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RESUMO 

O aumento da produção agrícola mundial, impulsionado pela modernização e uso intensivo 
de insumos químicos, levou a um aumento do consumo global de agrotóxicos, e o Brasil 
assumiu posição de liderança entre os maiores consumidores. O inseticida imidacloprida 
(IMD), pertencente à classe dos neonicotinóides, destaca-se por sua ampla utilização e 
elevada persistência ambiental, apresentando potencial de contaminação de corpos hídricos e 
causando efeitos adversos em organismos não-alvo. Os anfíbios são vertebrados ectotérmicos 
altamente sensíveis às variações ambientais e amplamente reconhecidos como bioindicadores 
devido à elevada permeabilidade cutânea e ao ciclo de vida bifásico. Considerando que os 
efeitos dos contaminantes podem ser modulados pela temperatura ambiental, especialmente 
sob gradientes térmicos mais elevados, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos 
subletais do inseticida IMD em girinos da espécie Aquarana catesbeiana submetidos à 
exposição crônica e concentrações ambientalmente relevantes, sob diferentes condições 
térmicas. A metodologia envolveu a exposição de girinos a duas concentrações do IMD (C1 
= 190 e C2 = 300 𝜇𝑔/𝐿) durante sete dias, sob temperaturas de 28 e 32°C, representativas de 
ambientes tropicais. Foram analisados parâmetros comportamentais relacionados à atividade 
locomotora e respostas anti-predatórias, como tempo de movimentação, tempo de 
congelamento e de alimentação, e frequência de aproximação ao predador. Os resultados 
mostraram que a temperatura exerceu efeito isolado sobre a atividade locomotora, com 
redução significativa do movimento a 32°C. Por outro lado, a exposição ao IMD a 28°C 
reduziu o tempo de congelamento nos girinos expostos à maior concentração (C2), o que 
sugere redução da resposta anti-predatória e da capacidade de imobilização frente a estímulos 
de ameaça. Não foram observadas diferenças significativas em outros parâmetros 
comportamentais, como tempo de alimentação e frequência de aproximação ao predador. 
Esses achados indicam que o IMD pode afetar seletivamente comportamentos mediados por 
mecanismos neurofisiológicos finos, relacionados à percepção de risco e resposta motora, 
corroborando a estudos que descrevem o potencial neurotóxico dos neonicotinóides. 
Conclui-se que o IMD, mesmo em concentrações ambientalmente relevantes, é capaz de 
promover efeitos subletais e comportamentais em anfíbios, comprometendo respostas 
defensivas essenciais à sobrevivência. A temperatura, por sua vez, mostrou-se um fator 
modulador relevante, reforçando a importância de considerá-la em estudo sobre interações 
entre contaminantes químicos e variáveis ambientais na avaliação de riscos ecotoxicológicos. 
Tais resultados contribuem para a compreensão dos impactos do IMD sobre organismos 
aquáticos e destacam a necessidade de parâmetros normativos que representem 
adequadamente as condições térmicas tropicais brasileiras. 

Palavras chave: agrotóxicos; imidacloprida; anfíbios; comportamento antipredatório; 
ecotoxicologia. 

  

 

 



 

ABSTRACT 

The increase in global agricultural production, driven by modernization and the intensive use 
of chemical inputs, has led to a rise in worldwide pesticide consumption, and Brazil has taken 
a leading position among the largest consumers. The insecticide imidacloprid (IMD), a 
member of the neonicotinoid class, stands out for its widespread use and high environmental 
persistence. However, there is growing concern about its potential to contaminate aquatic 
systems and its adverse effects on non-target organisms. Amphibians are ectothermic 
vertebrates that are highly sensitive to environmental variations and widely recognized as 
bioindicators due to their high skin permeability and biphasic life cycle. Considering that the 
effects of contaminants may be modulated by environmental temperature, especially under 
higher thermal gradients, this study aimed to evaluate the sublethal effects of the insecticide 
IMD on tadpoles of the species Aquarana catesbeiana subjected to chronic exposure at 
environmentally relevant concentrations under different thermal conditions. We exposed 
tadpoles to two IMD concentrations (C1 = 190 and C2 = 300 µg/L) for seven days at 
temperatures of 28°C and 32°C, representative of tropical environments. Behavioral 
parameters related to movement and antipredator responses, such as moving and freezing 
duration, feeding time, and predator approach, were analyzed. Results showed that 
temperature exerted an isolated effect on locomotor activity, with a significant reduction in 
movement at 32°C. Conversely, exposure to IMD at 28°C reduced freezing time in tadpoles 
exposed to the higher concentration (C2), suggesting a decrease in antipredator response and 
in the ability to immobilize when facing threat stimuli. No significant differences were 
observed in other behavioral parameters, such as feeding time and predator approach 
frequency. These findings indicate that IMD may selectively affect behaviors mediated by 
fine neurophysiological mechanisms related to risk perception and motor response, 
supporting previous studies that describe the neurotoxic potential of neonicotinoids. We 
observed that IMD can induce sublethal and behavioral effects in amphibians, even at 
environmentally relevant concentrations, compromising essential defensive responses for 
survival. Temperature, in turn, proved to be a relevant modulatory factor, reinforcing the 
importance of considering interactions between chemical contaminants and environmental 
variables in ecotoxicological risk assessments. These results contribute to a better 
understanding of IMD impacts on aquatic organisms and highlight the need for regulatory 
parameters that adequately represent tropical thermal conditions in Brazil. 

Keywords: pesticides; imidacloprid; amphibians; antipredator behavior; ecotoxicology. 
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1.​ INTRODUÇÃO  

1.1.​  APRESENTAÇÃO GERAL  DO PROBLEMA  

Com o aumento da população mundial, houve uma pressão crescente sobre a 

produção de alimentos e, consequentemente, da produtividade do setor agrícola, o que 

impulsionou sua modernização e crescimento na utilização de insumos químicos (Carvalho, 

2017). Hoje, cerca de 7,8 % das terras brasileiras são destinadas à agricultura (MAPA, Pereira 

et al., 2012; Basso et al., 2024) e esse avanço ocorre, em grande parte, devido às culturas 

destinadas às commodities, como milho, soja e cana-de-açúcar, que estão intrinsecamente 

associadas ao modelo produtivo intensivo adotado no país (Zalles et al., 2018). Nesse 

contexto, o Brasil se destaca como um dos maiores consumidores globais de agrotóxicos, 

com um uso anual que supera 300 mil toneladas de produtos comerciais, o que corresponde a 

cerca de 130 mil toneladas de ingredientes ativos. Esse volume representa um aumento 

expressivo de 700% no consumo em relação ao ano de 2021, enquanto que, no mesmo 

período, a área agrícola do país aumentou apenas 78% (EMBRAPA, 2021).  

 ​ Os agrotóxicos têm se configurado como agentes de crescente preocupação ambiental, 

devido ao seu elevado potencial de contaminação de ecossistemas naturais, já que apenas 

uma pequena parcela dos produtos aplicados nas plantações permanecem de fato nas 

áreas-alvo. Grande parte atinge ecossistemas aquáticos próximos, como rios, lagoas e lençóis 

freáticos, através da lixiviação ou escoamento superficial, dependendo ainda das propriedades 

físico-químicas de cada ingrediente ativo e das condições ambientais (Brovini et al., 2023; 

Rebelo; Caldas, 2014). Os ambientes aquáticos são ambientes complexos que abrigam vários 

tipos de microhabitats, onde a dinamicidade depende intrinsecamente dos componentes 

bióticos e abióticos (Costa, 2008). Entretanto, a introdução de agentes químicos, como os 

agrotóxicos, pode afetar o funcionamento natural destas relações, interferindo em processos 

biológicos e ecológicos das espécies e até mesmo na estrutura de suas populações e 

comunidades (Costa, 2008; Rebelo e Caldas, 2014).  

 ​ Atualmente no Brasil são registrados cerca de 399 ingredientes ativos utilizados na 

agricultura, sendo o imidacloprida (IMD) um inseticida de amplo uso (Friedrich et al., 2021). 

Ele pertence à classe dos neonicotinóides e possui uma alta solubilidade e meia-vida em 

água, fator que favorece a contaminação dos recursos hídricos, onde pode persistir por até 30 
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dias (Borsuah et al., 2020). No país, é um dos inseticidas mais encontrados em ambientes 

aquáticos nos últimos dez anos (Samojeden et al., 2022; Friedrich et al., 2021). Diante da 

persistência e do potencial de contaminação do IMD, é essencial o entendimento dos 

impactos ocasionados pela exposição a este contaminante em organismos mais sensíveis, 

como é o caso dos anfíbios. 

Anfíbios são importantes indicadores da qualidade dos ecossistemas, visto que sua 

pele, onde realizam trocas gasosas, é altamente permeável e o ciclo de vida para a maioria das 

espécies é bifásico (Arjonas, 2025; Brühl et al., 2011). Assim, muitas espécies estão sujeitas à 

contaminação por agrotóxicos durante suas diferentes fases de vida: em água durante a fase 

larval, e em terra, via pulverização ou alimentação de insetos contaminados. A contaminação 

por agrotóxicos é, de fato, já mencionada como um potencializador do declínio populacional 

dos anfíbios em diversas regiões do globo, sendo que muitas espécies utilizam áreas agrícolas 

para forrageamento e reprodução (Blaustein et al., 2011; Ascoli-Morrete et al., 2022; 

Anunciação et al., 2024). De acordo com a International Union for Conservation of Nature 

(IUCN), os anfíbios fazem parte do segundo principal grupo animal mais ameaçado de 

extinção e ocupa o primeiro lugar dentre os vertebrados mais ameaçados, com 41% das 

espécies ameaçadas (IUCN, 2025).  

A temperatura também é um fator fundamental influenciando os efeitos dos 

contaminantes em ecossistemas aquáticos e sua biota, principalmente para os organismos 

ectotérmicos, já que a temperatura ambiental atua como importante regulador de processos 

fisiológicos, comportamentais e morfológicos (Freitas et al., 2017; Hooper et al., 2013; 

Noyes et al., 2009). Para os anfíbios, tal cenário se faz importante pois é comum a ocorrência 

da reprodução e desova de muitas espécies em lagoas temporárias de pequeno porte e baixo 

volume de água. Tais condições favorecem o superaquecimento da água, especialmente 

durante o verão, o qual apresenta médias de temperaturas mais elevadas em regiões tropicais. 

Adicionalmente, o verão chuvoso coincide com a época de reprodução de grande parte das 

espécies de anfíbios no Brasil (Freitas et al., 2016; Freitas et al., 2017; Wilbur, 1990) e 

muitos corpos d’água, formados após períodos de chuvas prolongados, podem ser 

encontrados em regiões de cultivo, recebendo grande aporte de agrotóxicos (Girotto et al., 

2022; Schiesari e Corrêa, 2016). 
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1.2. AGROTÓXICOS, MUDANÇAS CLIMÁTICAS E ANFÍBIOS 

A utilização de substâncias químicas na agricultura mundial se deu por volta da 

década de 1940, quando se iniciou a chamada “Revolução Verde”, período marcado pela 

modernização e crescimento da atividade agrícola. A partir de então, o processo tradicional 

de produção agrícola mudou para um foco de aumento da produtividade, envolvendo a 

aplicação em massa de componentes químicos, tais como agrotóxicos e fertilizantes (Peres et 

al., 2003). No Brasil, o uso sistemático de agrotóxicos intensificou-se entre as décadas de 

1960 e 1980 com a mecanização e implementação de políticas que estimulavam o consumo 

de insumos químicos, vinculado a um crédito de uso. A entrada e consolidação de indústrias 

químicas multinacionais no país e de políticas voltadas à expansão da fronteira agrícola 

favoreceram o mercado dos agrotóxicos. Ao mesmo tempo, o país enfrentou desafios de 

supervisão, registro e de fiscalização que impactam não apenas a saúde humana, mas também 

a saúde ambiental (Peres et al., 2003; Lopes e Albuquerque., 2018) 

Segundo dados da agência Food and Agriculture Organization of the United Nations 

(FAO), no ano de 2021, o Brasil liderou o ranking mundial de uso de agrotóxicos, 

consumindo cerca de 60% a mais que o Estados Unidos, refletindo não apenas na quantidade 

absoluta de produtos aplicados, mas também no risco ambiental associado a moléculas 

persistentes desses insumos, como o IMD. O IMD se destaca por sua ampla aplicação em 

culturas como soja, milho e cana-de-açúcar. Ele pertence à classe dos neonicotinóides e atua 

sistemicamente no sistema nervoso central dos insetos, apresentando alta persistência no 

ambiente e baixa biodegradabilidade (Samojeden et al, 2022). O elevado consumo, aliado às 

características físico-químicas deste ingrediente ativo, favorece a contaminação dos solos e 

corpos hídricos através dos processos de lixiviação e deriva, com impactos diretos e indiretos 

a organismos aquáticos e terrestres, além de contribuir para a perda de biodiversidade e 

desequilíbrios ecológicos  (Mamy et al., 2025; Fouad e Abdel-Raheem, 2025). 

A classe dos neonicotinóides (NNIs) entrou no mercado nos anos 90 e substituiu o uso 

dos organofosforados e carbamatos no controle de pragas agrícolas, sendo desde então a 

classe mais utilizada de inseticida. O IMD, pertencente a este grupo, atua como agonista 

parcial nos receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChRs), gerando alterações na 

permeabilidade iônica de sódio e potássio, além de bloquear a transmissão nervosa nas 

sinapses, causando falha motora, paralisia e morte em insetos. Apesar de apresentar 

seletividade para os invertebrados, os NNIs também podem afetar os vertebrados, induzindo 
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perturbações como tremores, hipotermia e alterações na função pupilar, o que indica que esse 

contaminante pode afetar organismos não-alvo (Nugnes et al., 2023; Perez-iglesias et al., 

2014; Matsuda et al., 2005). Em girinos, o IMD não necessariamente causa mortalidade 

aguda, entretanto, pode desencadear efeitos subletais ecologicamente e fisiologicamente 

relevantes (Samojeden et al., 2021. Arcaute et al., 2014)  

A  exposição do IMD em anfíbios pode estar associada à redução no tamanho 

corporal e no comprometimento de estruturas intestinais e orais, como discos orais e desgaste 

e desorganização das fileiras de dentículos. Concomitantemente, apresenta efeitos 

consistentes na atividade natatória, indicando impacto neurofisiológico, caracterizado por 

letargia, perda de resposta a estímulos e redução da velocidade de fuga (Velásquez e Bautista, 

2025; Samojeden et al., 2022). Estudos realizados na Europa identificaram resíduos de IMD 

em corpos hídricos próximos às áreas de cultivo, muitas vezes em concentrações acima dos 

valores de referência de qualidade da água estabelecidos pelos órgãos reguladores (Van Dijk 

et al., 2013; Smit et al., 2014). No Brasil, estudos confirmam que esse composto já é 

amplamente detectado em diferentes ecossistemas aquáticos, com concentrações registradas 

em até 3,65 µg/L em 28 corpos d’água do país, níveis suficientes para causar efeitos tóxicos 

em organismos não-alvo (Queiroz et al., 2022). Essa contaminação pode comprometer a 

biodiversidade aquática, tais como espécies de anfíbios, tornando o IMD uma preocupação 

crescente na área da ecotoxicologia (Arcaute et al., 2014). Como mencionado anteriormente, 

os anfíbios merecem destaque neste contexto, pois apresentam características que os tornam 

especialmente suscetíveis à contaminação ambiental.  

Atualmente são conhecidos no mundo cerca de 8925 espécies de anfíbios, onde a 

maior diversidade se encontra na ordem Anura, com aproximadamente 7874 espécies 

(AmphibiaWeb, 2025). Muitas espécies de anfíbios sofrem declínios populacionais desde a 

década de 1950, entretanto, foi apenas em 1980 que a comunidade científica passou a 

reconhecer a gravidade e amplitude dos fatos (Toledo et al., 2023), levando à criação da 

Declining Amphibian Populations Task Force (DAPTF) pela International Union for 

Conservation of Nature (IUCN), cujo os principais objetivos foram entender os principais 

fatores que corroboram com o declínio da biodiversidade (Bishop et al., 2012).  

Recentemente, a segunda Avaliação Global de Anfíbios (Global Amphibian 

Assessment 2 – GAA2), concluída em 2022, mostrou que aproximadamente 41% das espécies 

conhecidas estão atualmente ameaçadas de extinção, representando uma piora em relação à 
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primeira avaliação de 2004 (GAA1) (Luedtke et al., 2023). Esse estudo também destacou que 

as pressões sobre as populações de anfíbios incluem a intensificação de fatores já conhecidos, 

como perda de habitat, contaminação ambiental e introdução de espécies invasoras, bem 

como a emergência das mudanças climáticas e das doenças infecciosas. Ademais, esses 

animais podem depositar seus ovos em poças de água temporárias, onde outros vertebrados 

aquáticos usualmente não ocorrem, como é o caso de peixes. Esses ambientes são muitas 

vezes resultado do acúmulo de chuvas, e podem estar localizados próximos ou até mesmo 

inseridos em áreas agrícolas, onde os agrotóxicos estão ubiquamente presentes 

(Díaz-Paniagua et al., 2010; Freitas et al., 2017).   

Assim, a combinação entre as características biológicas dos anfíbios e de habitats 

susceptíveis à contaminação, coloca os anfíbios entre os vertebrados mais sensíveis às 

perturbações antrópicas dos ecossistemas. Um fator adicional é que a exposição a 

contaminantes químicos em habitats aquáticos temporários pode estar associada a outros 

estressores relevantes que têm o potencial de intensificar seus efeitos tóxicos (Blaustein et al, 

2003; Freitas et al., 2017), e o superaquecimento da água destaca-se neste contexto, 

especialmente em um cenário de rápidas mudanças climáticas. 

O aquecimento do planeta exerce efeitos diretos nos padrões da vida animal, 

intensificando o risco de extinção para algumas espécies, visto que as alterações na 

temperatura podem afetar os processos fisiológicos, comportamentais e morfológicos das 

espécies (Walther et al., 2002; Urban, 2015; Zhang et al., 2022; Freitas et al., 2017). Para os 

ectotérmicos, os quais são diretamente dependentes da temperatura para termorregulação, o 

aumento gradual na temperatura média do planeta pode ter prejuízos em suas atividades de 

forrageamento e sucesso reprodutivo, especialmente se estiverem sujeitos a ambientes que 

ultrapassem seus limites de tolerância térmica (Pottier et al., 2025; Oliver e Harrison., 2024; 

Jørgensen et al., 2022; Kearney, 2013). O estresse térmico é apenas um fator ambiental 

encontrado em um ecossistema, onde diversas outras variáveis podem influenciar 

negativamente o desenvolvimento e sobrevivência dos anfíbios. Os agrotóxicos, quando 

combinados a altas temperaturas, típicas de climas tropicais, podem gerar efeitos tóxicos 

sinérgicos e prejudiciais à biota (Gordillo et al., 2024; Quiroga et al., 2019; Freitas et al., 

2017). Ademais, a exposição a tais contaminantes podem comprometer processos fisiológicos 

essenciais, como o equilíbrio osmótico, a respiração cutânea e o metabolismo energético, 

reduzindo a capacidade de adaptação dos animais frente às variações ambientais. Estudos 

mostram que, sob altas temperaturas, a toxicidade de agrotóxicos tende a se intensificar, 
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potencializando a mortalidade e diminuindo o desempenho locomotor de girinos (Gordillo et 

al., 2024; Freitas et al., 2017). 

1.3. TOXICIDADE E COMPORTAMENTO  

Os anfíbios representam um grupo altamente diversificado, cujos diferentes estágios 

de desenvolvimento e ampla distribuição entre os ambientes aquáticos e terrestres conferem 

uma ampla plasticidade comportamental (Costa et al., 2023; Fischer, 2023). Essa diversidade 

permite que estes animais expressem comportamentos variados em resposta às pressões 

ambientais e antrópicas (Hernández-Herrera et al., 2024; Tahalová et al., 2025). Os 

comportamentos possuem impactos significativos no desenvolvimento e no sucesso 

reprodutivo animal, uma vez que desempenham papéis essenciais em diferentes estágios do 

ciclo de vida. Por exemplo, durante a fase larval, os padrões de atividade, estratégias de 

forrageamento e respostas antipredação estão correlacionados ao crescimento, metamorfose e 

sobrevivência no ambiente (Maneti et al., 2023; Landler., 2022) 

Dentro desse contexto, os comportamentos antipredação assumem um papel 

importante, pois determinam como os anfíbios interagem com seu ambiente. Os 

comportamentos associados à presença do predador são particularmente sensíveis a fatores 

ambientais, podendo ser modulados por variações de temperatura, disponibilidade de refúgio 

ou até pela presença de contaminantes que afetam os mecanismos sensoriais e cognitivos 

envolvidos na detecção (Albuquerque et al., 2025; Lucon-Xiccato, 2019; Sievers et al., 

2019). Agrotóxicos podem comprometer os mecanismos sensoriais responsáveis pela 

detecção de sinais químicos de predadores, já que muitos têm ação neurotóxica, afetando o 

sistema nervoso central e levando à diminuição da percepção do risco  (Sievers et al., 2019; 

Gordillo et al., 2024). Além disso, estudos anteriores demonstram que o IMD pode acarretar 

no comprometimento da atividade locomotora, afetando de forma significativa a velocidade e 

a distância percorrida pelos girinos, além de apresentarem lentidão a estímulos externos e/ou 

falha de reação, com retardo neuromotor. Tais efeitos podem acarretar em consequências para 

a sobrevivência larval e, consequentemente, para a fase adulta (Sweeney et al., 2021; Sievers 

et al., 2018; Thompson et al., 2022) 

A elevação da temperatura também influencia diretamente o metabolismo e o gasto 

energético dos ectotérmicos, podendo aumentar o tempo de atividade e diminuir respostas 

como a imobilidade, o que afeta a eficácia da defesa contra predadores (Albuquerque et al., 

2025; Baškiera e Gvoždík., 2021; Sillar e Robertson., 2009). Quando assimilados a outros 
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estressores ambientais, como a exposição a contaminantes, os comportamentos antipredação 

podem ser significantemente alterados (Katzenberger et al., 2014; Sievers et al., 2019). 

Estudos recentes demonstram ainda que a combinação desses fatores, contaminação química 

e estresse térmico, pode exercer efeitos aditivos sobre a forma larval dos anfíbios, afetando 

diversos fatores fisiológicos (Sinai et al., 2024; Orford et al., 2024). Assim, compreender 

como tais estressores, temperatura e agrotóxicos, implicam nos comportamentos 

antipredação, é essencial para avaliar os impactos das pressões ambientais sobre a 

sobrevivência e o sucesso ecológico dos anfíbios. 

2.​  OBJETIVO 

Este projeto teve como objetivo geral avaliar a toxicidade do inseticida IMD em 

girinos de Aquarana catesbeaiana, considerando um cenário de exposição crônica a 

concentrações ambientalmente previstas (PEC) para aplicação em campos agrícolas 

brasileiros. Este estudo busca compreender, em um cenário representativo de região 

tropical, os potenciais impactos negativos gerados pela exposição a este inseticida em 

aspectos comportamentais de anfíbios, durante seus estágios larvais. 

3.​  MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 CARACTERIZAÇÃO DO CONTAMINANTE 

O ingrediente ativo utilizado neste estudo foi o imidacloprido em sua 

formulação comercial, Imidagold 700 WG (700 g/kg), o qual é comumente utilizado 

nos campos agrícolas. 

3.2 ORGANISMOS 

Para este experimento, foram utilizados girinos no estágio 25 de Gosner (Gosner, 

1960) da espécie Aquarana catesbeiana, conhecida popularmente como rã-touro-americana. 

Essa espécie é amplamente empregada como modelo experimental em estudos de 

ecotoxicologia com anfíbios, tanto pela disponibilidade e facilidade de criação em cativeiro, 

quanto por já ter sua fisiologia amplamente conhecida. Além disso, os girinos apresentam um 

tamanho corporal maior em comparação às espécies neotropicais, permitindo a coleta de 

tecidos para análises, e respondem de maneira sensível às variações de temperatura e aos 

agrotóxicos em ensaios de toxicidade (Freitas et al., 2016). Ademais, por ser reconhecida 

como uma espécie modelo para testes ecotoxicológicos, possibilita-se a posterior comparação 
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dos dados obtidos neste trabalho com outros estudos já realizados com a mesma espécie 

(Carvalho et al., 2017; Motta et al., 2023; Freitas et al 2016).  

Os girinos foram fornecidos pelo Centro de Aquicultura da UNESP (Caunesp), 

localizado em Jaboticabal (SP). Após a chegada ao laboratório, os animais passaram por um 

período de aclimatação de vinte dias em aquários, com parâmetros físico-químicos da água 

monitorados (temperatura, pH, oxigênio dissolvido e condutividade), fotoperíodo controlado 

(12h claro/12h escuro) e alimentação padronizada. Esse período de adaptação é fundamental 

para reduzir o estresse dos organismos antes do início da fase de exposição experimental, 

assegurando maior confiabilidade nos resultados obtidos.  

3.3.  TESTES DE TOXICIDADE CRÔNICA EM LABORATÓRIO 

Foram realizados testes de toxicidade crônica com exposições de 7 dias, para 

investigar os efeitos subletais do IMD em girinos. Os ensaios consideraram duas 

concentrações ambientalmente relevantes do contaminante (C1= 190 µg/L e C2= 300 µg/L). 

As concentrações foram definidas a partir do levantamento de registros feitos em campo da 

ocorrência do IMD em corpos hídricos e do cálculo das PEC, considerando dimensões de 

corpos d’água representativos para anfíbios tropicais. Foram avaliados, ao término dos 

experimentos, efeitos comportamentais, como serão descritos na próxima seção.  

Recipientes contendo 600 ml de água, os quais representaram as réplicas deste 

experimento, foram regulados para temperaturas de 28 e 32°C. A manutenção das 

temperaturas nas réplicas foi regulada por termostatos com termômetros acoplados para 

regulação e adicionados em bacias de 20 L, onde os recipientes individuais foram aquecidos 

sincronicamente num mecanismo semelhante a um “banho maria”. Desta forma, as condições 

térmicas de cada recipiente individual imerso no tanque foram semelhantes para todos os 

grupos testados. As temperaturas tiveram seus valores registrados diariamente a fim de 

controlar as possíveis variações durante o período experimental. Os animais permaneceram 

sob constante aeração. 

Foram utilizados três recipientes para cada tratamento (triplicatas), contendo 5 girinos 

cada (n=15 animais/tratamento). Previamente, os girinos tiveram seus estágios de 

desenvolvimento registrados de acordo com Gosner (1960). A fim de evitar choque térmico, 

o acréscimo de temperatura foi realizado gradualmente. Os girinos foram mantidos sob 

aeração constante durante todo o experimento e  alimentados a cada dois dias com ração 
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comercial para peixes tropicais, de forma padrão e suficiente, evitando o acúmulo de resíduos 

nos compartimentos e com intuito de não comprometer os parâmetros físico-químicos da 

água. Os animais do grupo controle foram submetidos às mesmas condições experimentais 

que os demais, entretanto sem a presença do contaminante, para ambas as temperaturas 

experimentais. Ao término dos sete dias, os girinos tiveram seus comportamentos natatórios 

registrados e seguiram às análises, conforme descrito na seção seguinte. 

 Todos os animais foram sacrificados por imersão em solução letal de benzocaína 

(100 mg/L). Uma parcela dos girinos foi fixada em formol 10% para análises futuras. Todos 

os procedimentos que foram realizados com os girinos foram autorizados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal, CEUA, da Faculdade de Ciências de Bauru (Certificação 

n. 596/2024). 

 

Figura 1.: (A) Seleção de girinos no estágio 25 de Gosner (1960); (B) Confecção de triplicatas e 

demarcação de cada grupo (Controle, C1 e C2), para cada temperatura analisada; ( C ) Figura representando a 

metodologia de “banho maria” para manter as temperaturas desejadas durante o experimento crônico. 
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 3.4. AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO ANTIPREDATÓRIO 

 Foram registrados os comportamentos de nove girinos (n = 9) expostos a cada 

concentração de IMD com variações de temperatura, após período de exposição crônica. 

Após 60 segundos de aclimatação, a atividade de natação de três girinos por réplica, foi 

registrada simultaneamente durante cinco minutos, utilizando uma câmera digital posicionada 

acima de um aquário de vidro retangular (22 x 45 cm). Assim, para cada grupo experimental, 

houveram três filmagens, contendo três girinos cada. A partir de cada filmagem foram 

retiradas 30 fotografias, a fim de registrar o quadrante ocupado por cada indivíduo, para cada 

tratamento, incluindo o controle. A água dos aquários experimentais foi aquecida para as 

temperaturas experimentais durante as gravações.  

Os animais foram mantidos em aquários padronizados, sob condições controladas de 

luminosidade e temperatura, a fim de evitar interferências externas nos padrões 

comportamentais observados. Para o registro da distribuição dos indivíduos no aquário, 

foram confeccionados quadrantes equidistantes, com aproximadamente 9 cm entre si. A 

demarcação dos quadrantes foi realizada digitalmente no software Photoshop, onde foi 

previamente ajustado em escala real, garantindo precisão e reprodutibilidade nas análises 

(Figura 2). 

Figura 2.: Imagem mostrando o esquema para avaliação do comportamento de forrageamento dos 

girinos com percepção visual e química do predador onde (A) indica o quadrante mais próximo ao predador; (B) 

quadrante intermediário e ( C ) quadrante distante do predador. 

 

 Os indivíduos foram colocados na presença do predador, representado pela carpa 

comum (Cyprinus carpio), contido em uma gaiola, com o tamanho de aproximadamente 15 
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cm², cercada por malha fina (18 x 16mm) permitindo a visualização do predador e a detecção 

química do mesmo. Com o objetivo de avaliar a atividade de forrageamento dos girinos, foi 

oferecido alimento aos animais, constituído por ração de peixes tropicais triturada e modelada 

em forma de esfera. O alimento foi adicionado próximo à parede da gaiola do predador e 

posteriormente foi observado se os animais se arriscaram na alimentação, mesmo sob risco de 

predação  (Figura 3). 

 

Figura 3.: Registro do predador Cyprinus carpio durante o período de aclimatação, acompanhado pela 

oferta de alimento para avaliação do comportamento de forrageamento dos girinos. À direita, observam-se os 

girinos de Aquarana catesbeiana em interação visual e química com o predador. 

Através da metodologia adaptada por Freitas et. al (2019) para girinos (Figura 2 e 3), 

foi observado as seguintes variáveis: tempo de permanência no quadrante distante e no 

quadrante próximo ao predador, tempo de alimentação (s), tempo de congelamento (período 

em que o girino permaneceu imóvel), tempo de movimentação (s) e número de aproximações 

do predador. Os dados obtidos serviram de base para as análises estatísticas subsequentes, 

voltadas à identificação de alterações comportamentais relacionadas à exposição aos 

tratamentos avaliados. 
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3.5. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Após a obtenção dos resultados, a normalidade e homogeneidade dos dados foi 

avaliada. Para dados paramétricos, foi empregada a análise de variância de dois fatores 

ANOVA Two-Way para examinar a interação entre os dois fatores independentes, 

temperatura e concentração do IMD, seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Para dados não 

paramétricos, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para múltiplos fatores independentes. 

Todas as análises foram baseadas em Zar (1999), as quais foram realizadas no software 

Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA), considerando p ≤ 0,05 como critério de 

significância estatística. 

4.​ RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Em relação ao tempo de movimentação dos girinos, observou-se uma redução na 

atividade locomotora dos indivíduos do grupo controle mantidos a 32° C em comparação 

com o controle a 28° C (p = 0,015), indicando um efeito isolado da temperatura sobre a 

mobilidade. Por outro lado, o contaminante não apresentou efeito significativo neste 

parâmetro em nenhuma das concentrações testadas (C1 e C2, tanto a 28° C quanto a 32° C) 

(p > 0,05). Além disso, não foi observado efeito combinado entre a temperatura e o 

contaminante sobre o tempo de movimentação dos animais. 

Quanto ao tempo de congelamento, os resultados indicaram uma alteração 

significativa associada à exposição ao IMD em 28° C. Girinos expostos à maior concentração 

(C2) do contaminante apresentaram uma redução no tempo de congelamento quando 

mantidos a 28° C, em comparação ao grupo controle na mesma temperatura (p = 0,0122). 

Esse resultado evidencia um efeito de toxicidade comportamental do IMD, sugerindo que o 

inseticida pode interferir na resposta antipredatória, possivelmente reduzindo a capacidade 

dos girinos de permanecerem imóveis diante de estímulos de ameaça. Essa modulação 

comportamental pode estar relacionada a alterações neurofisiológicas induzidas pela ação do 

IMD sobre receptores nicotínicos de acetilcolina, conforme relatado em outros estudos com 

anuros da família Ranidae expostos ao IMD (Bouffard et al., 2022).  
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Figura 4.: Gráfico à esquerda: comportamento de movimentação sob temperaturas de 28 °C e 32 °C, com 

diferença significativa entre os controles (p ≤ 0,05). À direita, o gráfico apresenta o comportamento de 

congelamento, evidenciando diferença significativa entre o grupo controle e o tratamento C2 na mesma 

temperatura (p ≤ 0,05). 

​ Quando avaliados os demais parâmetros comportamentais, número de aproximações 

ao predador, tempo de permanência no quadrante mais distante, tempo de alimentação e 

tempo no quadrante próximo, não foram observadas diferenças estatísticas significativas 

entre os grupos experimentais, independentemente da temperatura ou da concentração do 

IMD (p > 0,05). Esses resultados indicam que, dentro das condições testadas, o contaminante 

não afetou de maneira expressiva os comportamentos exploratórios ou de forrageamento dos 

girinos de A.catesbeiana. A ausência de diferenças nesses parâmetros sugere que o IMD 

exerce um efeito mais específico sobre as respostas comportamentais associadas à defesa e à 

imobilidade (como o tempo de congelamento), do que sobre atividades de exploração ou 

alimentação. 

Figura 5: Gráfico à esquerda demonstra o número médio de aproximação dos girinos ao predador. Gráfico a 

direita demonstra o tempo em que o girino permaneceu no quadrante mais distante do predador, sem relevância 

estatística para os parâmetros analisados (p>0,05). 

13 



 

 

 

Figura 6: Gráfico à esquerda demonstra o tempo médio (s) de alimentação dos girinos. Gráfico a direita 

demonstra o tempo médio (s) em que o girino permaneceu no quadrante mais próximo do predador, sem 

relevância estatística para os parâmetros analisados (p>0,05). 

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a exposição crônica ao inseticida 

IMD, em concentrações ambientalmente relevantes, exerceu efeitos comportamentais 

específicos sobre os girinos de A. catesbeiana. A redução significativa no tempo de 

congelamento observada nos indivíduos expostos à maior concentração (C2) sugere que o 

contaminante pode interferir em respostas antipredação, o que corrobora com o papel 

neurotóxico amplamente descrito para os neonicotinóides, especialmente devido à sua ação 

agonista nos receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChRs) (Nugnes et al., 2023; 

Perez-Iglesias et al., 2014). Esse mecanismo pode resultar em hiperexcitação neuronal e, 

consequentemente, comprometer os comportamentos mediados por vias sensoriais e motoras, 

reduzindo a capacidade de resposta frente aos estímulos de ameaça, resultados semelhantes 

foram observados por Lee-Jenkins e Robinson. (2018), que avaliaram a resposta antipredação 

de Lithobates sylvaticus expostos ao IMD, onde demonstraram uma redução significativa na 

resposta ativa de fuga frente a estímulos. 

A alteração do comportamento de congelamento, em contraste com a ausência de 

diferenças significativas nos parâmetros de movimentação, alimentação e exploração, indica 

que o IMD pode afetar seletivamente comportamentos dependentes de controle neural fino e 

percepção de risco. Essa sensibilidade comportamental já havia sido destacada por Sievers et 

al., (2019) e Bouffard et al., (2022) que observaram prejuízos na detecção de predadores em 

girinos expostos ao IMD. Assim, os resultados obtidos reforçam a hipótese de que o IMD, 
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mesmo em baixas concentrações, pode comprometer respostas antipredação críticas para a 

sobrevivência de anfíbios em ambientes naturais. 

A influência isolada da temperatura observada na movimentação dos girinos, sem 

interação significativa com o contaminante, demonstra que este fator pode atuar como 

modulador fisiológico independente. A redução da atividade locomotora a 32° C em 

comparação a 28° C está em consonância com o que foi relatado por Freitas et al (2017), 

Putnam et al (1981) e Li et al (2025), que apontaram a temperatura como um determinante 

chave no desempenho metabólico dos anfíbios. Embora a maioria dos estudos reporte que 

aumentos de temperatura usualmente aceleram o metabolismo dos ectotérmicos, temperaturas 

elevadas podem também levar ao aumento do consumo energético e à diminuição da 

eficiência motora, refletindo em uma compensação entre manutenção fisiológica e atividade 

comportamental (Navas et al., 2008; Angilletta, 2006). Isto pode ser especialmente 

verdadeiro para espécies adaptadas a climas temperados, como é o caso de A. catesbeiana, 

uma espécie norte-americana. 

De fato, é apontado em literatura que a combinação entre estresse térmico e exposição 

a agrotóxicos tem potencial em gerar efeitos aditivos sobre o desenvolvimento e o 

comportamento de anfíbios (Gordillo et al., 2024; Quiroga et al., 2019; Freitas et al., 2017; 

Samojeden et al., 2022). Ainda que o presente estudo não tenha evidenciado de forma clara, e 

sob diferentes níveis biológicos, interações significativas entre temperatura e o contaminante, 

o aumento das temperaturas em regiões tropicais pode amplificar os riscos ecotoxicológicos, 

conforme proposto por Zhang et al (2022) e Pottier et al (2025). Apesar disso, diversos 

artigos já disponíveis em literatura relataram efeitos combinados do estresse térmico e 

agrotóxicos em girinos, tais como alterações nas respostas antioxidantes e estresse oxidativo, 

alterações nas atividades das enzimas colinesterases, desregulação endócrina e 

comportamento (Zhang et al., 2023; Freitas et al., 2016; Freitas et al., 2017; Thompson et al., 

2022). 

Os anfíbios podem ser considerados importantes bioindicadores sensíveis à 

contaminação ambiental (Costa, 2008; Freitas et al., 2017). A exposição em habitats 

aquáticos temporários, frequentemente localizados próximos a áreas agrícolas, intensifica o 

risco de contato com agrotóxicos persistentes (Girotto et al., 2022; Schiesari e Corrêa, 2016),  

como o IMD . Tais condições podem comprometer processos ecológicos essenciais, incluindo 

forrageamento e evasão de predadores, aumentando a vulnerabilidade das populações 
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(Albuquerque et al., 2025; Hernández-Herrera et al., 2024). Dessa forma, os resultados 

obtidos contribuem para a compreensão dos efeitos subletais e comportamentais do IMD em 

espécies de anfíbios, destacando a importância de considerar não apenas endpoints de 

letalidade, mas também alterações em parâmetros comportamentais como indicadores 

sensíveis de estresse ambiental (Katzenberger et al., 2014; Manenti et al., 2023). A redução 

do tempo de congelamento observada aqui pode representar uma perda funcional na resposta 

antipredação, o que, em ambientes naturais, pode resultar em aumento da predação e, 

consequentemente, redução da sobrevivência. 

Em síntese, os resultados reforçam a necessidade de integrar abordagens 

ecotoxicológicas e comportamentais para compreender de forma abrangente os impactos de 

contaminantes emergentes sobre organismos aquáticos. Considerando a ampla utilização do 

IMD no Brasil (Samojeden, 2022; Friedrich et al., 2021) e a persistência desse composto em 

corpos hídricos, é fundamental que estudos futuros explorem exposições de longo prazo e 

interações com variáveis ambientais múltiplas, visando melhor estimar os riscos ecológicos 

associados a esse neonicotinóide em regiões tropicais. 

5.​ CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que a exposição crônica ao inseticida 

IMD, mesmo em concentrações ambientalmente relevantes, é capaz de interferir 

seletivamente em comportamentos antipredação de girinos, reduzindo o tempo de 

congelamento e, consequentemente, a eficiência em respostas defensivas frente à presença de 

predadores. Essas informações reforçam o potencial neurotóxico do IMD e indicam que 

alterações comportamentais sutis podem representar importantes sinais de comprometimento 

fisiológico e ecológico em organismos aquáticos. Além disso, observou-se que a temperatura 

atuou como um fator modulador de efeito, pois nota-se um efeito do IMD 

temperatura-dependente sob o comportamento locomotor dos girinos. Apontamos aqui a  

importância em considerar a interação entre estressores ambientais como o aquecimento 

global e a contaminação química na avaliação dos riscos ecotoxicológicos em regiões 

tropicais. Esse ponto é especialmente relevante no contexto brasileiro, uma vez que a 

legislação nacional ainda não contempla parâmetros de temperatura representativos para a 

realidade climática do país, cuja predominância de condições tropicais pode intensificar a 

toxicidade de diversos contaminantes. Assim, a ausência de normativas que incorporem 
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faixas térmicas mais realistas pode subestimar os riscos ecotoxicológicos a organismos 

ectotérmicos, como os anfíbios. 

Além dos pontos apresentados, os resultados contribuem para o entendimento dos 

efeitos subletais do IMD em anfíbios, auxiliando no entendimento de suas vias de ação para o 

grupo. Por fim, ressalta-se que este trabalho representa apenas uma parcela inicial de uma 

investigação mais ampla, a qual será futuramente complementada com análises morfológicas 

e bioquímicas, bem como testes de genotoxicidade, com o intuito de  ampliar a compreensão 

sobre os efeitos fisiológicos desencadeados pelo IMD, associado às mudanças de temperatura 

em A. catesbeiana. Essas abordagens permitirão uma caracterização mais abrangente dos 

efeitos deste contaminante sobre a saúde dos anfíbios, contribuindo para o avanço das 

pesquisas em ecotoxicologia e para o aprimoramento das políticas ambientais voltadas à 

conservação de ambientes aquáticos. 
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