicidade, contaminantes.



ABSTRACT

Amphibians constitute a broad and diverse group and are considered reliable bioindicator models
due to their high sensitivity to environmental changes. Amphibian skin is a semipermeable,
vascularized organ endowed with multiple functions and complex characteristics, which can be
used as valuable tools in ecotoxicological studies. However, the application of cutaneous
biomarkers in amphibian research remains limited and scattered throughout the literature, which
may hinder an integrated understanding of their potential as well as their possible limitations.
Therefore, the aim of this study was to conduct a systematic literature review, critically analyzing
scientific publications on cutaneous biomarkers that have been employed in ecotoxicological
studies involving amphibians. To this end, a qualitative—quantitative systematic literature search
was carried out, focusing on articles published between 1900 and 2024. Searches were performed
using web-based search tools and scientific databases (Google Scholar, Scopus, Web of Science,
PubMed, and ScienceDirect), applying specific combinations of keywords and selecting and
classifying articles according to predefined eligibility criteria. The screening process resulted in
54 articles published worldwide, demonstrating that these specific types of biomarkers remain
underestimated in scientific research. The geographical distribution of the studies revealed a
predominance of publications from European and Latin American countries. Among the
experimental models, adult-stage anurans were the most frequently used, and the sex of the
individuals was not reported in most studies (74.1%). The results also showed a predominance of
studies that did not report the anatomical region of the skin used as the source of cutaneous tissue
samples (e.g., ventral, dorsal, lateral skin). Regarding ecotoxicological assay types, studies
involving direct dermal exposure and acute exposure durations predominated, indicating a greater
interest in simulating immediate effects in toxicological assays. The most frequently studied
contaminant classes were agrochemicals and metals, reflecting a preference for more “classical”
toxicants in toxicology, while emerging contaminants remained underrepresented, such as
industrial residues (3.2%) and radiation (6.4%). The most commonly applied biomarker classes
were physiological analyses (33.9%), followed by histological (32.2%) and morphological
(18.6%) assessments, highlighting the relevance of the skin as one of the main routes of entry and
absorption for various environmental compounds. Overall, our findings not only compiled and

organized relevant ecotoxicological data for amphibian studies but also highlighted several



methodological limitations that still need to be addressed in future research. It is expected that this
compilation may serve as a robust and relevant foundation to encourage further studies to expand

the application of cutaneous biomarkers as a promising tool in amphibian research.

Keywords: Amphibians, epithelium, skin, bioindicator, ecotoxicity, contaminants
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1. INTRODUCAO GERAL

Os anfibios apresentam uma grande diversidade e complexidade de espécies em todo o
mundo (Bovo; Kohlsdorf, Andrade, 2020; Crump, 2009), totalizando atualmente em 8.840
espécies catalogadas. Divididos em trés ordens, o maior grupo ¢ o dos anuros, com 7.787 sp.,
seguido pelos caudados (828 sp.) e pelos Gymnophiona (225 sp.) (American Museum of Natural
History, 2025), sendo o Brasil o pais com a maior variedade, abrigando 1.196 espécies (Silvano;
Segalla, 2005; American Museum of Natural History, 2025).

Os anfibios contribuem com diversos servigos ecossistémicos, participando direta e
indiretamente de servigos de abastecimento, regulagdo, cultura e suporte aos seres humanos
(Hocking; Babbitt, 2014). Dentre os servicos de provisionamento, os anfibios apresentam grande
utilidade para areas de alimentacdo e até mesmo na medicina (Hocking; Babbitt, 2014). O consumo
alimentar de pernas de ras contribui com o comércio internacional em diversas partes do mundo,
especialmente no Sudeste asiatico (Kusrini; Alford, 2006; Warkentin et al., 2009), [ndia (Jensen;
Camp, 2003), Estados Unidos, ¢ at¢é mesmo no Brasil, e neste Gltimo caso é consumido como
iguaria culinaria (Hocking; Babbitt, 2014; de Oliveira; de Seixas Filho; Maia, 2017).

Dotados de uma pele altamente rica em substincias quimicas variadas e um microbioma
muito diverso (Kueneman et al., 2014), os anfibios representam uma rica fonte de estudo,
permitindo o isolamento de novas moléculas e medicamentos, com potencial farmacéutico e
biotecnoldgico (Hocking; Babbitt, 2014; Wang ef al., 2024).

Partindo de estudos com anfibios, diversos pesquisadores foram capazes de desenvolver
avangos medicinais, como a criagdo dos primeiros testes de gravidez humana durante o século XX,
o isolamento de peptideos antimicrobianos com potencial para inibir a infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Lorin et al., 2005), o desenvolvimento de terapias para
verrugas, e até mesmo em pesquisas para o tratamento de doengas cardiacas (Jensen; Camp, 2003).

Como parte dos servigos de regulacdo, os anfibios desempenham um papel ecologico
essencial, contribuindo para o equilibrio da cadeia alimentar (Wells, 2019). Esses organismos
desempenham um papel fundamental nas interacdes ecoldgicas, no fluxo de energia e no ciclo de
nutrientes em ambientes aquaticos e terrestres, predando ou servindo de alimento para predadores
(Valencia-Aguilar; Cortés-Goémez; Ruiz-Agudelo, 2013; Prestes; Vincenci, 2019). Além disso,

esses animais também auxiliam no setor da agricultura, atuando no controle biolégico de insetos e
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pragas (Valencia-Aguilar; Cortés-Gomez; Ruiz-Agudelo, 2013; Prestes; Vincenci, 2019), ou até
mesmo contribuindo em processos de polinizagao e dispersdo de sementes (Hocking; Babbitt,
2014).

Apesar de sua ampla diversidade e relevancia ambiental, desde 1989 os cientistas vém
observando um crescente declinio populacional entre os anfibios, causado por fatores multiplos
que incluem as mudancas climaticas (Kiesecker; Blaustein; Belden, 2001), fragmentacao e
modificacdo de habitats (Alford; Richards, 1999), introdu¢do de espécies invasoras (Murcia,
1995), poluicao (Verdade; Dixo; Curcio, 2010), e infecgdes patogé€nicas (Whitfield; Lip; Donnelly,
2016; Green et al., 2020; Carvalho; Becker; Toledo, 2017; Grant ef al., 2016; Springborn ef al.,
2022).

Os anfibios apresentam um conjunto de caracteristicas que confere a eles uma elevada
sensibilidade as alteragdes ambientais (Sumanasekara; Dissanayake; Seneviratne, 2015). Os ovos
dos anfibios ndo possuem uma camada protetora rigida (como uma casca ou envoltorio espesso),
mas se desenvolvem dentro de uma cépsula gelatinosa e semi-permeavel, a qual permite a
passagem de gases, agua, e alguns ions ou pequenas moléculas (Seymour, 1999; Lisboa et al.,
2023). A auséncia de um envoltério rigido, no entanto, pode torna-los potencialmente expostos a
variagdes do ambiente, como a temperatura e radiagdo ultravioleta (Résénen et al., 2003), a acidez
(Shu et al., 2015), ou a presenga de toxicantes na agua (Marquis et al., 2006). Por possuirem um
ciclo de vida bifasico, os anfibios dependem da dgua para a reprodugao e fertilizagcao dos seus ovos
(Pyke; White, 2022; Rastogi et al., 1983), e para o desenvolvimento dos estagios larvais (girinos
que portam branquias externas), até alcangarem a metamorfose e a fase adulta (terrestre ou semi-
aquatica) (Schoch, 2009). Dessa forma, ao representarem importantes exemplares da transi¢ao
evolutiva e de adaptacdes fisioldgicas entre o ambiente aquatico e o terrestre, os anfibios figuram
como promissores modelos laboratoriais para estudos ambientais (Johnson ef al., 2016; Langlois,
2021). Além disso, os adultos apresentam uma pele altamente delgada e vascularizada (Tattersall,
2007; Varga; Bui-Marinos; Katzenback, 2019), o que facilita a absor¢do de potenciais toxicantes
do meio externo, funcionando como uma importante rota toxicocinética para a entrada de
toxicantes, ou ainda o contato com patdgenos (Elkan, 1976; Lisboa et al., 2023; Schlenk; de
Almeida, 2023). Em conjunto, essas caracteristicas conferem aos anfibios uma alta sensibilidade
a eventuais alteragdes ambientais nos ecossistemas aqudticos e terrestres. Por essa razdo, os

anfibios vém se destacando como modelos relevantes de organismos bioindicadores para o
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monitoramento ambiental (Burkhart ez al., 2000; Stebbins; Cohen, 2021).

A busca por métodos de experimentacao animal que visem "reduzir, substituir e refinar" as
pesquisas cientificas é cada vez mais relevante, e os testes com modelos de vertebrados alternativos
configuram uma tendéncia expressiva no meio académico (Langlois, 2021). Dentre as multiplas
vantagens de se utilizar anfibios como modelos experimentais, o grande tamanho das desovas de
algumas espécies permite a realizacao de ensaios de embriotoxicidade nos estagios iniciais da vida,
reduzindo assim a dependéncia de testes com espécimes adultos sencientes. Além disso, avancos
recentes no desenvolvimento de culturas celulares e ensaios com genes reporteres in vitro também
podem fornecer novas ferramentas para os estudos ecotoxicologicos (Scholz et al., 2013; Houck
etal., 2021).

Na ultima década, a ecotoxicologia foi um ramo de estudo que apresentou grande
crescimento e representatividade entre as comunidades cientificas, devido a crescente demanda
mundial por projetos de prevencdo e andlises de risco, monitoramento de 4reas e populacdes
ameacadas, e para a solugdo de problemas e catastrofes ambientais (Vasseur, 2021). Nesse
contexto, apesar da ecotoxicologia de anfibios também vir se destacando entre as pesquisas (Proki¢
et al., 2025), uma nota sistematica publicada em 2021 (Langlois, 2021) apontou que os estudos
com anfibios abrangem aproximadamente apenas 10% da literatura priméria publicada em
pesquisas de toxicologia (excluindo-se a espécies de mamiferos). Essa porcentagem reduzia-se
ainda mais, alcan¢ando menos de 0,6% da literatura toxicoldgica, se também fossem considerados
os estudos com mamiferos (Langlois, 2021). Assim, apesar das multiplas vantagens acima
relatadas, os anfibios ainda representam um grupo bastante subestimado em estudos de
ecotoxicologia, especialmente se considerarmos espécies neotropicais (Ghose et al., 2014).

A atual literatura da ecotoxicologia dos anfibios vem empregando diversos biomarcadores
na avaliagdo do estado de saude dos organismos e do ecossistema. Por definicdo, o termo
“biomarcador” se refere as ferramentas utilizadas para evidenciar e mensurar uma resposta
bioldgica frente a exposi¢do de um organismo a algum toxicante (Lomartire et al., 2021), sendo
empregados em dareas da saude humana (Zizzo et al., 2025), mas também explorados nas
avaliacdes ambientais (Protopapa et al., 2025). Uma defini¢do proposta para a aplicagao dos
biomarcadores em estudos de monitoramento ambiental foi cunhada por McCarty and Munkittrick
(McCarty; Munkittrick, 1996), e esta considera que “um biomarcador ¢ uma variagdo induzida

antropogenicamente em componentes ou processos bioquimicos, fisiolégicos ou ecologicos,
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estruturas ou fungdes, que sao mensuraveis em uma amostra ou sistema bioldgico”.

Nos estudos com anfibios, diversos biomarcadores t€ém sido empregados para avaliar o
impacto e os riscos de diferentes contaminantes e estressores ambientais, incluindo medidas
individuais moleculares (Yin ef al., 2009; Benvindo-Souza ef al., 2020), bioquimicas (Venturino;
D’Angelo, 2005; dos Santos Carvalho et al., 2020; Arjonas et al., 2025), fisioldgicas (Rissoli et
al., 2016; Salla et al., 2016; Burraco et al., 2021), histopatologicas (Jayawardena et al., 2017a;
Jones-Costa et al., 2018; Alnoaimi; Dane; Sisman, 2021; Burraco et al., 2023; Tsukada et al.,
2023), e comportamentais (Denoél et al., 2012; Sievers et al., 2019; Motta et al., 2023). Devido
as multiplas mudangas corporais que ocorrem no percorrer do ciclo de vida de um anfibio, os
pesquisadores podem aplicar diferentes conjuntos de biomarcadores nos diferentes estagios de
desenvolvimento (desde a fase larval, a metamorfose, e a fase adulta). Dessa forma, pode-se avaliar
desde a fertilizagdo e desenvolvimento de embrides, aplicando-se testes de embriotoxicidade
(Cardoso-Vera et al., 2017; Salla et al., 2024), ao acompanhamento da metamorfose (empregando
ensaios de metamorfose) (Miyata; Ose, 2012; Vidal et al., 2021), ou até mesmo manter o enfoque
dos estudos sobre a fase adulta (Allran; Karasov, 2001; Orton et al., 2023), o que permite a
identificacdo de quais estagios podem ser mais suscetiveis aos diferentes xenobioticos. Embora
mais escassos, biomarcadores a nivel de populacdes (Willson ef al., 2012; Park; Lee; Do, 2025),
comunidades (Tornabene ef al., 2023) ou ecossistemas (Hook; Gallagher; Batley, 2014) também
podem ser empregados em estudos com um enfoque em niveis mais altos de organizacao biologica.

Entretanto, em razdo das numerosas lacunas de conhecimento ainda existentes acerca da
toxicologia dos anfibios, estudos recentes t€ém destacado a relevancia da identificacdo de novos
biomarcadores com potencial ecotoxicologico para esses organismos (Benvindo-Souza et al.,
2020; Tsukada et al., 2023). Nesse sentido, um 6rgao que possui um grande potencial como fonte
para multiplos biomarcadores ¢ a pele. O tecido cutineo dos anfibios possui algumas
caracteristicas que os tornam especialmente susceptiveis a potenciais toxicantes e alteragdes do
ambiente. Devido a pele dos anfibios ser um 6rgdo fisiologicamente relacionado as funcdes de
respiracdo e de osmorregulagdo, seu tecido cutdneo € considerado altamente permeével
(Uchiyama; Konno 2006), porém dotado de poucas proteinas transportadoras, quando comparados
a outros vertebrados mais derivados (Schlenk; de Almeida, 2023). Por essa razao, os processos de
absorcdo pela pele frequentemente dependem de processos de difusdo passiva, o que facilitaria a

entrada de moléculas pequenas ou com carater lipofilico, como por exemplo, os xenobioticos
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organicos (Schlenk; de Almeida, 2023). Além disso, a camada da derme dos anfibios ¢ comumente
composta por um estrato esponjoso altamente glandular e vascularizado (de Brito-Gitirana;
Azevedo, 2005; Demori et al., 2019; Lombardo et al., 2024), o que, hipoteticamente, também
facilitaria o transporte de eventuais toxicantes que fossem capazes de vencer as barreiras iniciais
da epiderme. Dessa forma, o conjunto dessas caracteristicas torna a pele dos anfibios uma relevante
e potencial rota toxicocinética para a entrada e absor¢ao de substancias toxicas do ambiente (Mann;
Bidwell; Tyler, 2003; Schlenk; de Almeida, 2023). No entanto, os estudos ecotoxicoldgicos que
aplicaram diferentes biomarcadores cutdneos em estudos com anfibios ainda se encontram bastante
dispersos na literatura, o que pode dificultar uma compreensdo integrada do seu potencial, bem
como das suas possiveis limitagoes.

Diante dos multiplos impactos antropogénicos e do alarmante declinio mundial das
populagdes de anfibios (Scheele et al., 2019; Hussain ef al., 2012), aliado a crescente necessidade
de se elucidar as lacunas ecotoxicoldgicas existentes, a presente dissertacdo de mestrado buscou
avaliar o direcionamento e a producdo cientificas disponivel, dispondo dos anfibios como
bioindicadores, com énfase na pele como um relevante “orgdo-fonte” para a identificagdo e
padronizagdo de biomarcadores de aplicacdo toxicoldgica. Para tanto, foi realizado um
levantamento bibliografico sistematico da literatura cientifica indexada, utilizando multiplas bases
de dados, concernente aos anos de 1900 a 2024, identificando-se parametros de andlise descritiva
e cientométrica.

O presente trabalho justifica-se devido a alarmante degradacdo ambiental antropica nos
ecossistemas aquaticos e terrestres, € o consequente declinio das populagdes de anfibios pelo
mundo. Nesse contexto, os biomarcadores cutdneos de aplicacdo toxicologica representam
ferramentas sensiveis e precoces para o monitoramento dos efeitos dos mais variados poluentes
sobre os anfibios. Portanto, a revisao bibliografica sistematica apresentada na presente dissertacao
de mestrado torna-se essencial para consolidar o conhecimento existente, identificar lacunas
metodologicas, avaliar a aplicabilidade desses biomarcadores em diferentes contextos ecoldgicos
e toxicologicos, além de propor ideias e diregdes para pesquisas futuras.

Como hipdtese inicial, partimos do pressuposto de que as buscas bibliograficas resultariam
em uma grande quantidade de artigos cientificos com enfoque em conceitos gerais e aplicados
sobre a pele dos anfibios, com uma alta representatividade de pesquisas realizadas em paises com

alta producdo cientifica, e uma provavel maior concentragdao de estudos realizados com espécies



19

modelos, quando comparados a estudos com espécies neotropicais de anfibios. Ademais, também
esperavamos que a aplicacao de biomarcadores de origem cutanea em estudos ecotoxicologicos
com anfibios seria relativamente escassa.

Para fins de organizagdo textual, esta dissertacdo foi estruturada em: 1) Introducao Geral e
Objetivos; 2) Capitulo composto por um artigo de revisdo literaria sistematica composto pela
secoes: Resumo, Introducdo, Materiais ¢ Métodos, Resultados e Discussao (abordando a
distribuicdo cronoldgica e geografica, a distribuicdo das espécies, o sexo, o estidgio de
desenvolvimento dos animais, a regido corporal de coleta, a via de exposi¢ao, o tempo dos ensaios,
a identificacdo dos toxicantes e o tipo de biomarcador) e Conclusao. 3) Consideragdes Finais da
Disserta¢do e Referéncias Gerais da Dissertagdo. Todos os topicos foram apresentados de forma

sistematizada.

2. OBJETIVO

Esta dissertacdo de mestrado tem o objetivo de investigar, reunir, e organizar de forma
sistematica as informacdes bibliograficas acerca das propriedades e aplicagdes da pele de anfibios

como um potencial “orgdo-fonte” para multiplos biomarcadores de aplicagao ecotoxicologica.

2.1. Objetivos Especificos:

- Reunir e organizar, de forma descritiva, o conhecimento existente acerca da
anatomia e funcdo da pele dos anfibios;

- Realizar um levantamento bibliografico sistematico de artigos cientificos
indexados sobre a aplicagdo de potenciais biomarcadores cutaneos em estudos
ecotoxicologicos, publicados no periodo de 1900-2024;

- Reunir e organizar, de forma descritiva e cientométrica, as potenciais aplicagdes de
biomarcadores cutaneos em diferentes contextos ecotoxicologicos;

- Reunir, organizar, e discutir de forma critica os pardmetros bibliométricos
resultantes da busca sistematica dos artigos cientificos ecotoxicologicos (ex: ano
de publicagdo, distribuicdo geografica dos estudos, espécies mais utilizadas,

principais classes de contaminantes avaliados etc.);
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- Identificar possiveis limitagdes (ex: metodologicas) e lacunas de conhecimento;

- Propor ideias e dire¢des para pesquisas futuras.
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RESUMO

A pele dos anfibios ¢ uma estrutura multifuncional essencial para a homeostase, atuando
simultaneamente como barreira protetora, e como 6rgao responsavel pela respiragdo cutanea e pela
osmorregulagdo. Devido a presenga de uma epiderme fina e vascularizada, a estrutura cutanea dos
anfibios pode ser altamente suscetivel a penetracdo de xenobioticos, o que torna esses organismos
modelos bastante sensiveis as alteragdes ambientais, mas também, excelentes bioindicadores para
estudos ecotoxicologicos. No entanto, a aplicagdo de analises cutdneas como biomarcadores em
estudos com anfibios ainda ¢ um tema relativamente sub-representado na toxicologia. Além disso,
os dados relacionados a esses biomarcadores ainda se encontram dispersos na literatura, o que
dificulta sua consolidacao e reduz a visibilidade do tema na area. Assim, este estudo realizou uma
revisdo bibliografica sistematica, considerando um recorte cronoldgico que contemplou o periodo
de 1900-2024, utilizando como base para as buscas dos artigos as seguintes ferramentas

académicas: Google Scholar, PubMed, ScienceDirect, Scopus € Web of Science. A triagem dos
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artigos resultou em um total de 54 artigos cientificos que aplicaram biomarcadores cutaneos em
estudos ecotoxicologicos com anfibios. Ao compilar os dados dos artigos, observou-se uma
predominancia de pesquisas realizadas na Europa (n = 25) e América Latina (n = 9), com um pico
cronologico de publicagdes destacado em 2016. Os estudos com anuros (n= 50) sendo adultos (n=
34), predominaram em comparacdo a outras ordens taxonOmicas e demais estagios de
desenvolvimento, com um destaque especial para o género Pelophylax sp. Ao reunir as
informagdes sobre os ensaios experimentais, verificou-se uma maior relevancia das vias de
exposicao direta com tempos de duragdo predominantemente agudos. Os principais biomarcadores
abordados foram os fisiologicos e os histoldgicos, e as classes de contaminantes mais estudadas
foram os inseticidas, metais e os herbicidas. As principais limitagdes identificadas incluiram
variagdes metodologicas, a auséncia de informagdo sobre o sexo dos animais e sobre as regides
anatOmicas cutaneas analisadas. Nossos achados reforcam a necessidade de protocolos
padronizados e de pesquisas de longo prazo para aprimorar o uso da pele de anfibios em programas

de monitoramento ambiental.

Palavras-chave: Anuros; Pele; Bioindicadores; Ecotoxicologia; Contaminantes.
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ABSTRACT

The skin of amphibians is a multifunctional structure essential for homeostasis, acting
simultaneously as a protective barrier and as an organ responsible for cutaneous respiration and
osmoregulation. Due to the presence of a thin and vascularized epidermis, the cutaneous structure
of amphibians can be highly susceptible to the penetration of xenobiotics, which makes these
organisms highly sensitive models for environmental changes, but also excellent bioindicators for
ecotoxicological studies. However, the application of skin analyses as biomarkers in studies with
amphibians is still a relatively underrepresented topic in toxicology. Furthermore, data related to
these biomarkers remain scattered throughout the literature, which hinders their consolidation and
reduces the visibility of the topic in the field. Thus, this study conducted a systematic literature
review covering the period from 1900 to 2024, using the following academic databases as search
sources: Google Scholar, PubMed, ScienceDirect, Scopus, and Web of Science. The screening of
the articles resulted in a total of 54 scientific papers that applied cutaneous biomarkers in
ecotoxicological studies with amphibians. Upon compiling the data from these articles, a
predominance of research conducted in Europe (n = 25) and Latin America (n = 9) was observed,
with a chronological publication peak in 2016. Studies involving anurans (n = 50), mostly adults
(n = 34), predominated compared to other taxonomic orders and developmental stages, with a
particular emphasis on the genus Pelophylax sp. When gathering information on the experimental
assays, greater relevance was found for direct exposure routes with predominantly acute durations.
The main biomarkers addressed were physiological and histological, and the most frequently
studied contaminant classes were insecticides, metals, and herbicides. The main limitations
identified included methodological variations, the absence of information regarding the sex of the
animals, and the anatomical skin regions analyzed. Our findings reinforce the need for
standardized protocols and long-term studies to enhance the use of amphibian skin in

environmental monitoring programs.

Keywords: Anurans; Skin; Bioindicators; Ecotoxicology; Contaminants.
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3.1. INTRODUCAO

Ao final do periodo Devoniano, os anfibios originados do grupo Lissamphibia
(nomenclatura de origem grega: “/iss” = liso) foram os primeiros tetrapodes oriundos de ambientes
aquaticos a desenvolverem adaptacgdes na transi¢ao evolutiva para a vida terrestre (Bray; Lawson,
1985; Kemp, 2021). Em termos de caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, essas adaptagdes
foram multifacetadas e refletiram a necessidade de enfrentar uma nova gama de habitats e
condigdes ambientais (Alibardi, 2003; Akat Comden; Yenmis; Cakir, 2023). Neste novo cenario,
os anfibios também ficaram expostos a novos desafios ambientais, incluindo predadores,
patologias, variagdes ambientais e climaticas (Akat Comden; Yenmis; Cakir, 2023). No entanto,
na era atual do Antropoceno, estes desafios foram exacerbados pela agdo antropogénica (Dudgeon,
2019). A contaminagdo dos ambientes aquaticos (Carey; Bryant, 1995; Kumar, 2023), a introducao
e disseminagdo de patdégenos (Fisher; Pasmans; Martel, 2021), e a fragmentagdo dos hébitats (Tan;
Herrel; Rodder, 2023) vém impactando as populagdes naturais, culminando em um alarmante
declinio dos anfibios pelo mundo (Luedtke et al., 2023; Toledo et al., 2023). Neste sentido, a
complexidade dos anfibios faz com que estes organismos sejam considerados 6timos modelos
experimentais, ndo apenas para o estudo evolutivo das adaptacdes e ajustes fisioldgicos na
transicao dos vertebrados entre o meio aquatico e o terrestre (Akat Cémden; Yenmis; Cakir, 2023),
mas também para o monitoramento das alteragdes ambientais (Venturino et al., 2003;
Sumanasekara; Dissanayake; Seneviratne, 2015).

Em um contexto ecotoxicologico, os anfibios vém se destacando como excelentes modelos
de organismos bioindicadores (Burkhart et al., 2000; Stebbins; Cohen, 2021), devido a um
conjunto de caracteristicas que conferem a eles uma alta sensibilidade e rdpida resposta a
potenciais estressores ou alteracdes do ambiente (Sumanasekara; Dissanayake; Seneviratne,
2015). Dotados de um ciclo de vida bifasico (Schoch, 2009), muitos anfibios modernos ainda
apresentam grande dependéncia da dgua para a fertilizagdo dos ovos (Pyke; White, 2022; Rastogi
etal., 1983), bem como para o desenvolvimento dos estagios larvais (Schoch, 2009), com posterior
conquista do meio terrestre durante o estagio adulto (Schoch, 2009). Dessa forma, os diferentes
estagios de desenvolvimento de um anfibio podem ser expostos a uma vasta gama de estressores

em ambos os compartimentos ambientais (agua e terra).
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Durante o desenvolvimento larval, os anuros (ex: sapos, pererecas € ras) € gimnofionas
(cecilias) passam por transformagdes dramadticas que englobam desde a finalizagdo do saco
vitelinico (ainda presente logo apds a eclosdo), a primeira metamorfose, onde se destaca a
substitui¢do das branquias externas por branquias internas (Fritzsch, 1990). Na segunda etapa da
metamorfose, com o fechamento da fenda branquial, perdem-se as branquias internas, o que
coincide com a transi¢cao para o meio terrestre (Fritzsch, 1990). As salamandras, por sua vez,
apresentam uma Unica metamorfose, sendo a perda das branquias externas e a mudancga de habitat
simultaneas (Bonett; Steffen; Robison, 2014). Nesse periodo, as branquias dos anfibios podem
atuar como uma das principais rotas de absor¢do para eventuais toxicantes do ambiente aquatico
(Schlenk; de Almeida, 2023).

Durante o processo de reorganizacdo metamorfica, a pele € um dos 6rgdos que mais passa
por modificagdes e adaptagdes a fase adulta dos anfibios (Akat Comden; Yenmis; Cakir, 2023).
Para enfrentar os desafios da desidratacdo no meio terrestre (Takei, 2015), a pele dos girinos,
relativamente delgada, passa por extensas transformagdes, tendo a sua camada mais superficial
remodelada e substituida por uma nova epiderme glandular (de Brito-Gitirana; Azevedo, 2005;
Demori et al., 2019; Lombardo et al., 2024) e multiestratificada na fase adulta (Yoshizato, 1992).
Apesar dessa nova organizacdo epitelial garantir aos anfibios um estrato moderadamente
queratinizado e rigido (Yoshizato, 1992), sua pele ainda ¢ considerada relativamente delgada
quando comparada aos demais vertebrados terrestres (Alibardi, 2003), o que, hipoteticamente,
também poderia facilitar a entrada de eventuais compostos toxicos do ambiente. Além disso, por
estar diretamente atrelado as funcdes de respiracdo e osmorregulagdo, o epitélio dos anfibios ¢
considerado altamente permeéavel (Uchiyama; Konno 2006), porém dotado de poucas proteinas
transportadoras, quando comparado aos de outros vertebrados terrestres (Schlenk; de Almeida,
2023). Dessa forma, os processos de absor¢ao pela pele dependem principalmente de mecanismos
de difusdo passiva, o que poderia facilitar a entrada de moléculas pequenas ou com carater
lipofilico, como por exemplo, os xenobidticos organicos (Schlenk; de Almeida, 2023). Em suma,
o conjunto dessas caracteristicas confere a pele dos anfibios um papel central no estudo da
toxicocinética, representando uma das principais rotas de entrada e absorcao de substancias toxicas
do ambiente (Mann; Bidwell; Tyler, 2003; Schlenk; de Almeida, 2023; Mingo; Foudoulakis;
Wheeler, 2024), e atuando como um potencial de multiplos biomarcadores para os estudos de

ecotoxicologia (Barriga-Vallejo ef al., 2017). No entanto, os estudos com anfibios que utilizam
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biomarcadores cutaneos ainda se encontram dispersos na literatura, o que pode dificultar uma
compreensao integrada do seu potencial, bem como das suas possiveis limitacdes. Diante disso, o
presente estudo teve como propdsito abordar a pele como um o6rgdo altamente funcional e
responsivo, visando reunir e organizar o conhecimento cientifico sobre o seu potencial em fornecer
biomarcadores em estudos com anfibios.

Os biomarcadores sao conceitualmente definidos como: “Variagdes induzidas
antropogenicamente em componentes ou processos bioquimicos, fisioldgicos ou ecologicos,
estruturas ou fungdes, os quais sdo mensuraveis em uma amostra ou sistema biologico” (McCarty;
Munkittrick, 1996; lyiola ef al., 2024). Além do uso médico na investigacdo epidemiologica, € em
prognosticos de doencas (Mayeux, 2004), também sdo utilizados no monitoramento ambiental,
avaliando as respostas e os efeitos de diversos contaminantes, por meio de testes e ensaios
ecotoxicologicos (Lam, 2009). Em estudos com anfibios, algumas andalises cutdneas vém sendo
aplicadas como biomarcadores para avaliar o impacto de diferentes contaminantes e estressores
ambientais (Lopes et al., 2023; Tornabene et al., 2021). Dentre os exemplos, destacam-se os
estudos nos quais amostras cutaneas foram utilizadas como base para avaliar uma série de
respostas morfoldgicas (Méndez et al, 2016; Jayawardena et al., 2017b), bioquimicas (Simoncelli
et al., 2015; Proki¢ et al., 2016a), histologicas (Lopez-Florez; Ruiz; Gémez-Ramirez, 2023;
Medkova et al., 2023), imunoldgicas (Varga; Bui-Marinos; Katzenback, 2019) e fisioldgicas
(Bellantuono; Cassano; Lippe, 2014; Mingo; Foudoulakis; Wheeler, 2024), frente a exposicao a
diferentes toxicantes ambientais.

Apesar da ecotoxicologia de anfibios vir se destacando entre os topicos de estudo na
Herpetologia (Prokic et al., 2025), os anfibios ainda representam um grupo bastante subestimado
e sub-representado como organismos modelos, quando comparado a outros vertebrados,
integrando atualmente apenas 10% da literatura publicada em pesquisas de toxicologia (Langlois,
2021). Além disso, estudos recentes de revisao vém destacando a existéncia de muitas limitagdes
na literatura cientifica acerca dos anfibios, especialmente quanto a padroniza¢do de processos
metodologicos e experimentais na toxicologia (Tsukada et al., 2023), e a escassez de estudos com
espécies de anfibios neotropicais (Ghose et al., 2014).

A luz dessas consideragdes, o presente trabalho se justifica pela vasta degradacio ambiental
antropica nos ecossistemas aquaticos e terrestres, e o consequente declinio das populacdes de

anfibios pelo mundo (Scheele ef al., 2019; Hussain et al., 2012), o que reforca a crescente
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necessidade de se elucidar as multiplas lacunas ecotoxicoldgicas ainda existentes nos estudos com
anfibios. Nesse sentido, o presente artigo objetivou avaliar o direcionamento e a producao
cientificas disponiveis, dispondo dos anfibios como bioindicadores, com énfase na pele como um
relevante “Orgdo-fonte” para a identificagdo e padronizacdo de biomarcadores de aplicacio
toxicoldgica. Para tanto, foi realizado um levantamento bibliografico sistematico da literatura
cientifica indexada, utilizando multiplas bases de dados, concernente aos anos de 1900 a 2024,
identificando-se parametros de andlise descritiva e cientométrica.

Como hipotese, partimos do pressuposto de que as buscas bibliograficas resultariam em
uma grande quantidade de artigos cientificos com enfoque em conceitos mais gerais e aplicados
sobre a pele dos anfibios (ex: fisiologia e biologia funcional da pele), com uma alta
representatividade de pesquisas realizadas em paises com elevada producdo cientifica, ¢ uma
provavel maior concentragao de estudos realizados com espécies modelos, quando comparados a
estudos com espécies neotropicais de anfibios. Por outro lado, esperava-se que a aplicacao de
biomarcadores especificamente cutaneos seria relativamente escassa em estudos ecotoxicoldgicos
com anfibios, e que a maioria dos estudos estaria apenas utilizando a pele como uma possivel rota
de entrada para os toxicantes (sem analisar biomarcadores).

A revisdo bibliografica sistematica apresentada neste artigo torna-se essencial para
consolidar o conhecimento existente, identificar lacunas metodologicas, avaliar a aplicabilidade
desses biomarcadores em diferentes contextos ecologicos e toxicoldgicos, além de estimular novas
producdes académicas e diregdes para pesquisas futuras. Ao compilar o conhecimento acerca dos
biomarcadores cutdneos em estudos ecotoxicologicos com anfibios, espera-se contribuir com 0
aprimoramento das estratégias de biomonitoramento ambiental e com a conservagdo das espécies

e de seus habitats.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Critérios para a sistematizacdo das buscas dos artigos cientificos sobre a pele dos

anfibios

Para a realizacdo da busca dos estudos cientificos (indexados e revisados por pares), as

seguintes bases de dados foram utilizadas: Google Scholar, Scopus, Web of Science, PubMed e
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ScienceDirect. A combinacao de palavras chaves aplicadas a busca foi composta dos seguintes
termos (considerando suas variagdes no singular/plural, e traduzidos para a lingua inglesa):
“amphibian” OU “amphibia” OU “frog” OU “anuran” OU “toad”, E “skin” OU “cutaneous” OU
“dermal” OU “dermis” OU “epithelium” OU “epithelial” OU “epidermis”, E “pesticide” OU
“agrochemicals” OU “insecticides” OU “fungicides” OU “pharmaceuticals” OU “effluents”, OU
“metals”, OU “microplastics”, OU “healthcare products”, OU “endocrine disruptors” OU
“nanomaterials” OU “pollution” OU “toxicant” OU “contaminant”. O periodo cronologico
estabelecido para as buscas foi definido para desde 1900 a 2024.

Uma vez finalizadas as buscas, os artigos selecionados foram filtrados e classificados
quanto a elegibilidade, mantendo-se apenas os estudos cujos temas estavam relacionados a pele
dos anfibios e ao seu uso como uma fonte de biomarcadores. Os critérios de exclusdo abrangeram
artigos escritos em idiomas diferentes do inglés, arquivos duplicados, artigos sem Identificador de
Objeto Digital (DOI), teses e dissertagao e relatdrios técnicos, protocolos ndo publicados, literatura
cinzenta, e demais estudos que ndo atendiam aos objetivos da pesquisa. Além disso, quaisquer
artigos adicionais citados dentro dos estudos selecionados e que atendessem aos critérios

estabelecidos também foram incluidos na analise (Figura 1).
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Figura 1 — Imagem representativa da busca e triagem sistematica dos estudos sobre a pele de anfibio como fonte de
biomarcadores.

Base de dados utilizadas

Levantamento de artigos realizada no Google
Scholar, PubMed, Science Direct, Web of
Science e Scopus;

Identificacao

Palavras-chaves: “Amphibian® ou *“Frog* ou
“Skin” ou “Epithelium” ou "Metals" ou ...

n= 965 artigos;

Triagem

Resumos excluidos (n= 527)
Resumos rastreados para elegibilidade (n= 438);

@
3
‘ Elegibilidade
s

Artigos completos avaliados (n= 438)
Artigos completos excluidos (n= 384);

Resultados

Artigos completos avaliados com elegibilidade ‘
(n=54),

Fonte: Autoria propria (2026)

E importante salientar que os artigos cujo foco centrava sobre o microbioma cutineo dos
anfibios e sobre os fatores que podem altera-lo ja foram extensivamente estudados e sintetizados
por alguns autores em outras revisdes de literatura bastante robustas sobre esse tema (Lima ef al.,
2022; Gongalves; Almeida, 2023; Handy et al., 2023). De modo semelhante, os artigos cientificos
acerca de peptideos cutaneos de anfibios também j& foram abordados em outros estudos (Xu; Lai,
2015; Demori et al., 2019; Indriani et al., 2023). Dessa forma, apesar de sua grande relevancia
como potenciais biomarcadores cutaneos em estudos ecotoxicoldgicos, optou-se por ndo incluir os
estudos com enfoque em microbioma ou peptideos cutaneos na presente revisao de literatura, para
que ndo haja repeticdo de informagdes ja sintetizadas por outros autores. Adicionalmente, os
estudos nos quais os toxicantes foram apenas bioacumulados no tecido cutineo também foram

excluidos, visto que o enfoque da pesquisa nao configurava a aplicacdo de um biomarcador.
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ApOs a etapa de filtragem dos artigos, o contetido foi resumido, apresentado e discutido de
forma descritiva, ¢ o conteudo cientométrico foi classificado considerando-se os seguintes
parametros: distribuicdo geografica e cronologica das publicagdes (ano de publicacdo), revista
cientifica, classe e espécie de anfibio utilizada como organismo experimental, sexo do animal,
tempo de exposi¢ao, tipo e classe do toxicante, e tipo do biomarcador. As ilustracdes graficas e o
mapa de distribui¢cdo global dos estudos foram desenvolvidos no software Excel e no site Canva,
para melhor visualizagao das analises.

A categorizagdo dos dados para as andlises cientométricas seguiu uma série de
predefini¢des, as quais serdo apresentadas a seguir. A origem geografica dos artigos foi
determinada pela informagdo de filiacdo do autor correspondente. Os nomes das espécies foram
confirmados segundo as atualiza¢des taxondmicas vigentes (Frost, 2025), e as espécies foram
agrupadas taxonomicamente em gé€nero e ordem. Para os estagios de desenvolvimento foram
consideradas trés categorias: embrides (desde o ovo fertilizado até a eclosdo), girinos (das larvas
recém eclodidas ao estdgio larval pré-metamorfico), e adultos (que incluiu os estagios juvenis poOs-
metamorfose e adultos). As informagdes sobre o sexo foram categorizadas em: “apenas machos”,
“apenas fémeas”, “machos e fémeas”, ou “sexo ndo identificado” (nos casos em que o estudo nao
informou o sexo). Os toxicantes testados nos artigos foram classificados (EPA, 2025) em 8§
categorias: fungicidas, herbicidas, inseticidas, metais, farmacos, radiagdes, quimicos industriais, e
misturas ambientais (amostras ambientais contendo uma mistura de toxicantes, determinados ou
nao-determinados). Os biomarcadores foram didaticamente e funcionalmente agrupados nas
seguintes categorias: histologico, morfolégico, bioquimico, fisioldégico e molecular. As fontes das
amostras de tecido cutaneo utilizadas nos estudos foram categorizadas entre as seguintes regioes
anatomicas: “dorsal”, “ventral”, “caudal”, “cultura celular” ou “regido ndo especificada”. As vias
de exposicao foram categorizadas nos seguintes agrupamentos: exposicao aquatica, exposicao
terrestre, exposi¢ao direta (cutanea) ou exposi¢do oral. E o tempo de exposicdo foi categorizado
considerando as seguintes subdivisdes: exposicao aguda (até 96 horas), exposi¢ao subcronica (até
21 dias), e exposi¢ao cronica (acima de 21 dias) (EPA, 1975; Herkovits; Pérez-Coll, 2003; OECD,
2009; 2015). E importante salientar que a literatura sobre toxicologia geral apresenta definicdes
conceituais consistentes para as categorias de tempo de exposi¢do (agudo = curto, subcronico =
intermediario, cronico = longo/ estagio de vida) (EPA- IRIS, 2025), a duracdo de tempo para cada

uma dessas categorias pode variar de acordo com o ciclo de vida das diferentes espécies ou grupos
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taxonomicos empregados nos ensaios experimentais. No caso especificamente dos anfibios,
embora ndo exista uma padroniza¢ao oficial Unica para essas categorias, as comunidades
cientificas da toxicologia de anfibios utilizam como base diretrizes regulatérias da EPA
(Environmental Protection Agency) (EPA, 1975), além de guias padronizados da ASTM
(American Society for Testing and Materials) como o AMPHITOX (Herkovits; Pérez-Coll, 2003),
ou da OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) como o “Teste 231:
AMA” (Amphibian Metamorphosis Assay) (OECD, 2009) ou o “Teste 241: LAGDA” (Larval
Amphibian Growth and Development Assay) (OECD, 2015). Apdés a analise dos dados

cientométricos, foi feita uma discussao comparativa e critica acerca das tendéncias observadas.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Breve caracterizacao da pele dos anfibios - estrutura e func¢ao

O processo completo de triagem dos artigos da busca sistematica trouxe uma visao bastante
ampla sobre o tecido cutaneo dos anfibios e sobre as possiveis aplica¢des desse 6rgao tio relevante
em estudos de diversas areas de conhecimento. Neste subtopico, serd apresentada uma breve
conceituagao teorica acerca da pele dos anfibios, a fim de fomentar uma melhor compreensdo das
analises cientométricas que serdo descritas posteriormente. Os anfibios foram os primeiros
tetrapodes vivos a conquistarem o ambiente terrestre na historia evolutiva e, por isso, levam
consigo diversas caracteristicas biologicas que refletem essa transi¢do entre o meio aquatico € o
terrestre (Akat ef al., 2022). Apesar de algumas excecdes, a maioria dos anfibios sdo dotados de
um ciclo de vida bifasico, e passam por uma complexa etapa de metamorfose, a qual ¢
caracterizada por diversas transformagoes corporeas (Takei, 2015). Durante esse periodo, a pele ¢
um dos 0rgdos que mais passa por modificagdes e adaptacdes a transicdo para a fase adulta dos
anfibios (Akat Comden; Yenmis; Cakir, 2023) e, por isso, representa um 6rgao-chave para o estudo
das respostas adaptativas e ajustes fisioldgicos em resposta as variagdes ambientais.

Os anfibios apresentam um sistema respiratorio muito versatil, podendo utilizar a propria
pele para realizar trocas gasosas com o ambiente, além das branquias (nos estagios larvais), e dos
pulmdes (no estdgio adulto) (Husayn, 2025). A predomindncia por alguma dessas rotas

respiratorias pode variar entre as espécies, entre as fases de desenvolvimento, e em resposta as
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condi¢des ambientais (Gargaglioni; Milson, 2007). Nos estagios iniciais de desenvolvimento, os
girinos empregam uma combinacdo das branquias e da pele para realizarem a respiracao,
predominando a respiragdo branquial nas fases finais da metamorfose (Burggren; West, 1982), e
em seguida, priorizando o sistema pulmonar como principal via de respiracdo nos adultos
(Tattersall, 2007; Husayn, 2025). Entretanto, em condi¢des de baixa disponibilidade de oxigénio
ou durante a hibernagdo e estivagdo, a ventilagdo pulmonar ¢ reduzida nos anfibios adultos, ¢ a
respiragdo cutdnea passa a ser predominante (Tattersall, 2007; Phillips ef al., 2024). Para algumas
espécies de anfibios muito pequenos, quando os pulmdes possuem uma rede vascular pouco
desenvolvida, a respiracdo cutanea ¢ priorizada (Carrasco-Medina et al., 2024). Em resposta ao
processo de miniaturizagdo, essas espécies passam por algumas adaptacdes cutaneas, aumentando
a vascularizagdo através da penetragdo de capilares na epiderme a partir de uma fina camada de
células do estrato corneo, para otimizar a eficiéncia das trocas gasosas (Noble, 1925; Tattersall,
2007).

A pele dos anfibios possui algumas especificidades quanto a estrutura celular e tecidual, as
quais sdo essenciais para garantir a respiracao cutanea (Akat Comden; Yenmis; Cakir, 2023).
Durante a fase larval, os girinos sdo dependentes do meio aquatico, € a sua pele, inicialmente
delgada, deve passar por extensas transformagdes para poder enfrentar os desafios da desidratagao
no meio terrestre (Takei, 2015). Nessa etapa, a estrutura histoldgica da pele dos girinos € composta
de uma fina camada de células queratinizadas, a qual serd remodelada e substituida por uma nova
epiderme multiestratificada (de Brito-Gitirana; Azevedo, 2005; Demori et al., 2019; Lombardo et
al., 2024) e glandular na fase adulta (Yoshizato, 1992). A estrutura da epiderme ¢ composta
basicamente de 3 camadas: o estrato cérneo (mais superficial), o estrato espinhoso (camada
central), e o estrato germinativo (camada mais basal) (Duellman; Trueb, 1994). Essa epiderme
relativamente delgada e dotada de uma tinica camada cornea viabiliza aos anfibios a respiracao
cutinea, facilitando as trocas gasosas com o ambiente (Alibardi, 2010).

Logo abaixo da epiderme se encontra a derme, a qual € composta por um estrato esponjoso
superior (derme esponjosa) constituido de tecido conjuntivo frouxo e dotado de multiplas
glandulas (de Brito-Gitirana; Azevedo, 2005; Demori ef al., 2019; Lombardo et al., 2024), uma
camada compacta (derme compacta) composta de feixes coldgenos e dotada de vasos sanguineos
(Azevedo; Jesus Santana; de Brito-Gitirana, 2006; Den¢fle; Zhu; Lechaire, 1993), e uma camada

hipodérmica que atua como interface entre a derme e o tecido muscular subjacente (Moreno-
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Gomez, et al., 2014). O conjunto dessas caracteristicas diminui a distancia para a difusao dos gases
respiratorios, os quais se difundem do ambiente até a area vascularizada da pele (Tattersall, 2007,
Van Milligen et al., 2005). No entanto, essas mesmas caracteristicas que facilitam a respiragao
cutanea também podem torna-los mais susceptiveis a perda de agua para o ambiente (Tattersall,
2007), ou a eventuais estressores e toxicantes do meio da liberagdao de fluido aquoso conforme a
variacao de temperatura no ambiente (Schlenk; de Almeida, 2023).

As glandulas mucosas exocrinas presentes na derme dos anfibios possuem grande
importancia para a manutencdo da umidade das células epiteliais e dos fluidos cutdneos (Pough;
Janis; Heiser, 2008; Larsen; Ramlov, 2013). Em parametros histologicos, essas glandulas possuem
um formato semelhante a um saco cercado por células secretoras que liberam uma substancia
granular composta por glicoproteinas conjugadas (Holmes; Balls, 1978; Faszewski; Kaltenbach,
1995; Brunetti et al., 2016; Gammill; Fites; Rollins-Smith, 2012). As glandulas mucosas se
encontram distribuidas em proporc¢des variadas em diferentes regides da pele (ex: pele dorsal e
pele ventral), sendo o muco liberado durante a movimentacdao do animal (Moreno-Goémez, et al.,
2014; Faszewski; Kaltenbach, 1995; Thomas; Tsang; Licht, 1993; Erspamer; Melchiorri, 1973),
ou a partir de estimulos especificos que promovem a contracdo das células mioepiteliais do
musculo liso presente no tecido cutdneo (Holmes; Balls, 1978; Brunetti ef al., 2016; Gammill,
Fites; Rollins-Smith, 2012).

O tecido cutaneo dos anfibios também possui um papel central na osmorregulacao e no
equilibrio hidroeletrolitico (Larsen, 2021). Esses processos sdo especialmente relevantes para os
anfibios devido a sua pele altamente permeével e ao fato de que habitam ambientes variados,
superando diversos desafios osmorregulatérios (Shoemaker; Nagy, 1977; Suzuki et al., 2007). A
osmorregulacdo ¢ o processo fisiologico no qual o organismo realiza o controle da agua e de
solutos no corpo para manter a homeostase (Hillyard ef al., 2008; Larsen et al., 2014). Esse
processo de balango hidrico ¢ realizado por canais e bombas idnicas da epiderme (como as
aquaporinas e as bombas de Na*/K*-ATPase) (Suzuki ef al., 2007), os quais criam um gradiente
osmotico para favorecer a entrada ou saida de dgua, evitando assim a desidratacdo em ambientes
terrestres, ou o excesso de absor¢do em ambientes aquaticos (Suzuki et al., 2007). Para muitas
espécies de anuros de habitos terrestres (Hillyard et al., 2008), o assoalho pélvico ¢ ainda mais

especializado, com numerosas glandulas mucosas, aquaporinas e uma alta vascularizacdo
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(Lemenager et al., 2022), o que complementarmente otimiza a absor¢ao de agua (Suzuki et al.,
2007; Briihl et al., 2013).

Como parte dos processos osmorregulatorio, a pele também pode auxiliar nos processos de
excrecao (Bellantuono; Cassano; Lippe, 2014). Os anfibios que habitam em areas de agua doce
sdo hiperosmoticos em relacdo ao meio circundante e, portanto, tendem a absorver agua do
ambiente como consequéncia da osmose (Hillyard et al., 2008). Para equilibrar essa constante
tendéncia de entrada da agua no corpo, esses animais acabam produzindo grandes quantidades de
urina diluida, porém, ainda perdem muitos ions nesse processo (Hillyard et al., 2008). Entdo, para
compensar esse déficit, a pele também atua como um 06rgdo auxiliar de excre¢do idnica nos
anfibios, translocando ions do meio externo para dentro do corpo (Bellantuono; Cassano; Lippe,
2014).

Embora a pele dos anfibios seja considerada altamente permeavel, seu epitélio
transportador possui propriedades seletivas que possibilitam a entrada de sédio pela superficie
externa, enquanto a interna seleciona o potassio (Koefoed-Johnsen; Valborg; Ussing, 1958),
permitindo a absor¢do de ions essenciais € a eliminagdo de ions que estiverem em excesso no
organismo (Larsen, 2021). A dieta da maioria dos anfibios é composta principalmente de insetos,
variando conforme suas necessidades fisiologicas e comportamentais (Solé; Rodder, 2010). Dessa
forma, embora os anfibios apresentem um consumo geralmente rico em nitrogénio, porém baixo
em eletrolitos, o transporte i6nico também podera contribuir para garantir a manutencao dos ions
essenciais no corpo (Solé; Rodder, 2010). Além disso, o transporte i0nico através da pele também
¢ fundamental para o funcionamento enzimatico e metabdlico do corpo, promovendo o transporte
ativo de H* e HCOs™ para regular o pH corporal e a homeostase acido-basica (Ehrenfeld; Klein,
1997).

Os anfibios sdo animais ectotérmicos (dependem das condi¢cdes ambientais para a sua
termorregulagdo) (Ortega; Ganci; Rivas, 2023). Logo, o comportamento termorregulatério dos
anfibios envolve estratégias como a busca por micro-habitats adequados para promover os ajustes
térmicos do corpo (Tracy et al., 1993), evitando temperaturas extremas (frio e calor), que
influenciam suas atividades vitais (locomogao, alimentagdo e reproducao) (Corn, 2005). De modo
complementar a essas adaptacdes comportamentais, a pele dos anfibios também pode atuar
dissipando e absorvendo o calor do ambiente, regularizando as trocas térmicas através da umidade

cutanea (Ortega; Ganci; Rivas, 2023). Esse processo de controle da liberacao de fluido aquoso pela



42

pele ocorre conforme a variagdo de temperatura no ambiente, sendo controlado principalmente
pelo muco cutaneo (Lillywhite; Licht, 1975).

A pele dos anfibios ndo se limita somente as fun¢des de manutengao hidrossalina. Células
especializadas nos processos de pigmentagao sdo encontradas na derme, denominadas melandcitos
(também conhecidos como melandforos) (Akat ef al., 2022). Essas células contribuem em diversos
mecanismos de sinalizagdo quimica, promovendo protecdo contra radiagdo e agentes nocivos
(Tattersall; Eterovick; Andrade, 2006; Stuart-Fox; Whiting; Moussalli, 2006); e também atuam em
mecanismos visuais, auxiliando na prote¢do contra predadores (Pshennikova; Voronina, 2018;
Tsatmali; Ancas; Thody, 2002; Tattersall, Eterovick; Andrade, 2006; Stuart-Fox; Whiting;
Moussalli, 2006) e na identificagdo de parceiros reprodutivos (coloragao nupcial conspicua)
(Vasquez; Pfennig, 2007: Sztatecsny et al., 2012).

Os melandcitos sdo células capazes de produzir o pigmento melanina (Lin; Fisher, 2007),
o qual ¢ armazenado pelos melanossomos (Duellman; Trueb, 1994; Fingerman, 1965). E o que
determina a variagdo da tonalidade da pele dos anfibios ¢ o posicionamento desses melanossomos
dentro dos melanocitos, de modo que, quando estdo concentrados na regido central da célula, a
tonalidade da pele sob uma perspectiva externa serd mais clara, e quando se dispersam pelo
citoplasma conferem uma tonalidade mais escura a pele (Pshennikova; Voronina, 2018). Tais
variagdes na coloracdo da pele sdo controladas por estimulos hormonais (Nordlund et al., 2008).
Além disso, a concentracdo e o tipo dos cromatdforos também podem influenciar na fungao de
regulagdo térmica do corpo, controlando o calor absorvido e refletido pelas células pigmentares
(Rudh; Qvarnstrom, 2013).

Composta por uma superficie mucosa e de um microbioma bastante diversificado, a pele
também atua na defesa imunologica dos anfibios, promovendo a protecdo contra agentes externos
e patogenos através de varios mecanismos (Varga; Bui-Marinos; Katzenback, 2019). Além de
prevenir a desidratag@o, o muco produzido pelas glandulas cutdneas também atua na defesa fisica
e quimica da pele, agindo como uma barreira semipermeavel que dificulta a proliferacao de agentes
patogénicos e afasta eventuais predadores (Sperandio; Fischer, Sansonetti, 2018; Ringo et al.,
2010), enquanto mantém a troca de gases, nutrientes € hormdnios (Cone, 2008). Além disso, a
presenca de um epitélio ciliado também favorece a remocao de patdogenos (Stannard; O’Callaghan,

2006).
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Sob a pele dos anfibios habita uma complexa comunidade de microrganismos (bactérias,
fungos e até virus), os quais estabelecem relagdes simbidticas essenciais com o seu hospedeiro
(Rebollar; Martinez-Ugalde; Orta, 2020). Essa comunidade de microrganismos ¢ conhecida como
microbioma, ¢ atua contribuindo com a manuten¢do da homeostase cutanea ¢ a defesa contra
patogenos nos anfibios (Jiménez; Sommer, 2017; Rebollar; Martinez-Ugalde; Orta, 2020). Caso
algum estressor externo venha a desestabilizar a composi¢ao ou a diversidade dessa microbiota,
isso pode causar uma disbiose, comprometendo a fungdo protetora do microbioma cutaneo e,
eventualmente, favorecendo a infestacdo de outros microrganismos oportunistas e patogénicos
(McCoy; Peralta, 2018; Preus et al., 2020; Jiménez et al., 2021). Os estudos acerca do microbioma
cutaneo dos anfibios e dos fatores que podem altera-lo foram extensivamente estudados e
sintetizados por alguns autores em revisdes de literatura bastante robustas sobre esse tema (Lima
et al., 2022; Gongalves; Almeida, 2023; Handy et al., 2023).

Além da protecdo natural promovida pelo microbioma cutaneo, ao longo de sua histéria
evolutiva, os anfibios também adquiriram outras estratégias de defesa, incorporando uma rica fonte
de peptideos e outras moléculas bioativas na pele (Rollins-Smith, 2009; Clarke, 1997; Govender
et al., 2012; Bevins; Zasloff, 1990). A origem desses peptideos e moléculas bioativas ¢ variada,
podendo ser produzidos pelas proprias glandulas granulares cutaneas dos anfibios (Rollins-Smith,
2023; Kroner; Lotters; Hopp, 2024), produzidos pelos microrganismos que compdem o
microbioma da pele (Rebollar; Martinez-Ugalde; Orta, 2020; Kueneman et al., 2016), ou ainda,
adquiridos através da alimentagdo e posteriormente concentrados na pele (Daly, 1995; Mebs;
Pogoda; Toennes, 2018). Essas substancias podem atuar como forma de prote¢do contra
predadores (ex: veneno ou muco que afasta o predador) (Pough; Janis; Heiser, 2008; Toledo; Jared,
1995), ou auxiliar na defesa contra infecgdes (ex: substancias com propriedades antimicrobianas)
(Zasloft, 2009; Rollins-Smith, 2009; Clarke, 1997; Govender ef al., 2012; Bevins; Zasloff, 1990).

Por fim, a mecanorrecepcdo também compde o complexo conjunto de fungdes
desempenhadas pela pele dos anfibios. Distribuidos entre as camadas da epiderme e da derme,
existem diversas terminagdes nervosas livres que atuam como receptores sensoriais especializados
para detectar estimulos mecanicos do ambiente (como por exemplo pressdo e vibragdao) e os
converter em sinais nervosos (Yamashita; Ogawa, 1991). Esses sinais nervosos (impulsos
nervosos) sdo entdo transmitidos ao sistema nervoso central para gerar as sensagdes sensoriais

(Catton, 1958; Habgood, 1950). Ao redor das aberturas dos ductos glandulares cutaneos também



44

podem ser encontradas células sensoriais especializadas, conhecidas como células de Merkel,
geralmente organizadas em agrupamentos de 2 a 4 células (Catton, 1976; Mearow; Diamond,
1988). Diferentemente das terminagdes nervosas livres, as células de Merkel ndo estdo envolvidas
na transdugdo mecanossensorial. Essas células atuam como alvos para os nervos em crescimento,
garantindo a distribui¢do apropriada da mecano-sensibilidade na pele, e atuando na percepgao lenta
da sensagao tatil de pressdes continuas e de texturas (Mearow; Diamond, 1988). Mais profundos
na derme, podem ser encontrados os corpusculos lamelares (semelhantes aos corpusculos de Pacini
dos mamiferos). Esses corplsculos sdo mecanorreceptores maiores € mais complexos,
especializados em detectar pressdes mais profundas e vibragdes na pele dos anfibios (Diiring;
Seiler, 1974; Catton, 1976).

O conjunto de todas essas adaptacdes cutaneas ¢ resultado das multiplas pressoes seletivas
que a transi¢cdo do meio aquatico ao meio terrestre impos aos anfibios ao longo do processo
evolutivo (Schoch, 2009; Schoch, 2014). No entanto, apesar dessas peculiaridades cutineas
permitirem a pele dos anfibios desempenhar diversas fungdes relevantes (descritas anteriormente),
muitas dessas mesmas caracteristicas também tornam os anfibios especialmente sensiveis a
variagdes ambientais e a presenga de poluentes no ambiente (Kerby ef al., 2010; (Nowakowski et
al., 2017; Sievers et al., 2019). Além disso, por estar diretamente em contato com o ambiente, a
pele dos anfibios pode atuar como uma das principais rotas de entrada e absorcdo de eventuais
toxicantes do ambiente, ou ainda como 6rgao-alvo para essas substancias (Bellantuono; Cassano;
Lippe, 2014; Llewelyn; Berger; Glass, 2019; Proki¢ et al., 2016b). Dessa forma, sob uma
perspectiva da toxicodinamica, o tecido cutaneo dos anfibios pode ser utilizado como um potencial
fonte de multiplos biomarcadores em estudos ecotoxicoldgicos (Borkovi¢-Miti¢ et al., 2016;
Capaldo et al., 2016). Sob este enfoque ecotoxicoldgico, os topicos seguintes deste capitulo
sintetizam os principais biomarcadores cutaneos aplicados em estudos com anfibios, por meio de
uma descrigao sistematica e cientométrica dos artigos cientificos publicados entre os anos de 1900

até 2024.

3.3.2. Resultados oriundos da revisido bibliografica sistematica: anailise cientométrica e

descritiva sobre os biomarcadores cutineos em estudos ecotoxicolégicos com anfibios.

3.3.2.1. Triagem dos artigos, distribuicfio cronoldgica e geografica
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Inicialmente, ao utilizar as diferentes combinac¢des dos termos para a busca dos artigos nas
bases de dados foi possivel identificar um total de 965 artigos cientificos, que foram
posteriormente triados e analisados, considerando-se os critérios de inclusdo e exclusdo para
determinar sua elegibilidade. A triagem final resultou em 54 artigos, que integraram a presente
revisdo sistematica. Essa grande diferenga entre a quantidade inicial de artigos resultantes da etapa
de buscas, e a quantidade final de artigos resultantes da etapa de triagem deve-se principalmente
ao fato de que a maior parte dos manuscritos excluidos apenas mencionaram as palavras-chaves
ao longo do texto, porém nao aplicaram especificamente biomarcadores cutaneos em seus estudos.
De fato, em comparagdo com outras revisoes sistemdticas com enfoque em anfibios (Winter et al.,
2016; Tsukada et al., 2023), o presente estudo apresentou uma quantidade final de artigos
significativamente menor. Essa diferenca ¢ ainda maior se considerarmos estudos de revisao
sistematica sobre biomarcadores em outros vertebrados, como peixes (Santana et al., 2018;
Trigueiro et al., 2020; Gradinariu et al., 2025) ou em mamiferos (Gallant-Behm et al., 2019;
Cristobal et al., 2021), os quais s3o considerados animais-modelos experimentais mais
convencionais, € por isso ja possuem um acervo de publicagdes numericamente mais avantajado
nas plataformas cientificas. Por outro lado, embora os estudos com anfibios venham se destacando
nos ultimos anos como potentes alternativas entre os animais-modelos de estudos experimentais
(Proki¢ et al., 2025), os anfibios ainda representam um grupo bastante subestimado e sub-
representado em areas como a ecotoxicologia (Langlois, 2021), havendo diversas lacunas de
conhecimento em conceitos toxicologicos € metodologicos (Ghose ef al., 2014; Tsukada et al.,
2023). De modo complementar a estes relatos, os dados do presente estudo também apontam para
uma escassez de publicacdes com um enfoque em biomarcadores cutaneos em estudos com
anfibios, reforcando a necessidade de se estimular e fomentar mais pesquisas nessa area. Além
disso, a alta especificidade do assunto também pode ter limitado a quantidade de manuscritos com
enfoque particular em biomarcadores cutaneos para o grupo dos anfibios.

Ao analisar a distribui¢do cronoldgica dos artigos sobre biomarcadores cutdneos em
estudos com anfibios, ao longo do recorte de 124 anos considerado no presente estudo, foi possivel
identificar inicialmente um longo periodo estaciondrio com apenas uma publica¢do por ano, a
partir de 1941 até 2004. O periodo de 2006 a 2013 apresentou um padrdo oscilatorio nas

publicacdes, seguido de um pico em 2016, e uma queda continua no periodo de 2017 a 2019,
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chegando a zerar o nimero de artigos publicados no ano de 2020. Em seguida, as publicagdes
foram gradualmente retomadas ap6s 2021, progredindo novamente de forma oscilatoria ao longo

dos anos até alcangar 2 publicacdes em 2024 (Figura 2A).

Figura 2 — Distribuigdo cronoldgica dos artigos sobre biomarcadores cutdneos em estudos com anfibios com um
enfoque no periodo de 1941 a 2024 (A) e mapa de distribui¢@o geografica dos paises representantes das filiagdes de
pesquisadores responsaveis pelos artigos (B).
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Embora as primeiras mengdes cientificas do termo “marcadores bioldgicos” tenham
aparecido principalmente na medicina, em artigos das décadas de 1950 e 1960 (Chaudhary et al.,
1950; Beckman; Kjessler, 1968), com alguns registros pontuais em outras areas da ciéncia, como
a geoquimica (McCarthy, 1967; Eglinton, 1969), ou a astrobiologia (Rho et al., 1973), o termo
“biomarcador” so passou a ser utilizado mais oficialmente na década de 1970 (Aronson; Ferner,
2017). Porém, apenas a partir de 1990 € que esse termo passou a ser incorporado em estudos de
areas ambientais e ecotoxicoldgicas, sendo usado para descrever alteragdes bioquimicas,
fisiologicas, celulares ou moleculares em organismos expostos a contaminantes ou a estressores
ambientais (Aronson; Ferner, 2017). Dessa forma, por ter sido um conceito aplicado mais
tardiamente nas pesquisas ambientais, ¢ compreensivel que os artigos acerca de biomarcadores
cutaneos em contextos ecoldgicos também tenham sido escassos entre os anos iniciais observados
nesta revisao sistematica.

O aumento das publica¢des acerca de biomarcadores cutaneos em estudos com anfibios
ocorridas entre 2006 e 2016 coincide com alguns marcos historicos e cientificos convergentes que

podem ter estimulado a produgdo de artigos cientificos nesse periodo. A “Amphibian Ark” (AArk)
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¢ uma iniciativa global de conservagao que foi fundada em 2006 por varios grupos de cientistas e
ambientalistas, incluindo a [UCN (International Union for Conservation of Nature), a Associacao
Mundial de Zoologicos e Aquarios (World Association of Zoos and Aquariums - WAZA), e o
Grupo de Especialistas em Planejamento de Conservagdo (Conservation Planning Specialist Group
— CPSQG), com o objetivo de abordar a crise da extingdo mundial dos anfibios (Zippel et al., 2011).
Em 2008, a amphibian Ark criou e liderou uma ampla campanha publicitaria chamada “Ano do
Sapo” (“Year of the Frog”), o que impulsionou a arrecadagdo de fundos, a conscientiza¢do popular,
e a divulgacdo de pesquisas cientificas com anfibios nos anos seguintes (Zippel et al., 2011). Além
disso, em meados de 2010, durante a 10* Conferéncia das Partes sobre Biodiversidade (COP10),
realizada em Nagoya, no Japdo, foram divulgados diversos relatorios da IUCN, os quais
destacaram o aumento alarmante das espécies ameacadas de anfibios (IUCN, 2025), colocando o
grupo dos anfibios em grande evidéncia e consolidando a percep¢ao das comunidades cientificas
sobre este problema.

No ramo da ecotoxicologia, o periodo também coincidiu com uma maior visibilidade das
pesquisas focadas em temas como: os possiveis fatores causadores dos declinios dos anfibios
(Scheele et al., 2014; North et al., 2015; Grant ef al., 2016), indicadores precoces de estresse
ambiental (Sotomayor et al., 2015: Borkovi¢-Miti¢ et al., 2016), contaminantes emergentes
(Sauvé; Desrosiers, 2014; Pereira et al., 2015; Kendall et al., 2016; Richardson; Kimura, 2016),
além da utilizacdo de anfibios como animais modelos bioindicadores, devido a sua alta
sensibilidade as alteracoes ambientais (Heyer ef al., 2014; Sumanasekara; Dissanayake;
Seneviratne, 2015). Além disso, a conjuntura histdrica e politica desta época também culminou no
langamento de alguns programas internacionais de financiamento cientifico, como o Horizon 2020
na Europa (Brunner et al., 2015), junto a editais da National Science Foundation (NSF) nos
Estados Unidos (Cuny et al., 2014), os quais também ampliaram o suporte financeiro para projetos
nas areas de ecotoxicologia e conservagao, fomentando o aumento da produg¢do cientifica nestes
campos. Por outro lado, o pico de publica¢des pontualmente destacado no ano de 2016 ndo parece
estar relacionado a algum evento ou acontecimento de relevancia particular no contexto historico
ou cientifico. Neste ano destacou-se particularmente um grupo de pesquisa da Sérvia, o qual foi
responsavel pela publicacdo de 3 destes artigos, sendo os demais 5 artigos publicados por outros
grupos de pesquisa ndo diretamente relacionados. Estes 3 artigos do grupo sérvio parecem

constituir um mesmo projeto inicial de pesquisa, o qual foi seccionado e gerou multiplas
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publicagdes, o que acabou impulsionando a contagem total de artigos publicados especificamente
neste ano.

No periodo de 2017 a 2019, a tendéncia de queda continua das publicacdes sobre
biomarcadores cutdneos em estudos com anfibios também coincidiu com a troca de diversos
governantes em seus paises, o que, consequentemente, também repercutiu sobre as agéncias
nacionais de financiamento cientifico. Nessa época, houve diversos cortes orgamentarios no
investimento em pesquisa cientifica de agéncias como o CNPq, a Coordenacdo de
Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e FINEP no Brasil (Overbeck et al.,
2018); ou a NSF (chegando a cortes de 11-12% em 2018), o DOE (Department of Energy)
responsavel por pesquisa bésica, a EPA (Environmental Protection Agency), e a NASA (National
Aeronautics and Space Administration) nos Estados Unidos (Reardon et al., 2017), o que também
pode ter contribuido com a redugdo de publicagdes cientificas em diversas areas durante essa
¢poca.

O ano de 2020 foi marcado historicamente pela pandemia de Covid-19, declarada pela
Organizagdo Mundial da Satide em mar¢o deste mesmo ano (Singh et al., 2021). Durante a
pandemia da COVID-19, além dos cortes or¢amentarios sobre financiamentos cientificos que ja
estavam em vigor em diversos paises, realizados pelos governantes vigentes (Lima; lamamoto,
2020; Demblowski et al., 2021; Diele-Viegas; Hipolito; Ferrante, 2021; Hipolito ef al., 2022), o
proprio impacto da pandemia também paralisou temporariamente atividades presenciais de
Universidades e laboratorios de pesquisa (Suart et al., 2021; Jeske, 2024), o que culminou na queda
iminente de publicagdes cientificas em diversas éareas de conhecimento, sendo mantidas
prioritariamente as pesquisas voltadas especificamente aos assuntos relacionados a Covid-19 e
seus desdobramentos (Raynaud et al., 2021). Consequentemente, essa mesma tendéncia de queda
nas publicagdes cientificas de determinadas areas de conhecimento também pode ser evidenciada
no presente estudo.

A partir do desenvolvimento e do inicio da aplicagdo das primeiras vacinas contra a Covid-
19, a medida que a populagao foi demonstrando uma evolugao quanto a reducgdo de casos da doenga
e de internagdes, os planos para o retorno das atividades presenciais de diversos setores foram
sendo retomados nos diferentes paises (Fritz; Gries; Redlin, 2023; Salcedo-Varela et al., 2024), o
que também pode ter refletido na tendéncia de retomada das publicagdes cientificas relatadas no

presente estudo entre os anos de 2021 a 2024. Como parte dos objetivos do presente estudo,
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esperamos que, ao compilar os dados da literatura sobre biomarcadores cutaneos, este trabalho
possa oferecer uma sintese acessivel sobre os avancos ja alcangados na ecotoxicologia de anfibios,
contribuindo com a consolidagdo desses conceitos nos proximos anos € com a padronizagao de
métodos dessa area emergente.

A andlise geografica das publicagdes sobre biomarcadores cutdneos em estudos com
anfibios revelou um padrao de distribuicao bastante disperso entre os paises, tendo a maioria deles
publicado apenas uma pequena quantidade de artigos sobre este tema especifico (de 1 a 3 artigos),
destacando-se a Italia, com um total de 11 artigos, seguida dos Estados Unidos (um total de 6
artigos), Sri Lanka (5 artigos), e Reino Unido (4 artigos). Se agruparmos as publicagdes entre
diferentes regides, a Europa segue em destaque (conjunto de publicacdes = 25), seguida da
América Latina (conjunto de 9 publicac¢des), da América do norte (conjunto de publicagdes = 9
artigos), e da Asia (conjunto de publicagdes = 9 artigos) (Figura 2B).

O destaque da Italia entre os paises que mais contribuiram com manuscritos acerca do tema
da presente revisdo sistematica deve-se a existéncia de multiplos co-autores oriundos de uma
mesma filiagdo académica (ex: Universidade de Napoles - Federico II) ou de grupos de pesquisa
aliados que trabalharam em colaboracao, gerando uma série de trabalhos com temas em comum.
Além disso, a Universidade de Napoles Federico I “Universita degli Studi di Napoli Federico II”
¢ considerada uma das mais antigas do mundo, sendo bastante reconhecida na Italia quanto a sua
relevancia na produgdo de pesquisas de alcance internacional, o que certamente também contribuiu
para o seu destaque como Institui¢do responsavel pelas publicacdes.

Embora a China e os Estados Unidos sejam considerados dois grandes expoentes que
geralmente se destacam entre os paises com as maiores quantidades de publicacdes cientificas
sobre recortes tematicos de estudos com anfibios (Womack et al., 2020; Crawford-Ash et al.,
2025), para este recorte especifico da literatura focada em biomarcadores cutaneos, os Estados
Unidos ficaram em segundo lugar no ranking das publicagdes, contribuindo para o destaque da
América do Norte entre as regides; enquanto a China mostrou-se menos representativa, com
apenas 2 publicagdes. Essa tendéncia pode estar associada a possiveis vieses tematicos € a
preferéncias por outras linhas de pesquisa que foram consideradas de maior visibilidade
internacional neste periodo (1900-2024), como por exemplo, temas relacionados ao declinio dos
anfibios (Womack et al., 2020; Crawford-Ash et al., 2025), fragmentacao de habitats (Tan; Herrel;

Rodder, 2023), e doengas emergentes como a ranavirose (Wirth; Lesbarréres; Ariel, 2021) e a



50

quitridiomicose (Van Rooij et al., 2015). Ao priorizarem as pesquisas sobre essas outras tematicas,
o foco das investigagdes chinesas e norte-americanas acabou desviada dos assuntos relacionados
especificamente aos biomarcadores cutaneos, os quais, embora apresentem uma alta relevancia
para os estudos com anfibios, ainda parecem subexplorados na area da ecotoxicologia.

As publicacdes oriundas de Sri Lanka devem-se a uma série de pesquisas de autoria em
comum, realizadas por uma docente especializada em ecotoxicologia, a qual acabou se destacando
como uma referéncia importante nesse tema. Por outro lado, as publicacdes oriundas do Reino
Unido parecem estar relacionadas a grupos de pesquisa independentes, os quais também se
destacaram em conjunto na atual andlise geografica.

Ao analisar a secdo de agradecimentos dos artigos cientificos, foi possivel inferir que o
destaque do conjunto de publica¢des oriundas das instituigdes européias também pode ter sido
favorecido devido a existéncia de programas de financiamento cientifico que, direta ou
indiretamente, subsidiaram e incentivaram os estudos, seja através de chamadas ou editais
especificos das proprias instituigdes, ou pela aquisi¢do de bolsas individuais conquistadas
diretamente pelos pesquisadores por meio de editais governamentais nacionais. Dentre as
principais iniciativas cientificas européias que contribuiram especificamente para a publicagdo dos
artigos incluidos na presente revisdo sistematica, pode-se destacar: o Ministério da Educagao,
Universidade e Pesquisa da Itilia (Ministero dell'Istruzione, dell'Universita e della Ricerca -
MIUR) (Brunelli, 2018); o Ministério da Educacdo, Ciéncia e Desenvolvimento Tecnologico da
Republica da Sérvia; o acordo internacional (MOU) que integra a rede “MUNA” (Mediterranean
and Middle East Universities Network Agreement), a qual a partir do ano de 2015 estabeleceu
acordos cientificos entre a Universidade de Napoles Federico II e varias universidades do Norte
da Africa, Oriente Médio e Mediterrineo (Napoletano et al., 2023, 2024); chamadas de a¢des
especiais financiadas pela European Cooperation in Science & Technology (COST), como a
“PERIAMAR?” (Pesticide Risk Assessment for Amphibians and Reptiles) (COST, 2024); além de
outros editais internos da propria Universidade de Bari (Itdlia) (Bellantuono; Cassano; Lippe,
2014) e da Universidade de Napoles Federico II (Capaldo et al., 2016; Guerriero et al., 2018).

Na América Latina, os programas e mecanismos de financiamento, destacados na se¢do
dos agradecimentos dos artigos, foram disponibilizados por agéncias nacionais ou diretamente
pelas universidades aos grupos de pesquisa. No Brasil, destacou-se o financiamento da CAPES, a

Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) e o financiamento da propria
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institui¢ao, Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), sendo responséaveis pelo fomento a
projetos e pela concessao das bolsas de pesquisa (Cordeiro et al., 2024; Rissoli et al., 2016; Santos
et al., 2021). Na Colombia, observou-se a presenga de consorcios e colaboragdes
interinstitucionais que fortaleceram a execugdo de projetos cientificos e a capacitacdo de
pesquisadores, como exemplificado pelo Consorcio Colombia que influenciou a produgao descrita
no pais (Lopez-Florez; Ruiz; Gomez-Ramirez, 2023). Ja na Argentina, o Conselho Nacional de
Pesquisas Cientificas e Técnicas “Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas”
configurou-se como a principal rede de apoio a pesquisa, oferecendo programas de bolsas e
financiamento a diferentes areas (Lajmanovich ef al., 2018; Pérez-Iglesias et al., 2019), o que

também favoreceu os estudos de biomarcadores cutaneos em anfibios.

3.3.2.2. Distribuicao dos taxons entre os artigos

A anélise dos dados coletados sobre as ordens e os géneros taxondmicos de anfibios
evidenciou uma discrepancia de preferéncia entre os animais modelos empregados nos diferentes
estudos (Figura 3). Os anuros dominaram os estudos com 50 ocorréncias, enquanto o uso da ordem
Caudata foi significativamente menor (apenas 5 ocorréncias), sendo ausentes os estudos com a
ordem Gymnophiona. Esse viés na literatura ja foi observado em outros estudos de revisdes
bibliograficas sobre anfibios (Burggren; Warburton, 2007; Tsukada et al., 2023), e pode ser
explicado por varios fatores, incluindo a maior diversidade dos anuros em comparagdo com as
demais ordens (Dodd, 2009), ampla distribui¢do global (Duellman, 1999), e uma maior facilidade
de amostragem (Rodel; Ernst, 2004; Rocha et al., 2015).
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Figura 3 — Distribui¢@o taxonomica (ordens e géneros) das espécies de anfibios empregadas nos artigos cientificos
sobre biomarcadores cutineos em estudos ecotoxicologicos entre os anos de 1900 ¢ 2024.
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Apesar de possuirem diversos caracteres morfologicos e fisioldgicos semelhantes aos
anuros, os caudatas apresentam um ciclo de vida geograficamente mais restrito, muitas vezes
associados a ambientes mais especificos (Baitchman; Herman, 2014; Mendoza-Medina; Arias-
Bermudez; Pinto-Sanchez, 2025), o que pode dificultar ainda mais a sua amostragem e
monitoramento no ambiente. Durante a temporada reprodutiva, 0os anuros comumente apresentam
comportamentos gregarios, concentrando-se em corpos d’dgua mais superficiais para facilitar o
encontro de potenciais parceiros sexuais e a eventual fertilizacdo dos ovos (Duellman, 1992). No
periodo reprodutivo, a maioria dos machos anuros exibem vocalizagdes complexas e bem
desenvolvidas para a comunicagao reprodutiva, competindo com os demais machos da area para a
defesa de territorio e atraindo as fémeas para o amplexo (Grafe; McGregor, 2005). No entanto, as
salamandras e os tritdes apresentam repertorios acusticos muito mais restritos € menos

desenvolvidos (Ladich; Winkler, 2017). Muitas espécies de salamandras ndo possuem sacos vocais
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especializados em produzir chamadas sonoras, sendo o som ocasionalmente produzido em
contextos de defesa ou de estresse (Diego-Rasilla; Luengo, 2007), na forma de ruidos de baixa
intensidade ou cliques subaquaticos (Hubacek; gugerkivé; Gvozdik, 2019). Dessa forma, ao exibir
vocalizagdes bem mais intensas, os anuros acabam sendo mais facilmente localizados durante as
expedi¢cdes de coleta na natureza, o que também pode favorecer a escolha dos anuros como
organismos modelos experimentais.

Adicionalmente, a baixa representatividade de estudos utilizando salamandras e tritdes
como organismos modelos também pode ser atribuida as multiplas lacunas de conhecimento
ecotoxicologico sobre esses grupos taxondmicos (Fratczak ef al., 2025). Esses dados evidenciam
a necessidade de ampliar e aprofundar pesquisas voltadas a essa taxa, de modo a compreender com
maior precisdo os impactos das alteragdes ambientais e, assim, subsidiar futuras estratégias mais
eficazes de conservagdo para os diferentes grupos de anfibios.

Ao detalharmos os géneros taxondmicos empregados nos estudos que integraram a
presente revisdo sistematica, foi possivel verificar uma predominancia dos géneros Pelophylax sp.
(n=14), seguido por Rana sp. (n=8) e Aquarana sp. (n=6). Para os demais estudos, houve uma
maior variabilidade entre os géneros taxondmicos empregados, com destaque para Xenopus sp.
(n=4), Bufo sp. e Rhinella sp. (n=3), enquanto o Duttaphrynus sp., Lissotriton sp., Pleurodema sp,
Polypedates sp e Triturus sp. foram empregados em apenas duas publicacdes. Os 14 géneros
restantes foram empregados individualmente entre os artigos (Figura 3).

A predominancia do género Pelophylax pode ser atribuida ao fato de que esse grupo de
anfibios possui populagdes abundantes na natureza e uma ampla distribui¢do ao longo da Europa
e em partes da Asia (TUCN, 2025), o que pode ter favorecido a sua utilizagdio como modelo
experimental por pesquisadores dessas regides. Dentre os estudos com o género Pelophylax, a
espécie Pelophylax esculentus particularmente se destacou (n=5), possivelmente devido ao fato de
serem organismos hibridos bastante resilientes e adaptaveis as condig¢des laboratoriais,
frequentemente utilizados como modelos relevantes em estudos de hibridizagdo e genética
reprodutiva (Dedukh ez al., 2019; Fedorova et al., 2025), e dotados de uma base bibliografica
fundamentada (Dedukh; Krasikova, 2017).

Outro grupo de anfibios bastante comum em estudos realizados na Europa, foi utilizado
como modelo em oito ocasides na presente revisdo sistemadtica, € o género Rana. As espécies que

compdem esse género possuem uma ampla distribui¢do geografica, especialmente na Europa e na
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Asia (IUCN, 2025). Pertencentes & familia Ranidae e popularmente conhecidas como “true frogs”
ou “ras verdadeiras”, as espécies que compoem esse género geralmente possuem um porte corporal
que varia de médio a grande (Laugen et al., 2005; Dittrich et al., 2018), e depositam massas de
ovos bastante volumosas (Reh; Seitz, 1990), o que também pode facilitar a sua identificacdo em
campo, o manuseio, ¢ a coleta de amostras biologicas (Ashby, 1969). Seu habito aquético e semi-
aquatico também favorece o interesse cientifico em estudos sobre os efeitos de poluentes presentes
em ambientes aquaticos (Bogi et al., 2003; Strong et al., 2017; Taylor et al., 2024).

O género Aquarana foi a terceira no ranking dos estudos triados nesta revisao sistematica,
provavelmente também sendo favorecido devido ao fato da espécie Aquarana catesbeiana
(conhecida como ra-touro) ser comumente classificada como “espécie-modelo padrao” entre os
estudos com anfibios em diversas areas de conhecimento (Burggren; Warburton, 2007; Haslam et
al.,2014). Em adigdo, algumas peculiaridades dessa espécie também favorecem a sua manuten¢ao
e manipulacdo, incluindo o seu grande porte corporal, alta resisténcia e resiliéncia, facil
manutencdo e aclimatagdo, e ampla disponibilidade, podendo ser adquiridos at¢é mesmo em
ranarios (Dodd; Jennings, 2021). Além disso, essa espécie também possui ampla literatura
desvendada acerca da sua biologia (Birol ef al. 2015), o que os torna especialmente adequados
para estudos em diversas areas de conhecimento.

O género Xenopus, especialmente a espécie Xenopus laevis, foi a quarta no ranking dos
estudos triados e tem sido amplamente utilizada ha décadas como modelo experimental em estudos
fisiologicos (Akkermans, Van den Bercken; Versluijs-Helder, 1975). Devido a sua alta
sensibilidade a contaminantes ambientais (Langerveld et al., 2009; Nations et al., 2011), a pele
altamente permedvel (Cruz ef al., 2013) e a existéncia de protocolos padronizados (Nieuwkoop;
Faber, 1956; Mouche; Malesic; Gillardeaux, 2010), essa espécie ¢ frequentemente empregada em
pesquisas de ecotoxicologia, atuando como importante biomarcador ambiental.

O género Bufo inclui os anuros popularmente conhecidos internacionalmente como sapos
“toads”, os quais frequentemente possuem um tamanho corporeo avantajado (Arantes et al., 2015;
Mi, 2015; Yasumiba; Alford; Schwarzkopf, 2015), um tecido cutaneo visualmente considerado
como mais robusto (Dale-Geen, 1960), e comportamentos bastante terrestres (Schwinger; Zanger;
Greven, 2001) e sinantropicos, com uma frequente associacdo a ambientes antropogénicos e
urbanizados (Richards, 2014; Bettencourt-Amarante et al., 2025), o que também pode ter

influenciado a sua escolha como organismos indicadores para alguns dos estudos.
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O género Rhinella ¢ composto por uma ampla diversidade de espécies neotropicais,
internacionalmente conhecidas como “true toads”. Esse grupo também possui algumas
caracteristicas morfologicas que podem lhes conferir algumas vantagens, incluindo um tamanho
corpdreo consideravelmente grande (em comparacdo com outras espécies), um tecido cutineo
mais grosso ¢ adaptado a ambientes terrestres menos umidos, € glandulas cutaneas diversas (de
Noronha et al., 2013; Pereyra et al., 2021). Nesse sentido, por serem representantes nativos de
grande importancia para o estudo dos anfibios em regides neotropicais, e dotados dessas
caracteristicas morfologicamente vantajosas para a experimentacdo animal, esse grupo pode ter
sido beneficiado entre as demais escolhas de espécies para compor os modelos experimentais dos
estudos que integraram a presente revisao bibliogréfica.

No que concerne aos demais géneros empregados individualmente entre os outros estudos
desta revisao sistematica, percebe-se uma preferéncia geralmente relacionada a disponibilidade de
cada espécie nas regides onde os estudos foram realizados, além da existéncia de diferentes

objetivos determinados nos diferentes artigos.

3.3.2.3. Sexo e estagio de desenvolvimento dos espécimes

No que concerne ao estagio de desenvolvimento dos anfibios empregados nesse estudo de
revisdo sistematica, os resultados revelaram uma predominancia na escolha de espécimes modelos
adultos (59,7%), seguido do emprego de espécimes nos estagios larvais (38,6%) e os estudos com
anfibios no estdgio embriondrio com apenas uma publicagdo (1,7%) (Figura 4A). Essa tendéncia

pode estar relacionada a diversos fatores, os quais apresentaremos detalhadamente a seguir.
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Figura 4 — Percentual das publicagdes que utilizaram a pele entre os diferentes estagios de desenvolvimento de
anfibios (A) e frequéncia dos sexos dos anfibios utilizados nos estudos sobre biomarcadores cutaneos em anfibios

B).

Fonte: Autoria propria (2026)

Um fator relevante a ser considerado ¢ o fato de que, para muitas espécies de anfibios,
apesar dos estdgios adultos ainda dependerem do meio aquatico para a osmorregulacao
(Uchiyama; Konno, 2006) e para a reprodugcdo (Méndez-Tepepa et al., 2023), nessa etapa do
desenvolvimento os anfibios também podem dominar o meio terrestre (Schoch, 2009). Os estagios
embrionarios (Elinson; Del Pino, 2012) e larvais (McDiarmid, 1994), por sua vez, ainda dependem
majoritariamente do meio aquatico para o seu desenvolvimento. Nesse sentido, os espécimes
adultos poderdo ser utilizados como bons modelos bioindicadores para estudar alteragdes ou
estressores de ambos os compartimentos ambientais (terrestre e/ou aquatico), enquanto os estagios
larvais poderdo atuar como bons bioindicadores especificamente para estudos sobre os
ecossistemas aquaticos (Hopkins, 2007). Dessa forma, a escolha do estagio de desenvolvimento
do anfibio a ser utilizado em um experimento ira depender dos objetivos da pesquisa e do cenario
ambiental (aquatico e/ou terrestre) a ser estudado.

Outros fatores que também podem influenciar os pesquisadores a optarem por trabalhar
com espécimes de anfibios adultos incluem a facilidade de manipulagdo dos estagios poOs-
metamorficos, devido ao maior tamanho corporal; além de uma resisténcia mais elevada a
variagdes de temperatura (Dainton, 1991; Lucas; Reynolds, 1967). Nessa fase, o tecido cutdneo
também ja se encontra completamente desenvolvido, espesso e queratinizado (Akat Comden,;

Yenmis; Cakir, 2023), o que favorece avaliagdes mais robustas sobre os efeitos ecotoxicoldgicos.
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Além disso, a utilizagdo de individuos adultos reduz o risco de mortalidade esporadica e prematura,
eventos esses que sao geralmente mais frequentes em girinos durante os experimentos (Das et al.,
2002), o que pode aumentar os desafios metodologicos.

Apenas trés artigos utilizaram ambos os estagios de desenvolvimento (larval e adultos ou
embrido e larval), o que pode representar uma lacuna na compreensao dos efeitos toxicoldgicos
sobre a pele de anfibios, considerando-se especificamente as complexas transformagdes que
ocorrem durante o desenvolvimento ontogenético desses organismos. E relevante considerar que,
nas fases iniciais do ciclo de vida, os anfibios podem ser mais sensiveis a contaminantes devido a
maior permeabilidade da pele e a dependéncia de ambientes aquaticos (Greulich; Pflugmacher,
2003). Além disso, as vias toxico-dinamicas de acao dos compostos também podem ser diferentes
entre os estagios de desenvolvimento de um anfibio (Schlenk; de Almeida, 2023).

Embora os ensaios de embriotoxicidade apresentem uma ampla praticidade metodolégica
para estudos ecotoxicologicos (Salla et al. 2024), houve apenas um registro da sua utilizagdo em
pesquisas especificamente voltadas a biomarcadores cutaneos em anfibios. Isso se deve ao fato de
que, durante os estdgios embriondrios iniciais, o tecido cutdneo dos anfibios encontra-se em
processo de diferenciagdo e especializagdo, ainda ndo desempenhando plenamente suas funcdes
fisioldgicas tipicas da pele madura (Heatwole; Barthalmus, 1994). Ademais, o embrido anfibio
permanece envolto por uma capsula de matriz gelatinosa, que atua como uma barreira fisica e
quimica, reduzindo o contato direto com o meio externo (Crespo et al., 2014) e, consequentemente,
a exposicdo direta a eventuais contaminantes ambientais (Salla et al., 2024). Assim, a pele
embriondria dos anfibios ndo constitui uma via primaria de entrada para agentes toxicos, o que
pode explicar sua subutilizagdo em estudos ecotoxicologicos voltados a avaliacdo de
biomarcadores cutaneos.

Ao analisar a distribuicao dos sexos dos anfibios empregados nos artigos da presente
revisdo sistemadtica, os resultados revelaram que a maioria dos estudos (74,1%) ndo informou o
sexo dos individuos analisados, seguido de uma porcentagem significativamente menor de estudos
que empregaram ambos os sexos (14,8%), apenas anfibios machos 9,3%, ou apenas fémeas (1,8%)
(Figura 4B). A auséncia de informagao sobre o sexo dos espécimes empregados pode ser atribuida
auma série de fatores a serem considerados. Dependendo dos objetivos de cada estudo, o sexo dos
anfibios pode ou ndo representar uma varidvel relevante para ser considerada na andlise dos

resultados. No entanto, a auséncia de quaisquer informagdes sobre estes aspectos também pode
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revelar uma auséncia de padronizacao na coleta dos organismos modelos (por inobservancia ou
omissao de informacao), ou ainda a desconsideragdo de potenciais implicagdes do fator sexual
como variavel relevante.

Embora a distingdo sexual de individuos adultos possa ser realizada por identificacdo visual
de dimorfismos sexuais em muitas espécies de anfibios (Kupfer, 2007; Colleoni et al., 2014;
Pincheira-Donoso et al., 2021), para outras espécies, a diferenciacao ¢ feita com outras técnicas,
como a avaliacdo cirirgica da anatomia das gonadas internas (Gentz, 2007), ou a aplicagdo de
técnicas de imagem ndo-invasivas como ultrassonografia, ressonancia magnética, ou tomografia
computadorizada (Pogoda; Kupfer, 2018; Ruiz-Fernandez ef al., 2020). Por outro lado, os estagios
larvais dos anfibios ainda ndo apresentam uma diferenciacdo morfologica visualmente
identificavel em suas gonadas, sendo necessario realizar analises citogenéticas de genotipagem
para a determinacdo genética do sexo (em XY/XX ou em ZZ/ZW, a depender da espécie) (Eggert,
2004). Dessa forma, ao requerer o uso de métodos distintos, por vezes, mais complexos, a sexagem
dos anfibios pode representar um fator limitante que aumenta a dificuldade de execucao de alguns
estudos, o que eventualmente também poderia atuar limitando a inclusdo da sexagem em estudos
com anfibios.

Se considerarmos os estudos que aplicaram apenas um dos sexos, a predomindncia de
pesquisas focadas em anfibios do sexo masculino pode ter sido influenciada por um conjunto de
caracteristicas que facilitam a identificacdo de machos adultos na natureza. A vocalizagdo ¢ um
comportamento que os anfibios machos exibem para competir com outros machos, e atrair fémeas,
possuindo grande relevancia para os processos de selecdo sexual e comunicacdo inter e intra-
especifica (Ryan, 1991; Gerhardt, 1994). A identificacdo dos diferentes padrdes, das frequéncias,
e da intensidade das vocalizagdes podem ser utilizados para localizar e distinguir diferentes
espécies de anfibios machos em campo (Gerhardt; Bee, 2007; Koehler et al., 2017).
Adicionalmente, as taxas metabolicas dos machos sdo comparativamente mais elevadas dos que
das fémeas (Taigen et al., 1985), como consequéncia direta dos comportamentos de vocalizacao
(Wagner; William, 1989), além do deslocamento para o forrageio e para a busca das fémeas
(Brenes-Soto et al., 2018), o que também facilita a sua visualizagdo em campo. A existéncia de
dimorfismo sexual também pode facilitar a distin¢cdo de anfibios machos em algumas espécies

(Napoletano et al., 2024), como por exemplo: pela presenca de uma articulagdo diferenciada do
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tornozelo, a forma da tuberosidade interna do calcaneo, ou até mesmo o padrdao de coloracao
corporal (Romanova et al., 2023).

Considerando-se que, para o grupo dos anfibios, diversos processos fisiologicos e
metabolicos podem ser influenciados pelo sexo (Alekhova ef al., 2001; Rhen; Crews, 2002), a
incorporagdo do sexo como uma variavel analitica ¢ essencial para garantir interpretagdes mais
precisas. Nesse sentido, nossos resultados reforcam a necessidade de se ampliar a quantidade de

estudos que consideram o sexo dos espécimes nas amostragens € na interpretagdo dos resultados.

3.3.2.4. Origem das amostras de pele, vias de exposi¢cdo e duracio dos ensaios toxicologicos

No que concerne as regides corporais utilizadas para a obtencdo das amostras de pele, por
exemplo se obtida da regido dorsal, ventral, caudal do animal, ou de cultura celular, na maioria
dos estudos, ndo houve men¢do quanto a area anatomica utilizada (38,7%). Dentre os estudos,
artigos analisaram amostras cutaneas da regido ventral do individuo (32,3%), sucedido de amostras
da regido dorsal, (22,6%) e caudal (3,22%) e, por fim, amostras obtidas por cultura celular in vitro

(3,22%) (Figura 5A).
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Figura 5 —Tipos de amostras cutaneas utilizadas em experimentos ecotoxicologicos com anfibios (A). Tempo de
exposicao ecotoxicoldgica (B) e vias de exposigdo do toxicante (C).
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Fonte: Autoria propria (2026)

A frequente caréncia de dados acerca das regides anatOmicas que serviram de origem para

as amostras cutineas nos diferentes estudos dificulta a compreensdo e a padronizagdo de

protocolos de toxicidade, limitando também a replicabilidade dessas pesquisas. E importante

salientar que a pele dos anfibios possui uma vasta heterogeneidade estrutural e funcional ao longo

das diferentes regides do corpo (Haslam ef al., 2014), variando em parametros como a espessura

epidérmica (Ponssa et al., 2017), a densidade e o tipo de glandulas mucosas e granulares (Jared et

al., 2009), a presenca/distribuicao de cromatoforos (Gould, 2025), a vascularizagcao (Mutlu et al.,

2019), e a permeabilidade (Toledo; Jared, 1995; Lillywhite, 2006). Ademais, o contato diferencial

das superficies cutaneas (ventral, dorsal ou caudal) com o toxicante também pode resultar em graus

distintos de exposic¢do e na intensidade da resposta toxica (Kaufmann; Dohmen, 2016; Purucker et

al.,2023). Nesse sentido, a auséncia de informagao sobre a origem corporal das amostras cutineas
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pode comprometer a comparabilidade entre os estudos e dificultar a interpretacao dos resultados
ecotoxicologicos.

Se considerarmos as diferentes aplicagdes dos biomarcadores cutaneos, também € relevante
considerar que os anfibios possuem areas especificas da pele ventral que sdo extremamente
porosas, altamente vascularizadas e frequentemente dobradas na regido ventral da pélvis, as quais
aumentam a area de superficie para reidratagdo quando em contato direto com o substrato (Brekke;
Hillyard; Winokur., 1991; Ogushi et al., 2010). Essas regides ventrais podem absorver os
toxicantes com maior facilidade do que as regides cutidneas dorsais e laterais, implicando em
variagdes no grau de absor¢do e nos efeitos toxicologicos, a depender da area cutdnea analisada
(Kaufmann; Dohmen, 2016).

As amostras cutaneas de origem caudal foram pontuais, o que ¢ compreensivel
considerando-se que os representantes portadores de cauda estdo presentes apenas nos estagios de
desenvolvimento larval, girinos, (Lopez-Florez; Ruiz; Goémez-Ramirez, 2023) ou na ordem
Caudata (Barriga-Vallejo, 2017), limitando a sua aplicacdo apenas a estes estagios. Outra fonte de
biomarcadores cutaneos ainda subutilizada nos estudos com anfibios consiste na cultura celular, a
qual é promovida pela fragmentagdo de amostras primordiais de pele ou da obtengdo de células
isoladas in vitro. Em contextos toxicoldgicos, a cultura celular pode representar uma ferramenta
de grande pluralidade, garantindo maior controle experimental em processos de absor¢do de
toxicantes, além de respostas celulares sem interferéncias externas (Simoncelli ef al., 2015). Em
suma, nossos achados evidenciam a relevancia de relatar de forma precisa as regides anatdomicas
de coleta das amostras de pele, de modo a aprimorar a confiabilidade dos dados sobre os
biomarcadores, e a garantir maior replicabilidade nos experimentos ecotoxicoldgicos com
anfibios.

Ao analisar os dados sobre o tempo de duracdo dos ensaios de exposicao toxicologica,
58,9% dos estudos realizaram exposi¢des agudas, seguidos dos estudos de exposi¢cdo cronica
(30,4%), sendo menos frequentes os estudos de exposi¢dao subcronica (10,7%) (Figura 5B). Os
estudos de exposicao aguda foram predominantes, revelando as diferentes perspectivas de
interesse dos pesquisadores. Ensaios ecotoxicoldgicos de exposi¢do aguda geralmente sao
escolhidos para investigar efeitos mais imediatos ou de curta dura¢do, os quais podem ser
provocados por toxicantes de alta toxicidade, ou que apresentam rapida ag@o sobre os tecidos alvos

(Wolska et al., 2007; Valavanidis; Vlachogianni, 2015). Nesses tipos de estudos, os biomarcadores
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que melhor se adequam as avaliagdes de ecotoxicidade sao as medidas mais precoces (como
alteracdes enzimaticas, histoldgicas e bioquimicas), que ocorrem pouco tempo apos a exposicao
ao toxicantes (ex: de horas a poucos dias) (Depledge, 2020).

Embora menos numerosos do que os ensaios de exposi¢do aguda, o indice de exposigdes
cronicas revelou um interesse dos pesquisadores em compreender os efeitos dos toxicantes a longo
prazo. Os ensaios de avaliagdo cronica de toxicidade podem ser bons representantes para cenarios
ecologicamente mais realistas, simulando contextos ambientais nos quais os toxicantes siao
frequentemente re-adicionados (despejados) nos corpos aquaticos (Ramanathan; Burks, 1996).
Além disso, as abordagens cronicas sdo especialmente relevantes para o estudo de compostos de
alta persisténcia, como metais, alguns agrotoxicos e poluentes organicos (Capaldo et al., 2016;
Jayawardena et al., 2017; Lopez-Florez; Ruiz; Gémez-Ramirez, 2023; Barriga-Vallejo et al.,
2017), cujas interagdes cumulativas podem ocasionar impactos mais tardios e significativos sobre
a saude e a dindmica populacional de espécies aquaticas (Croteau et al., 2008).

Por outro lado, as exposi¢des de duracao intermediaria foram mais escassas, provavelmente
devido ao fato de que os ensaios ecotoxicologicos sub-cronicos com anfibios abrangem
especificamente as etapas da metamorfose (OECD, 2009), as quais apresentam os momentos mais
criticos da transicao entre a fase aquatica (larval) e a fase terrestre (adulta) dos anfibios (Takei,
2015). Isso pode tornar os ensaios sub-cronicos mais dificeis de padronizar e interpretar, uma vez
que os efeitos observados poderiam decorrer tanto devido a toxicidade dos compostos testados,
quanto das proprias mudancas ontogenéticas que ocorrem naturalmente durante a metamorfose
(Takei, 2015). Além disso, os estudos sub-cronicos com anfibios frequentemente apresentam
elevadas taxas de mortalidade, especialmente durante os estagios pré-metamorficos (Werner,
1986), o que dificulta a obtencdo de um tamanho amostral final adequado, eventualmente
comprometendo a robustez estatistica dos resultados.

A anélise dos dados sobre as vias de exposi¢do revelou que a via direta (dérmica ou in
vitro: 61,11%) e a via aquatica (38,89%) foram as principais rotas para a exposi¢do dos anfibios
aos diferentes contaminantes, enquanto o solo e a exposi¢ao oral nao foram utilizados como vias
de exposi¢ao nos artigos deste recorte sistematico (Figura 5C). A predominancia de estudos que
realizaram exposigdes diretas, sendo os toxicantes aplicados diretamente sobre a pele, ou
adicionados a cubas experimentais in vitro foram frequentes entre os estudos cujos enfoques

consistiam em elucidar os mecanismos de absorc¢ao cutinea e as respostas imediatas da pele dos
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anfibios aos diferentes toxicantes. Segundo as bases da toxicocinética, a pele dos anfibios
representa uma das primeiras barreiras de entrada para os toxicantes do meio externo (Bellantuono;
Cassano; Lippe, 2014; Llewelyn; Berger; Glass, 2019; Proki¢ et al., 2016b), o que explica essa
elevada preferéncia metodolédgica pelas vias de exposi¢do diretas (cutaneas).

Seguindo o ranking dos estudos, a alta representatividade de exposicdes toxicologicas
através da adgua pode ser atribuida ao fato de que os anfibios possuem um ciclo de vida bifasico,
ainda altamente dependente da 4gua para as etapas de reproducdo a qual ocorre fertilizagdo externa,
para o desenvolvimento larval, e até mesmo para processos fisioldgicos, como a respiragdo cutinea
e a osmorregulacdo (Baker et al., 2011; Feder; Burggren, 1992). Dessa forma, a exposi¢ao aquatica
torna-se uma das principais rotas de relevancia ecoldgica e toxicoldgica para a maioria das espécies
de anfibios. Ademais, os estagios larvais que sdo dependentes do meio aquatico geralmente
apresentam maior vulnerabilidade frente a alteracdes e estressores ambientais (Greulich;
Pflugmacher, 2003), o que também favorece a escolha desta via entre as opgdes metodologicas.

Por outro lado, nos ambientes terrestres, os anfibios adultos utilizam o solo para atividades
como o forrageamento, ou para abrigo (Pough, 2007). Considerando que diversos residuos de
toxicantes, tais como: produtos agricolas, descartes de lixo, plasticos, metais, entre outros, também
alcangam os ecossistemas terrestres, os anfibios também podem acabar expostos por contato com
o solo, ou através da alimentagdo (Van Meter et al., 2015; Napoletano et al., 2023; 2024; Burger
et al., 2024). Entretanto, os estudos ecotoxicoldgicos com enfoque em exposigdes terrestres de
anfibios ainda se encontram sub-representados na literatura (Purucker et al., 2023; Mingo;
Foudoulakis; Wheeler, 2024). Embora a via de exposi¢do oral seja um método comumente
utilizado em estudos com aves (Garcia-Fernandez, 2014), essa rota toxicologica também
permanece pouco estudada na toxicologia dos anfibios (Cane et al., 2016; Mingo; Foudoulakis;
Wheeler, 2024). Essa escassez de estudos baseados em exposigdes ecotoxicoldgicas terrestres ou
orais de anfibios também pdde ser observada no presente recorte sistematico, visto que foram
ausentes. Essa limitacdo dificulta a realizagdo de modelos de avaliag¢do de risco ecoldgico para os
anfibios, visto que os modelos computacionais disponiveis frequentemente se baseiam em
parametros oriundos de outros grupos, como as aves, o que ndo reflete as especificidades
bioldgicas dos anfibios (Johnson et al., 2016; Purucker et al., 2023; Mingo; Foudoulakis; Wheeler,

2024). Dessa forma, nossos resultados também reiteram a necessidade de se incentivar a realiza¢ao
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de mais estudos toxicologicos com anfibios que considerem especificamente as questoes

envolvidas nas vias de exposicao terrestres € orais.

3.3.2.5. Toxicantes utilizados e classificacdo dos biomarcadores cutineos oriundos de estudos

com anfibios

Ao categorizar os agentes toxicantes utilizados nos estudos desta revisdo foi possivel
verificar uma predominancia de artigos que estudaram os inseticidas (24,2%), seguido por metais
(19,4%), herbicidas (17,7%), e farmacos (12,9%). Dentre os toxicantes menos testados
encontramos as misturas ambientais (11,3%), as radiagdes (6,4%), os fungicidas (4,9%), e os
quimicos industriais (3,2%) (Figura 6A).

Essa tendéncia revela um maior interesse dos pesquisadores em entender os aspectos
toxicologicos relacionados a atividades antropogénicas de alto impacto ambiental, e a tipos de
contaminantes considerados mais “cldssicos” na literatura toxicologica (Clarke; Cummins, 2015),
como os agrotoxicos, os residuos oriundos de atividades como a mineragdo, ¢ os fairmacos. A
propria tendéncia de expansdo agricola, impulsionada pelo crescimento da demanda global,
também acabou fomentando os debates cientificos sobre o uso de produtos herbicidas, fungicidas
e inseticidas, além de seus impactos diretos na fauna (Zhao; Wang; Yu, 2025).

A preocupacdo com a contaminacdo progressiva da agua e do solo devido a metais,
oriundos de processos de industrializagdo e de atividades de mineracao (Masindi; Muedi, 2018;
Tekiner; Tuncay; Parlak, 2025), vem sendo estudado ha décadas através da aplicagdao de multiplos

biomarcadores em diferentes anfibios (Zeng et al., 2025; Haskins; Gogal; Tuberville, 2019).
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Figura 6 — Tipos de toxicantes testados em estudos ecotoxicologicos sobre biomarcadores cutdneos em anfibios (A)
e classificacdo dos biomarcadores encontrados nesses estudos (B).
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Todavia, pouco foi explorado sobre as classes de poluentes mais emergentes, como as
misturas ambientais, os tipos de radiagdo, e demais quimicos industriais. Essa escassez pode ser
atribuida a alguns fatores, como os métodos cientificos empregados, ou o contexto historico da
época em que os estudos foram executados. De fato, o interesse cientifico pelo estudo de
contaminantes emergentes ¢ relativamente recente, o que pode explicar um menor niimero de
trabalhos publicados com enfoque nesses assuntos na presente revisao sistematica (1900-2024),
quando comparado a outras classes de contaminantes “mais cldssicos”, cujo conhecimento
cientifico ja se encontra consolidado a mais tempo na literatura. Além disso, para outras classes de
contaminantes, como por exemplo, farmacos, ou tipos de radiag¢des, os estudos acabam sendo
historicamente menos associados a anfibios, sendo abordados mais frequentemente em estudos
com mamiferos (Shore et al., 2014; Miller et al., 2018), ou até mesmo com peixes (Real et al.,
2004; Pradhoshini et al., 2023).

Com relagdo as classes de biomarcadores aplicados entre os estudos, predominaram os
marcadores fisiologicos (33,9%), seguidos dos histologicos (32,2%) e morfoldgicos (18,6%).
Dentre os menos frequentes destacaram-se os biomarcadores bioquimicos (8,6%) e moleculares
(6,8%) (Figura 6B). Como exemplos de biomarcadores fisioldgicos destacaram-se as medidas
relacionadas ao transporte idnico e a permeabilidade da pele dos anfibios (alguns exemplos:
Bellantuono; Cassano; Lippe, 2014; Llewelyn; Berger; Glass, 2019; Cordeiro et al., 2024),
havendo apenas um estudo sobre os niveis de acetilcolinesterase no tecido cutaneo (Barriga-

vallejo, et al.,2017). Os biomarcadores fisioldgicos possuem grande relevancia pois além de serem
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bons indicadores precoces de alteracdes do corpo (Brosset et al., 2021), também podem revelar
ajustes adaptativos das diferentes espécies, contribuindo ndo apenas para area da ecotoxicologia
(Awkerman et al., 2024), mas também para estudos de fisiologia animal comparada (Linder et al.,
2010; Navas; Gomes; Domenico, 2016; Narayan et al., 2019).

Os biomarcadores cutaneos histologicos € morfologicos também foram frequentemente
aplicados entre os estudos ecotoxicologicos com anfibios, o que reflete a ampla aplicabilidade e
versatilidade dessa categoria de biomarcadores. Dentre as alteracdes morfoldgicas cutaneas
relatadas nos estudos, destacaram-se: o aparecimento de ulceras cutineas (Jayawardena et al.,
2017a; Jayawardena et al., 2016), edemas (Méndez ef al., 2016; Jayawardena et al., 2016), lesdes
(Méndez et al., 2016) e modificacdes na pigmentacao da pele, incluindo o aumento de melan6foros
dérmicos (Shidemantle et al., 2022; Pérez-Iglesias et al., 2019; Santos et al., 2021) e alteragdes de
pigmentacao (Shidemantle et al., 2022).

Os biomarcadores histologicos também permitem andlises de grande relevancia para se
compreender sinais precoces, porém inespecificos de toxicidade (Hinton et al., 2018). Os estudos
demonstrando algumas alteragdes no tecido cutdneo dos anfibios, em resposta a toxicantes
variados (agroquimicos, metais, entre outros compostos industriais), incluiram: alteragdes nas
camadas de tecido da epiderme e derme (Simoncelli et al., 2015; Calado et al., 2016; Rissoli et al.,
2016; Jayawardena et al., 2017b; Llewelyn; Berger; Glass, 2019; Pérez-Iglesias et al., 2019; Wang
et al., 2024), e alteracdes em glandulas cutaneas (Jayawardena et al., 2017b; Brunelli et al., 2018;
Liu et al., 2022; Lopez-Florez et al., 2023).

Os biomarcadores bioquimicos, por sua vez, tiveram poucas citagdes entre os artigos deste
recorte sistematico sobre a pele, provavelmente em virtude de que as analises bioquimicas
costumam ser priorizadas em tecidos metabolicamente mais ativos como o figado ou o sangue nos
estudos com anfibios (Medina et al., 2016). Ainda assim, alguns biomarcadores bioquimicos
cutdneos foram destacados entre os estudos cutineos, incluindo a expressdo de proteinas de
estresse celular (como as metalotioneinas e as “Heat shock proteins™) (Simoncelli et al., 2015), a
atividade de enzimas de estresse oxidativo (Prokic et al., 2016a; Proki¢ et al., 2016b), e alteragdes
espectrais nas cé€lulas (Strong et al., 2016), demonstrando que a pele também pode oferecer
analises interessantes para o estudo de mecanismos bioquimicos nos anfibios.

Sob a perspectiva da toxicocinética e da toxicodindmica, ¢ importante considerar a

relevancia diferencial dos tecidos corporais, os quais podem atuar em diferentes mecanismos,
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como rotas de entrada, de transporte, ou de saida dos toxicantes do corpo, ou ainda, como tecidos
alvos que interagem diretamente com o toxicante e podem sofrer eventuais efeitos (Klaassen;
Watkins, 2009). Nesse sentido, os estudos ecotoxicoldgicos em anfibios tradicionalmente vém
priorizando tecidos metabolicamente ativos, como o figado (Venturino ef al., 2003; Regnault et
al.,2014; Bo et al., 2018) e o sangue (Maceda-Veiga et al., 2015; Kovalchuk et al., 2022; Zhelev;
Minchev; Angelov, 2024), ou tecidos relacionados ao sistema reprodutivo (Narayan, 2013; Orton
et al., 2023), enquanto as abordagens cutdneas ainda representam fontes “emergentes” de
biomarcadores. Ademais, as revisdes de literatura com enfoque em tecido cutdneo dos anfibios
concentraram suas discussdes em torno de outros aspectos, como a descri¢ao de peptideos que
compdem a secre¢do cutanea (Xu; Lai, 2015; Demori et al., 2019; Indriani et al., 2023), ou o
estudos do microbioma cutaneo (Lima et al., 2022; Gongalves; Almeida, 2023; Handy et al.,
2023), o que reforca a relevancia desta revisdo sistemdtica no sentido de destacar a pele dos
anfibios como uma fonte promissora de novos biomarcadores para os estudos ecotoxicologicos.

Por fim, os biomarcadores moleculares foram menos frequentes em comparagdo com as
outras categorias de biomarcadores, embora possam ser explorados em diversas areas. Entre os
exemplos, foram encontradas apenas 3 aplicagdes moleculares, incluindo a avaliagao da expressao
de proteinas indicadoras de estresse celular (como as metalotioneinas e as “heat shock proteins™),
as quais representam 6timos indicadores em resposta a metais (Simoncelli ef al., 2015); a ativacao
de isoformas de enzimas polimerases (como a “PARP”: poli-ADP-ribose polimerase) em resposta
a ambientes poluidos (Guerriero et al., 2018); e analises de transcriptoma (para identificagdao de
alteragdes na expressdo génica) (Hammond; Veldhoen; Helbing, 2015). Considerando que os
biomarcadores moleculares geralmente demandam maior investimento financeiro, bem como uma
infraestrutura laboratorial especializada, podemos inferir que esses fatores também poderiam ter
limitado a sua aplicag@o entre os estudos ecotoxicologicos com anfibios.

E importante destacar que, ao compilar essas informagdes, foi possivel verificar alguns
padrdoes em comum entre os tipos de alteragdes (efeitos) e as categorias dos toxicantes. As
alteragcdes morfoldgicas visivelmente observaveis como ulcera, edema e lesdes na superficie da
pele foram identificados nos estudos que avaliaram agroquimicos. Muitas formulagdes
agroquimicas possuem solventes, surfactantes e outros compostos lipofilicos adicionados em sua
composi¢do para aumentar a eficiéncia de penetragao nos alvos (Castro; Ojeda; Cirelli, 2014). No

entanto, essas substancias adjuvantes também podem aumentar a toxicidade dos agroquimicos
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sobre organismos nao-alvos, como os anfibios (Mik6; Hettyey, 2023). Uma vez em contato com
a pele, esses compostos rompem a integridade da mucosa cutanea, desestabilizando as membranas
celulares e a matriz lipidica da epiderme (Mullin ef al., 2016; Llewelyn; Berger; Glass, 2019), o
que pode acabar gerando efeitos como os edemas e as lesdes cutaneas. Ao compilar esses dados
no presente estudo, nossos resultados podem servir como um destaque na literatura, enfatizando o
uso desses biomarcadores morfologicos da pele em futuros estudos com anfibios. Os
biomarcadores relacionados a alteracdes da pigmentacao da pele foram relatados em resposta a
alguns agroquimicos (Pérez-Iglesias et al., 2019; Santos et al., 2021), mas também em resposta a
luz artificial noturna (Shidemantle et al., 2022). Esses tipos de alteragdes pigmentares geralmente
estdo associados a processos de desregulagdo enddcrina (Nilson Skold; Aspengren; Wallin, 2013;
Rojas; Lawrence; Marquez, 2023), ao estresse oxidativo (Ligon; McCartney, 2016), ou a
perturbagdes neuro-hormonais (Rodriguez-Rodriguez; Beltran; Marquez, 2020). Assim, no caso
de agroquimicos como de herbicidas, atrazina, estudos ja demonstraram o potencial desse
composto de atuar como um desregulador enddcrino (Solomon et al., 2008; Pérez-Iglesias et al.,
2019), interferindo na sintese de hormonios que controlam a pigmentacdo nos anfibios. O
inseticida fipronil também demonstrou efeitos desreguladores hormonais em anfibios, atuando
diretamente sobre receptores Acido gama-aminobutirico (GABA) e canais de cloreto, afetando
processos de neurotransmissao e o controle neuroendocrino dos cromatoforos (Santos et al., 2021).
Por outro lado, um estudo sobre a contaminagdao luminosa também demonstrou que a emissao de
luz artificial noturna interfere no ritmo circadiano dos anfibios, reduzindo a producao de
melatonina (hormdnio que controla a agrega¢do da melanina nos melanéforos) (Shidemantle et
al., 2022). O estresse fisioldgico e afetando indiretamente os niveis de corticosterona (hormodnio
também envolvido no controle da pigmentacao) (Cope et al., 2020). Em conjunto, esses dados
sobre os biomarcadores pigmentares da pele também podem auxiliar a compreender os efeitos de

outros toxicantes sobre os anfibios.
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3.4. CONCLUSAO

Nesta revisdo sistematica foi realizado um levantamento de dados bibliograficos (de 1900
a 2024) acerca das propriedades e aplicacdes de andlises cutdneas em estudos ecotoxicologicos
com anfibios, destacando a pele como um potencial “6rgao-fonte” para o estudo de multiplos
biomarcadores de aplicagdo na ecotoxicoldgica. Ao finalizar as buscas e sele¢ao dos artigos, foram
obtidos 54 artigos elegiveis, os quais, uma vez compilados e categorizados, revelaram uma maior
concentragdo de publicagdes na Europa (n = 25) e na América Latina (n = 9), predominando as
pesquisas com anuros em comparagao as outras ordens taxondmicas.

Dentre os estagios de desenvolvimentos mais utilizados, os pesquisadores priorizaram
espécimes adultos, e a variavel sexo ndo foi informada na maioria dos estudos, o que representa
uma limitagdo importante para as comparacdes ¢ as pesquisas. Dentre as classes de toxicantes
estudados, destacaram-se compostos mais cléssicos da toxicologia, como agrotoxicos (inseticidas
e herbicidas) e metais, ficando as classes de contaminantes emergentes subestimadas, o que
também reforca a necessidade de se destacar mais estudos para preencher essas lacunas
toxicologicas. As classes de biomarcadores que se destacaram foram as andlises fisiologicas e
histologicas, enquanto outros biomarcadores de maior complexidade metodologica ficaram
limitados. Em suma, nossos achados resumem um panorama geral sobre o status literario dos
biomarcadores cutdneos em estudos com anfibios, onde destacamos os principais hiatos da
toxicologia dos anfibios, encorajando futuros trabalhos para que possam sana-los.

Além disso, a frequente auséncia de informagdes especificas também foi um ponto de
dificuldade na interpretagdo dos dados. A auséncia de uma descri¢do meticulosa da metodologia
utilizada (ex: tempo de exposicdo do contaminante, informag¢do sobre o sexo dos organismos,
regido anatdmica utilizada para fornecer as amostras de pele etc.) dificulta a padronizacao de
analises comparativas e a replicabilidade desses estudos.

Nao obstante, esta revisao sistematica traz pela primeira vez um compilado de dados que
poderdo ser utilizados por outros pesquisadores como ponto de partida para inspirar futuros
estudos. As andlises dos resultados revelam informacdes significativas para os estudos da
ecotoxicologia. A organizacao bibliografica direciona um caminho para o pesquisador, facilitando
a compreender de forma sistematica as areas de produgdo académica sobre biomarcadores

cutaneos (ainda pouco explorados), além de identificar as lacunas na literatura, incentivando a
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novas investigacdes. Assim, estruturando ainda mais o conhecimento dentro da ecotoxicologia e
o uso de biomarcadores cutaneos, evidenciando seu potencial como ferramenta em anélises
ambientais, como também em areas da saude.

Conclui-se, a partir dos resultados encontrados a importancia do desenvolvimento de
pesquisas sobre biomarcadores cutaneos em anfibios, visando preencher as lacunas encontradas,
progredir em novas ferramentas avaliativas e padronizar experimentos, tanto nas areas ambientais
quanto farmacéuticas. Espera-se, assim, abrir caminho para areas menos exploradas e contribuir

para avangos biotecnologicos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Ao finalizar a presente revisao sistematica foi possivel verificar que a quantidade de artigos
compilados foi relativamente baixa, se comparada a outros temas mais gerais da ecotoxicologia de
anfibios. Essa limitacao se deve, em parte, ao escopo especifico escolhido para a presente revisao,
centrado exclusivamente na aplicagdo de biomarcadores cutaneos em estudos ecotoxicologicos
com anfibios. Embora esse enfoque possa ter restringido o tamanho amostral de artigos obtidos
para a revisao bibliografica, esse recorte literario também viabilizou uma anélise mais aprofundada
e robusta, destacando conceitos mais precisos e relevantes para o avanc¢o dos conhecimentos
ecotoxicologicos aplicados aos anfibios.

Além disso, para a defesa final da dissertagdo do mestrado, os resultados do periodo de
1900 a 2024, possibilitou um panorama mais completo da evolu¢do histérica do conhecimento
ecotoxicologico, que ainda sera traduzida para o inglés e submetida para a revista Environmental

Research (integrante da Editora “Science Direct - Elsevier”, fator de Impacto = 7.7).



