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RESUMO 

 

Neste estudo avaliamos os efeitos da mistura de duas formulações comerciais de herbicidas 

muito utilizados em combinação na agricultura, o 2,4-D e glifosato em uma espécie de anfíbio 

bioindicadora: Physalaemus cuvieri. Os ensaios crônicos foram realizados considerando 

concentrações ambientalmente relevantes e concentrações máximas destes herbicidas 

permitidas em águas de acordo com a legislação. A mistura destes dois agrotóxicos provocou 

alterações na morfologia oral; na forma e/ou tamanho do intestino; formato da coluna; presença 

de edemas e alterações na atividade natatória nos girinos nas concentrações testadas. Houve em 

média 56,8% de mortalidade nas concentrações testadas, e uma concentração letal média (CL50) 

de 168 horas de 12,52 µg/L (2,4-D) + 142,60µg/L (glifosato) para a Physalaemus cuvieri. Estes 

dados demonstram que a mistura de herbicidas pode ser letal a espécie testada, e demonstrando 

ser um bom bioindicador. Sugerimos que sejam realizados mais ensaios toxicológicos com 

outras espécies a fim de verificar a toxicidade da mistura desses agrotóxicos que podem ser 

encontrados em águas superficiais, verificando os possíveis impactos que estes herbicidas 

possam vir a causar ao ecossistema. 

 

Palavras-chave: 2,4-D. Glifosato.  Herbicidas. Physalaemus cuvieri. Toxicidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

In this study assessed the effects of mixing two commercial formulations of herbicides widely 

used in combination in agriculture, the 2,4-D and glyphosate in an amphibian bioindicator 

species: Physalaemus cuvieri. The chronic trials were held considering environmentally 

relevant concentrations and maximum concentrations of these herbicides allowed in waters 

according to the legislation. The mixture of these two agrotoxics caused changes in oral 

morphology; in the form and / or size of the intestine; spine format; presence of edemas and 

changes in swimming activity in tadpoles at the concentrations tested. There was an average of 

56.8% mortality in the tested concentrations, and a mean lethal concentration (LC50) of 168 

hours from 12.52 μg.L-1 (2,4-D) + 142,60 μg.L-1 (glyphosate) to Physalaemus cuvieri. These 

figures show that the herbicide mixture may be lethal to the species tested, and proving to be a 

good bioindicator. We suggest that further toxicological tests be carried out with other species 

in order to verify the toxicity of the mixture of these agrotoxics that can be found in surface 

water, verifying the impacts that these herbicides may have on the ecosystem. 

 

Keywords: 2,4-D. Glyphosate. Herbicides. Physalaemus cuvieri. Toxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O aumento na demanda de alimentos pela população humana vem contribuindo para o 

crescente investimento em tecnologia aplicado a agricultura (SAATH; FACHINELLO, 2018), 

surgindo alternativas para a produção de alimentos como agroecossistemas e monocultivos 

(RODRIGUES, 2006). Entretanto estas formas de produção de alimento acabam favorecendo 

o aparecimento de pragas, ervas daninhas, doenças e microrganismos advindos do desequilíbrio 

que atinge essas populações, impulsionando a utilização de agrotóxicos e fertilizantes. 

(RODRIGUES, 2006). Esta ação aumenta a presença de compostos xenobióticos no meio 

ambiente, principalmente nos ecossistemas aquáticos, acarretando graves consequências aos 

seres vivos que estão inseridos neste habitat (SIMONATO et al., 2008; STEHR et al., 2004; 

PACHECO; SANTOS, 2002). 

O Brasil utiliza uma elevada quantidade de agrotóxico para o cultivo agrícola e também 

é considerado um dos principais produtores de alimentos do mundo (LOPES; 

ALBUQUERQUE, 2018). Agrotóxicos são substâncias químicas utilizadas na agricultura para 

o controle de insetos (inseticidas), agentes causadores de doenças (fungicidas) e ervas daninhas 

(herbicidas) ou outros fins (HELFRICH, 2009; SANTOS, 2013). Os herbicidas são agrotóxicos 

que tem a função de controlar o crescimento de ervas daninhas indesejáveis, de forma a 

provocar aumentos na produtividade das culturas (DHAWAN; BAJPAYEE; PARMAR, 2009). 

Os herbicidas 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) e o glifosato (N-(fosfonometil)glicina) 

destacam-se como os ingredientes ativos (IA) mais vendidos no Brasil, sendo o glifosato em 

primeiro lugar com 173.150,75 toneladas de IA e o 2,4-D em segundo lugar com 57.389,35 

toneladas de IA (IBAMA, 2019). 

Além disso, o 2,4-D e o glifosato são agrotóxicos da classe dos herbicidas que tem um 

papel fundamental no controle de ervas daninhas na agricultura no mundo (JUNIOR et al., 

2002; GATHERCOLE; G, 2012; CECATO et al., 2017). Houve grande impacto na produção 

agrícola de alimentos, devido à redução de custos (GATHERCOLE; G, 2012). O 2,4-D está 

classificado como um composto do ácido fenoxiacético, do grupo de herbicidas 

clorofenoxiacéticos (LI, et al., 2017; RODRIGUES; SERRA, 1996). Apresenta maior 

toxicidade para plantas de folha larga, comumente utilizado no entorno de casas, jardins, 

parques, campos de futebol, agricultura e silvicultura (BOKÁN et al., 2013). De acordo com a 

ANVISA (2016) o 2,4-D é considerado seletivo, sistêmico de pós-emergência e possui 

classificação toxicológica Classe I (extremamente tóxico). 
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Desde a descoberta do 2,4-D em 1945, este é um dos mais usados no mundo 

(GATHERCOLE; G, 2012). A produção do 2,4-D iniciou-se durante o período da Segunda 

Guerra Mundial (1939-1945) sendo utilizado como desfolhante de florestas. Após o período de 

guerra, começou-se a ser utilizado para o controle de ervas daninhas na produção agrícola 

(CONCENÇO et al., 2014). Esse herbicida encontra-se nas formulações líquidas, pó ou 

granular, sendo que a sua toxicidade depende de suas fórmulas químicas como, sais, ésteres e 

ácido (EPA, 2019). O 2,4-D é empregado em culturas de grãos, frutas e hortaliças par o controle 

de ervas daninhas nestas (INICIATIVA 2,4-D, 2019). 

O agrotóxico glifosato pertence ao grupo glicina, que tem ação não-seletiva, sistêmica 

e pós-emergente (SOUZA, 2006) e está entre os agrotóxicos mais vendidos no mundo e no 

Brasil, estando em primeiro lugar entre os herbicidas mais utilizados desde 2008 (MELO, 2018; 

IBAMA, 2019). É pulverizado para eliminação de ervas daninhas na agricultura, sendo 

absorvido pela planta através das folhas e caulículos novos, agindo nos sistemas enzimáticos, 

inibindo o metabolismo de aminoácidos e ocasionando em poucos dias a morte das ervas 

daninhas (JUNIOR et al., 2002). Segundo a bula do Roundup Original® DI, tem classificação 

toxicológica Classe II (altamente tóxico) e Classificação do Potencial de Periculosidade 

Ambiental Classe III (produto perigoso ao meio ambiente).  

O glifosato foi sintetizado pela primeira vez em 1970 pela Monsanto, sendo utilizado 

para o controle de plantas daninhas de folhas largas ou estreitas (MELO, 2018). Pode ser 

constituído de sal de amônio ou de sódio, é um organofosfato que não afeta o sistema nervoso 

das plantas como parte dos organofosforados, entretanto mesmo o glifosato ter sido citado como 

pouco tóxico, há indícios que este cause efeitos deletérios no ambiente devido algumas plantas 

adquirirem certa resistência a este (JUNIOR et al., 2002). O glifosato é utilizado principalmente 

para o controle de ervas daninhas em plantações de grãos (WAGNER; JUNIOR, 2014).  

O 2,4-D e o glifosato são agrotóxicos que já forma detectados em águas superficiais, o 

2,4-D já foi detectado em concentrações de 3,81 µg/L; 34,8 µg/L e 74,5 µg/L (PINHEIRO; 

SILVA; KRAISCH, 2010) e o glifosato em concentrações de 144 µg/L; 700 µg/L; 1000 µg/L 

(MATTOS et al. 2002; RODRIGUES; ALMEIDA 2005; PERUZZO; PORTA; RONCO, 2008; 

DORNELLES 2013). Na legislação brasileira, a Resolução CONAMA 357/2005 determina a 

quantidade máxima permitida de 4µg/L de 2,4-D em águas superficiais de classe 1, 30µg/L de 

2,4-D para águas superficiais de classe 3, e a Portaria do Ministério da Saúde 2914/2011 

determinam os máximos de resíduos de 2,4-D que podem conter em águas potável de 30µg/L 

(BRASIL, 2005; BRASIL, 2011). Em relação ao glifosato, a Resolução CONAMA 357/2005 

estabelece a quantidade máxima permitida de 65µg/L de glifosato em águas superficiais de 
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classe 1 e 280µg/L de glifosato para águas superficiais de classe 3. Já para água de consumo 

humano, a Portaria do Ministério da Saúde 2914/2011 estabelece o valor de 500µg/L (BRASIL, 

2005; BRASIL, 2011). 

O 2,4 D e o glifosato podem ser misturados para a dessecação em pré-plantio, 

mostrando-se mais eficazes quando usados combinados do que quando aplicados isoladamente 

com elevadas doses de cada agrotóxico (TAKANO, 2013). Na agricultura é muito utilizada a 

combinação de agrotóxicos para o controle de pragas e ervas daninhas (COSTA et al., 2011), 

Porém, misturas podem causar efeitos negativos em organismos não-alvo (GE et al, 2014), 

devido a ocorrência de interações sinérgicas, aditivas ou antagônicas (BRODEUR et al., 2014).  

A utilização intensiva de agrotóxicos na agricultura acaba representando um perigo para 

os ecossistemas, pois pode acarretar em destruição de ambientais naturais e de fontes de 

alimentos de organismo não-alvo, ocasionando a perda de diversas espécies (JUNIOR et al., 

2002). Além destes contrastes, o uso de agrotóxicos também acaba afetando diretamente a 

reprodução de animais aquáticos e sua sobrevivência, ocasionando a morte de plantas que são 

responsáveis por fornecer até 80% do oxigênio dissolvido para a vida aquática, provocando a 

diminuição dos níveis de oxigênio dissolvido e causando a asfixia desses animais (HERFRICH, 

2009). 

Os agrotóxicos podem ainda provocar diversos efeitos indesejáveis, como atingir 

organismos não-alvos, alterar a dinâmica bioquímica natural, provocar um desequilíbrio 

ecológico e comprometer a qualidade da água de muitos mananciais e bacias hidrográficas 

(SPADOTTO et al., 2004; BELCHIOR et al., 2014; MARCATO, 2014).  

Os ecossistemas aquáticos podem ser contaminados pelos agrotóxicos, quando estes são 

arrastados pela ação dos ventos, pela água das chuvas e pela lixiviação do solo (BELCHIOR et 

al., 2014; BOIVIN et al., 2005). O constante lançamento de substâncias tóxicas no ecossistema 

aquático acaba afetando diversos organismos vivos, devido ao fato de estas substâncias serem 

capazes de interagir e causar várias alterações que podem gerar consequências nas populações, 

ecossistemas ou comunidades, conforme o grau de exposição a substância e o tempo de 

exposição (JESUS; CARVALHO, 2008; DHAWAN; BAJPAYEE; PARMAR, 2009).  

Para a análise de possíveis danos em organismos vivos causados por substâncias tóxicas 

são utilizados bioindicadores ambientais (NOVO, 2012). O bioindicador é um organismo ou 

uma comunidade que reage a modificação das condições ambientais em que estão expostas, 

alterando as suas funções vitais e/ou sua composição química de forma a fornecer um 

diagnóstico sobre a situação ambiental (NOVO, 2012). Existem diversos organismos modelos 

considerados bioindicadores ambientais, tais como anfíbios (LAJMANOVICH et al., 2015; 
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MACAGNAN et al., 2017; RUTKOSKI et al., 2018), peixes (VERMA et al., 1980; LI et al., 

2017; SOBJAK et al., 2017) abelhas (HAMADACHE et al., 2017; KUAN et al., 2018), 

moluscos (CANTY et al.,2007), dentre outros. As espécies que habitam o ambiente aquático 

podem ser utilizadas como bioindicadores ambientais, pois estão expostas constantemente a 

diversas substâncias tóxicas liberadas pelas ações antrópicas (CORT; GHISI, 2014).  

Anfíbios são considerados ótimos indicadores de qualidade ambiental, pois estão 

suscetíveis a mudanças ambientais, habitam em ambientes terrestres e aquáticos, possuem 

permeabilidade na sua pele e são vulneráveis a contaminantes químicos encontrados nos seus 

habitats (SWINEFORD, 1980; HALL; HAYES et al., 2006; NOVO, 2012; BRÜHL et al., 2013; 

VASCONCELOS, 2014). A compreensão dos efeitos dos contaminantes nos organismos 

aquáticos é o primeiro passo para entender a toxicidade direta nestes (GÜNGÖRDÜ; UÇKUN; 

YOLOGLU, 2016). A utilização da avaliação de risco ecológico é essencial para análise da 

mistura dos agrotóxicos que possam vir a trazer riscos de sobrevivência para a espécie (USEPA, 

1992). 

A espécie Physalaemus cuvieri (Anura: Leptodactylidae) conhecida como rã cachorro 

pode ser considerada um bom indicador ambiental (BECKER; RAMOS; MOURA, 2007; 

WRUBLESWSKI et al., 2018), ocorre em diversos tipos de habitats, com facilidade de 

adaptação a ambientes abertos ou florestais, e encontra-se estável na lista vermelha da IUCN 

(International Union for Conservation of Nature) (MIJARES et al., 2010). Physalaemus cuvieri 

é uma espécie que possui ampla distribuição geográfica e ocorrem em diversos lugares da 

Argentina, Brasil e Paraguai (FROST, 2019).  Com isso, o presente estudo tem a finalidade de 

avaliar a toxicidade da mistura dos agrotóxicos 2,4-D e glifosato em anfíbios de Physalaemus 

cuvieri, pois nessa fase os indivíduos se desenvolvem na água e podem sofrer os efeitos da 

mistura de herbicidas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos ecotoxicológicos da mistura da formulação comercial dos herbicidas 

2,4-D e glifosato no anfíbio bioindicador P. cuvieri. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar os efeitos da exposição crônica da mistura de 2,4-D + Glifosato em P. cuvieri 

na mortalidade/sobrevivência; 

 Analisar se a mistura dos dois agrotóxicos, 2,4-D + Glifosato pode influenciar na 

atividade natatória e causar malformação de P. cuvieri; 

 Discutir os efeitos da mistura comparando com os efeitos isolados de cada agrotóxico. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 AGROTÓXICOS 

 

Os herbicidas selecionados para a utilização nos ensaios de toxicidade crônica foram a 

formulação comercial de 2,4-D NORTOX® (806g/L sal de dimetilamina de (2,4 

dichlorophenoxi) ácido acético (2,4-D), 670g/L ácido equivalente de 2,4-D e 526,6g/L de outros 

ingredientes) e o glifosato a formulação comercial Roundup Original® DI (445g/L sal de Di-

amônio de N-(phosphonomethyl) glicine (GLIFOSATO), 370g/L de ácido equivalente N-

(phosphonomethyl) glicine (GLIFOSATO) e 751g/L de outros ingredientes).  

As propriedades químicas do agrotóxico 2,4-D e glifosato estão expostos na tabela 1 e 

a fórmula estrutural do 2,4-D está expressa na Figura 1 e do glifosato na Figura 2. 

 

Tabela 1: Propriedades químicas dos agrotóxicos 2,4-D e glifosato.  

2,4-D (C8H6Cl2O3) 

PROPRIEDADES VALOR REFERÊNCIA 

Solubilidade em 

água (25°C) 
900mg/L JUNIOR et al., 2002 

pKa 2,6 CHAVES et al., 2018 

Log Kow 2,58 a 2,83 CHAVES et al., 2018 

Tempo de meia vida 

em água 
14 a 28 dias CHAVES et al., 2018 

GLIFOSATO (C3H8NO5P) 

PROPRIEDADES VALOR REFERÊNCIAS 

Solubilidade em 

água (25°C) 
1,05x106 mg/L MACBEAN, 2010 

pKa 

Com 4 constantes de 

dissociação <2,0; 2,6; 5,6; 

10,6 

COUTINHO; MAZO, 2005 

Log Kow 5,4 MACBEAN, 2010 

Tempo de meia vida 

em água 
7 a 21 dias 

GIESY et al., 2000; PATERSON, 

2007; EDGE et al., 2012 

 

Figura 1: Fórmula estrutural do agrotóxico 2,4-D.  

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

Cl 

Cl 
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Figura 2: Fórmula estrutural do agrotóxico glifosato. 

 

 

   

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Foram analisadas 5 misturas dos herbicidas 2,4-D e glifosato, baseando-se na máxima 

concentração do agrotóxico permitida na água pela resolução CONAMA 357/2005 e pela 

Portaria do Ministério da Saúde 2914/2011, e em concentrações ambientalmente relevantes, 

conforme a Tabela 2. 

 

Tabela 2: Concentrações das misturas de 2,4-D e glifosato utilizadas nos ensaios com girinos 

de P. cuvieri  

Mistura 

Concentração de 

2,4-D+ glifosato 

(µg/L) 

Referências 

1º 4 + 65 
Máximo permitido para águas superficiais de classe 1, 

Brasil - CONAMA 357/2005 

2° 17+122,5 
Concentração intermediária entre rios de classe 1 e 3 da 

CONAMA 357/2005 

3º 30 + 280 
Máximo permitido para águas superficiais de classe 3, 

Brasil - CONAMA 357/2005 

4º 30 + 500 
Máximo permitido em água potável, Portaria do 

Ministério da Saúde 2914/2011 

5º 74,5 + 1000 

Concentrações máximas encontradas em águas 

superficiais dentro da área de distribuição geográfica da 

espécie RODRIGUES; ALMEIDA, 2005; PINHEIRO; 

SILVA; KRAISCH, 2010 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019. 

 

A solução-estoque foi elaborada no dia de aplicação dos ensaios crônicos, realizando-

se a diluição da formulação comercial em água destilada até obter uma solução-estoque com 

concentração de 500 mg/L. A solução-estoque foi utilizada em todos os ensaios de toxicidade 

crônica e inserida somente uma vez no início dos ensaios. 

 

 

 

O 
O OH 

OH HO 
NH P 
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3.2 ORGANISMO TESTE E COLETA E MANUTENÇÃO DAS DESOVAS 

 

Para os ensaios de toxicidade crônica, utilizou-se como organismos teste girinos de 

Physalaemus cuvieri (Anura: Lepdodactylidae) (Figura 3 e Figura 4). 

 

Figura 3: Anfíbio da espécie P. cuvieri adulto. 

 

Fonte: ©Gilcinéia dos Santos, 2019. 

 

Foram coletadas desovas em lagoas em condições conservadas e sem interferência de 

agrotóxicos na Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim/RS (Latitude: 27º43’ 

46,11” Sul; Longitude: 52º16’ 54,40” Oeste) com menos de 24 horas de oviposição (Figura 

4A). As coletas foram realizadas entre os meses de novembro de 2018 a fevereiro de 2019. 

 

Figura 4: A) Desova e B) Girino de Physalaemus cuvieri coletados na lagoa da Universidade 

Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim.  

 

 

Fonte: A) Foto: ©Gilcinéia dos Santos; B) Elaborado pela autora, 2019. 

 

B A 
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Este estudo teve licença do ICMBio n° 65820-1 e a autorização do Comitê de Ética para 

Uso de Animais da Universidade Federal da Fronteira Sul (23205.003087/2018-11). 

A coleta das desovas foi realizada manualmente, em sacos plásticos e foram 

imediatamente levadas para o Laboratório de Ecologia e Conservação da Universidade Federal 

da Fronteira Sul – Campus Erechim. No laboratório, as desovas foram colocadas em aquários 

de 15 litros contendo água desclorada, atendendo os padrões de potabilidade e mantida em 

condições controladas de laboratório, com fotoperíodo de 12 horas claro/12 horas escuro 

(Figura 5). A água utilizada na criação e ensaios tinha os seguintes parâmetros: 24°C (±1), 

oxigênio dissolvido 5,0 mg/L (±1), turbidez <5, pH de 7 (±0,5), condutividade                              

160 µS/cm (±10), alcalinidade 9,74 mgCaCO3/L, Na de 44,1mg/L, Mg de 1,35 mg/L, Fe de 

0,08 mg/L, Ni<0,001 mg/L. A sala foi aclimatada com a temperatura entre 25°C (±2) e com 

umidade relativa do ar entre 60 e 80%. 

 

Figura 5: Criação de girinos de P. cuvieri, Laboratório de Ecologia e Conservação, 

Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim.  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Os girinos da criação e ensaios foram alimentados com ração comercial para peixe 

(Alcon MEP 200 complex), constituída de minerais orgânicos quelatados, enzimas digestivas e 

probiótico. Também foram colocadas folhas de alface orgânica livre de agrotóxicos nos 

aquários. Os girinos não utilizados nos ensaios foram devolvidos a natureza, no mesmo local 

onde haviam sido coletados. 

 

 

 



19 

 

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

3.3.2 Ensaio de toxicidade crônica 

 

Os ensaios de toxicidade crônica tiveram duração de 168 horas (7 dias), iniciando-se 

quando os indivíduos encontravam-se no estágio de desenvolvimento 25 (GOSNER, 1960) 

(Anexo A). O estágio 25 é uma fase larval, exclusivamente aquática, início da fase considerada 

girino, quando possui boca completa e é capaz de se alimentar e ter atividade natatória de fácil 

observação (ALTIG; MCDIARMID, 1999).  

Utilizou-se 30 girinos por concentração, divididos em 3 recipientes de vidro estéreis 

(triplicata), de volume de 500 mL. Em cada recipiente foram inseridos 500 mL de água 

desclorada, a concentração do agrotóxico a ser testada e 10 girinos. Após colocados os girinos, 

os recipientes foram fechados com plástico filme para evitar a evaporação e manteve-se os 

recipientes sob aeração constante (Figura 6 e Figura 7 ). Realizou-se um controle negativo do 

ensaio de toxicidade contendo somente água desclorada (mesmos parâmetros descritos no item 

3.3.1), 10 girinos por recipiente em triplicata.   

 

Figura 6: Fluxograma do ensaio de toxicidade crônica dos girinos P. cuvieri de expostos a 

mistura de 2,4-D e glifosato. 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

168 horas 

Ensaio de toxicidade crônica 

Malformação Atividade natatória Mortalidade 

Controle negativo 
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Figura 7: Ensaio de toxicidade crônica com girinos de P. cuvieri. Laboratório de Ecologia e 

Conservação, Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim.  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

A cada 24 horas de realização do ensaio crônico foi realizada a observação da atividade 

natatória e a mortalidade dos indivíduos. Os mortos foram removidos diariamente dos 

recipientes e quantificados. Neste período também os indivíduos foram alimentados e 

analisados os parâmetros de temperatura e o oxigênio dissolvido da água. 

 

3.3.3 Atividade Natatória 

 

Durante o período de realização do ensaio crônico analisou-se a atividade natatória dos 

girinos a cada 24 horas, de acordo com o protocolo qualitativo de observação de comportamento 

de peixes (ASTM E1711 – 12 “Standard Guide for Measurement of Behavior During Fish 

Toxicity Tests”). 

Da lista de verificação comportamental do protocolo, foram adaptados para a espécie os 

seguintes itens de atividade natatória: (0) atividade natatória igual do controle, (1) letargia, ou 

atividade natatória menor que o controle, (2) hiperatividade, ou atividade natatória maior do 

controle, (3) sem resposta (4) atividade natatória com contrações espasmódicas, tremores ou 

convulsões. 

 

3.3.4 Malformação 

 

A ocorrência ou não de malformação nos girinos foi observada individualmente em 

estereomicroscópio com sistema de imagem no último dia de exposição ao ensaio de toxicidade 
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crônica. Todos os girinos foram fotografados e comparados ao controle. Os parâmetros 

fenotípicos observados foram: (1) alteração na boca, perda parcial ou total dos queratodontes e 

dos lábios dos girinos (2) alteração na forma e/ou tamanho do intestino, (3) alteração no formato 

da coluna e (4) presença de edemas. 

 

3.3.5 Análises Estatísticas e Avaliação de Risco Ecológico 

 

Para a obtenção do valor da CL50 (concentração letal média) utilizou-se o método TSK 

Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THRUSTON, 1977) pelo software 

GBasic. 

Para realizar a classificação da toxicidade aguda usou-se a classificação da Globally 

Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS, 2019). Após o período 

de 96 horas de exposição a uma substância química, a toxicidade pode ser classificada em três 

categorias: alta toxicidade (CL50 < 1 mg/L), toxicidade moderada (CL50 entre 1 e 10 mg/L) e 

baixa toxicidade (CL50 > 10 mg/L).  

A diferença estatística entre a mortalidade, malformação e atividade natatória no 

controle e nos girinos expostos aos agrotóxicos foi avaliada por análise de variância (ANOVA 

One-Way) seguida do teste de Tukey ou Dunnett, quando p < 0,05, sendo utilizado os software 

Statistic 8.0 e Grapg Pad. 

O valor de CEO (concentração de efeito observado) e o CENO (concentração de efeito 

não observado) foram determinados através da ANOVA pelo teste de Dunnett. 

Para avaliação de risco ecológico foi utilizado a abordagem do quociente de risco agudo 

(hazard quocient = HQ) (Equação 1) e do quociente de risco crônico (chronic hazard quocient 

= CHQ) (Equação 2). Ambas equações relacionam a concentração ambiental estimada do 

toxicante (CEA) pela CL50 para o quociente de risco agudo e pelo CENO para o quociente de 

risco crônico.  

  

         𝐻𝑄 =  
𝐶𝐸𝐴

𝐶𝐿50
                           (1) 

         𝐶𝐻𝑄 =  
𝐶𝐸𝐴

𝐶𝐸𝑁𝑂
                           (2) 

 

Quando o valor de CENO não foi encontrado estatisticamente, utilizou-se os valores de 

CEO para o cálculo do CHQ (WU et al., 2015). O valor obtido de CHQ foi comparado com o 

nível preocupação (LOC – level of concern) da USEPA (Environmental Protection Agency) 
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(USEPA, 1998). Para o risco crônico o valor do LOC é igual 1, caso o CHQ for maior que o 

valor de LOC de 1, este tem potencial de risco crônico para animais aquáticos. E para o risco 

agudo o valor de LOC é 0,5, se for maior que este possui risco para a espécie (EPA, 2019). 

Utilizando esta mesma abordagem, calculou-se dois coeficientes de risco crônico, 

utilizando duas concentrações estimadas do toxicante (CEA) sendo o CHQ1, com máxima 

concentração ambiental encontrada na literatura = 74,5 µg/L de 2,4 D (PINHEIRO; SILVA; 

KRAISCH, 2010) + 1000 µg/L de glifosato (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005), e o CHQ2 com 

concentração permitida na água potável para consumo humano = 30µg/L de 2,4 D + 500µg/L 

de glifosato (Portaria do Ministério da Saúde 2914/2011). O CHQ1 se refere a estimativa de 

risco com o máximo ambiental e o CHQ2 a estimativa de risco utilizando o máximo permitido 

em lei. 

A Máxima Concentração Aceitável de Toxicante (MCAT) foi determinada pela média 

geométrica dos valores de CEO e CENO. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 MORTALIDADE 

 

A mortalidade foi alta no ensaio crônico, sendo maior que 50% a partir de 17,0 µg/L2,4D 

+ 122,5 µg/Lgli. A CL50 de 168 horas da mistura foi de 12,5 µg/L2,4-D (±95% = 5,3 - 29,8) + 

142,6 µg/Lgli (±95%= 67,9 - 299,4) (Tabela 3 e Figura 8) para girinos de P. cuvieri. Não houve 

influência significativa das concentrações misturadas (F(5, 36) = 2,18, p = 0,07) na mortalidade 

dos girinos após exposição a 168 horas.   

 

Tabela 3: Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri submetidos ao teste crônico em 

relação ao tempo de exposição a mistura de agrotóxicos 2,4-D e glifosato. 

Concentração (µg/L) 

2,4-D + Glifosato 

Mortalidade 
Total Mort. (%) 

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 

0 + 0 0 0 0 0 0 0 1 1 3 

4,0 + 65,0 3 2 3 0 1 1 1 11 37 

17,0 + 122,5  3 4 3 3 1 1 1 16 54 

30,0 + 280,0 0 0 1 2 7 3 5 18 60 

30,0 + 500,0 0 0 2 3 1 6 7 19 63 

74,5 + 1000,0 5 4 4 3 1 1 2 20 67 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Figura 8: Mortalidade cumulativa de girinos de P. cuvieri expostos a mistura de 2,4-D e 

Glifosato, submetidos ao ensaio crônico. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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 Como os valores da CL50 obtidos foram menores que 1mg/L esta apresenta alta 

toxicidade para a espécie segundo o GHS. 

 

4.2 ATIVIDADE NATATÓRIA 

 

A mistura dos agrotóxicos 2,4 D e glifosato afetou a atividade natatória dos girinos 

expostos, sendo significativa em todas as concentrações (F(5,12) = 9,133; p < 0,05; Tukey = 

p<0,05, Figura 8). No controle todos indivíduos se mantiveram no padrão 0 (sem alteração na 

atividade natatória). Entretanto, na presença do agrotóxico nas primeiras 24 horas foi observado 

alteração na atividade natatória em algumas concentrações, como a 17 µg/L2,4-D + 122,5 µg/Lgli 

e 74,5 µg/L2,4-D + 1000 µg/Lgli. No final do ensaio crônico, em todas as concentrações testadas 

haviam girinos com alterações na atividade natatória (Tabela 4). 

Nas misturas de 2,4-D e glifosato observou-se a maior frequência de indivíduos sem 

resposta (3) e (4) atividade natatória com contrações espasmódicas, tremores ou convulsões. 

 

Tabela 4: Atividade natatória dos girinos expostos ao ensaio crônico da mistura de 2,4-D e 

glifosato. Endpoints: (0) atividade natatória igual do controle, (1) letargia, ou atividade natatória 

menor que o controle, (2) Hiperatividade, ou atividade natatória maior do controle, (3) sem 

resposta (4) atividade natatória com contrações espasmódicas, tremores ou convulsões. 

Agrotóxico Concentração (µg/L) 
Atividade Natatória 

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 

2,4-D 

+ 

Glifosato 

0 + 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 + 65 0 3 0 0 0 4 1 

17 + 122,5 3 3 3 3 3 3 0 

30 + 280 0 0 4 3 4 3 4 

30 + 500 0 0 0 4 4 2 2 

74,5 + 1000 3 3 3 2 2 3 2 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

 Com relação ao tempo (horas) de exposição dos girinos as concentrações, notou-se que 

o endpoint que mais se destacou foi o padrão (3) sem resposta. No último dia de exposição (168 

horas) houve uma maior frequência do endpoint (2) movimento maior que o controle, pois os 

girinos que apresentaram os padrões 3 e 4 morreram antes do final do ensaio (Figura 9). 
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Figura 9: Total de girinos de P. cuvieri que apresentaram alterações na atividade natatória na 

exposição a mistura de 2,4-D e glifosato.  
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

4.3 MALFORMAÇÃO 

 

Foram analisados 95 girinos para a avaliação da alteração morfológicas (que 

sobreviveram ao ensaio crônico). Destes, 18 (19%) dos girinos analisados apresentaram 

alterações morfológicas (Tabela 5). 

Foram observadas os seguintes tipos de malformações em girinos de Physalaemus 

cuvieri: alteração na boca, (2%), alteração na forma e/ou tamanho do intestino (14%), alteração 

no formato da coluna (1%) e presença de edemas (5%). 

 

Tabela 5: Malformações nos girinos de Physalaemus cuvieri expostos ao teste crônico a mistura 

de agrotóxicos 2,4-D e glifosato.* Dunnett, p<0,05. 

2,4 D + 

glifosato 

(µg/L) 

Indivíduos 

Analisados 

Indivíduos 

com 

Malformação 

Alteração 

na boca  

Altera-

ção no 

intestino 

Alteração 

na coluna 

Presença 

de 

edemas 

Controle 29 0 (0,0%) 0 0 0 0 

4+65 19 6 (31,5%) 0 5 1 0 

17+122,5 14 3 (21,4%) 0 2 0 1 

30+280 12 0 (0,0%) 0 0 0 0 

30+500 11 2 (18,2%) 0 0 0 2 

74,5+1000 10 7 (70,0%) 2* 6* 0 2 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

µg/L 
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A presença de malformação na boca (F(5, 12) = 4,00; p= 0,02, Dunnett, p<0,05) e intestino 

(F(5, 12)=4,17; p=0,02, Dunnett, p<0,05) em girinos de P. cuvieri foi significativa em relação ao 

controle somente na maior concentração testada 74,5 µg/L2,4-D + 1000 µg/Lgli (Figura 10, 11, 

12 e 13). A malformações na coluna (F(5, 12) = 1,00; p=0,46)  e a presença de edemas (F(5, 12) = 

1,97; p=0,16) não foram significativas em relação ao controle (Figura 14 e Figura 15). 

 

Figura 10: Alteração morfológica na boca de girinos de P. cuvieri no estágio 25. (A) girino do 

controle negativo com a formação da boca com todos os queratodontes. Girinos expostos a 

concentração de 74,5µg/L2,4-D + 1000µg/Lgli (B) girino com ausência de queratodontes e (C) 

girinos sem o desenvolvimento dos lábios da boca e ausência dos queratodontes. 

  

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Figura 11: Porcentagem de girinos de P. cuvieri expostos a mistura de 2,4-D e glifosato, que 

apresentaram malformações na boca. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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Figura 12: Alteração morfológica do intestino em girinos de P. cuvieri, (A) intestino normal 

em formato de espiral; (B) intestino alterado com malformação exposto a mistura de 2,4-D e 

glifosato. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Figura 13: Porcentagem de girinos de P. cuvieri expostos a mistura de 2,4 D e glifosato, que 

apresentaram malformações no intestino. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Figura 14: (A) Girino de P. cuvieri com a coluna normal e (B) Girino com alteração na coluna 

pela exposição a mistura dos agrotóxicos 2,4 D e Glifosato. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

A B 

µg/L 

B A 



28 

 

Figura 15: (A) Girino normal de P. cuvieri e (B) Girino com a presença de edema provocado 

pela exposição a mistura dos agrotóxicos 2,4-D e glifosato. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

4.4 AVALIAÇÃO DE RISCO ECOLÓGICO 

 

Houve risco ecológico agudo para P. cuvieri, pois o valor de HQ foi superior ao nível 

de preocupação (LOC=0,5), apresentando um risco agudo para a espécie.  O valor de CENO 

foi de 30 µg/L2,4-D + 500 µg/Lgli e o CEO de 74,5 µg/L2,4-D +1000 µg/Lgli para os endpoints 

alteração na boca e/ou tamanho do intestino. A MCAT variou de 4 µg/L2,4-D + 65 µg/Lgli a 47, 

3 µg/L2,4-D + 707,165 µg/Lgli para a atividade natatória e malformação (Tabela 6). 

Os valores obtidos de CHQ1 foram superiores a LOC=1 demonstrando alto risco para 

espécie e a necessidade de ser avaliada. Para CHQ2, demonstrou risco ecológico somente para 

a atividade natatória. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 



29 

 

Tabela 6: Valores da Concentração de efeito não observado (CENO), Concentração de efeito 

observado (CEO), máxima concentração ambiental do toxicante que causa efeito, (MCAT) e 

quociente de risco crônico 1 e 2 (CHQ) determinados para as alterações morfológicas 

significativas e atividade natatória para os girinos de P. cuvieri expostos a mistura de 2,4-D e 

glifosato. CHQ 1 – coeficiente de risco com máxima concentração ambiental encontrada na 

literatura, CHQ 2 – coeficiente de risco com concentração permitida na água potável. 

Endpoint 
CENO 

(µg/L) 
CEO (µg/L) 

MCAT 

(µg/L) 
CHQ1 CHQ2 

Alteração na boca  
30,0+  

500,0 

74,5+ 

1000,0 

47,3 +  

707,1 
2,5+2,0 1,0+1,0 

Alteração no 

intestino 

30,0+  

500,0 

74,5 + 

1000,0 

47,3 +  

707,1 
2,5+2,0 1,0+1,0 

Atividade  

natatória 
- 

4,0 +  

65,0 

4,0+  

65,0 

18,61 

+15,4 
7,5+7,7 

1Valor calculado utilizando CEO. 

 Valores em negrito apresentam alto risco crônico.  
  

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Este estudo utilizou como organismo teste o anfíbio bioindicador P. cuvieri, que 

apresentou sensibilidade a mistura dos agrotóxicos 2,4-D com glifosato, com dados que 

demonstram efeitos agudos em 168 horas de exposição (7 dias), mas em concentrações 

consideradas subletais.  

Este é o primeiro estudo com a mistura destes dois herbicidas e anfíbios, por isso não 

temos bases para comparações. No entanto, trabalhos testando estes dois agrotóxicos 

isoladamente obtiveram uma CL50;96h de 12660 µg/L para o 2,4-D (FOLADOR et al., dados não 

publicados), e de 1360 µg/L para o glifosato para P. cuvieri (HEREK, 2017). Isso mostra que 

isoladamente a concentração letal destes herbicidas é baixa, no entanto a mistura levou a 

mortalidade aguda em um tempo de exposição maior. A CL50;168h da mistura para P. cuvieri 

(12,5 µg/L2,4-D+142,6 µg/Lgli) foi menor que o máximo permitido para águas superficiais de 

classe 3 da CONAMA 357/2005 (30µg/L de 2,4-D; 280µg/L de glifosato), e classificada em 

alta toxicidade pelo GHS (2019), demonstrando que os padrões recomendados por lei, se 

misturados, podem afetar a sobrevivência desta espécie. 

A mortalidade ocorrida em 168 horas de exposição dos girinos a mistura de agrotóxicos 

mostra efeitos sinérgicos em P. cuvieri, quando comparados com os agrotóxicos testados 

isoladamente, ou seja, efeito maior que a soma dos efeitos de cada toxicante em separado. O 

2,4-D e o glifosato testados isoladamente resultaram em baixa mortalidade para a mesma 

espécie em 168 horas com doses crônicas semelhantes a este estudo (SANTOS et al., dados não 

publicados; HEREK, 2017). Assim, a mistura de 2,4-D e glifosato mostra-se mais tóxica do que 

os agrotóxicos testados isoladamente com relação a mortalidade. 

A atividade natatória é um padrão de comportamento importante para girinos, pois a 

natação reduzida significa menor capacidade para escapar de predadores e por isso, mais 

susceptibilidade a predação (AZEVEDO-RAMOS et al., 1992). Com isso, alterações na natação 

dos girinos devido a efeitos subletais de agrotóxicos podem afetar a interação entre as espécies 

de anfíbios e a cadeia trófica (HOWE et al., 1998; PELTZER et al., 2013). 

Todas as concentrações das misturas de 2,4 D e glifosato testadas causaram alteração na 

atividade natatória dos girinos de P. cuvieri. Além disso, houve a predominância da alteração 

na atividade natatória de (3) sem resposta e (4) atividade natatória com contrações 

espasmódicas, tremores ou convulsões nos girinos. Isoladamente, concentrações sub-letais de 

2,4 D e glifosato podem causar letargia em anfíbios (VARGAS, 2017; SANTOS et al., dados 



31 

 

não publicados). A mistura manteve o comportamento de letargia e incluiu o de espasmos, 

mostrando efeitos maiores da mistura a esse comportamento do animal. 

As alterações na atividade natatória observadas neste estudo pode ter relação com o fato 

de exposições a agrotóxicos afetarem o comportamentos de anfíbios, por meio de alterações 

diretas no sistema nervoso central (WEIS et al., 2001; MOUTINHO; SCHIESARI, 2013). Os 

espasmos podem estar relacionados a alterações da atividade da enzima acetilcolinesterase 

(AChE), presente no sistema nervoso central, como relatado para o peixe Jenynsia multidentata 

que após a exposição ao glifosato teve inibição da atividade da AChE (SANCHEZ, 2015), bem 

como o anfíbio Xenopus laevis (LAJMANOVICH et al., 2013). Para o 2,4-D efeito similar 

ocorreu em Leporinus obtusidens na atividade da AChE presente no músculo e no cérebro 

(FONSECA et al., 2008). A AChE está envolvida com a hidrólise da acetilcolina (ACh) nas 

terminações nervosas evitando tremores nervosos contínuos, sendo esta vital para o 

funcionamento do sistemas neuromusculares (LAJMANOVICH et al., 2013).   

Em relação as malformações encontradas, houve alteração na boca com a ausência dos 

lábios e a perda parcial ou total dos queratodontes e malformação no intestino na concentração 

mais alta testada, que coincide com os máximos encontrados em águas superficiais na América 

do Sul (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005; PINHEIRO; SILVA; KRAISCH, 2010). 

Infelizmente um reduzido número de girinos chegaram vivos ao final do ensaio, e por isso, o 

número baixo de indivíduos com alterações podem não demostrar se a mistura de 2,4 D e 

glifosato realmente causa malformações em número significativo. 

A perda dos queratodontes e malformação da boca devido a exposição à diferentes 

agrotóxicos já foi observadas em diferentes anfíbios, como em Hupsiboas pulchellus expostos 

ao herbicida Pivot H® (um herbicida à base de Imazetapir) (PÉREZ-IGLESIAS et al., 2015) e 

P. gracilis expostos a atrazina (RUTKOSKI et al., 2018). Essa malformação pode tornar os 

girinos menos ativos e com aptidão reduzida em relação a nutrição ocasionando a mortalidade 

durante o período larval dos anfíbios (PÉREZ-IGLESIAS et al., 2015). 

A alteração na forma e/ou tamanho do intestino foram observadas em todas as 

concentrações testadas da mistura, sendo significativa na maior concentração testada. 

Lenkowski, Sanchez-Bravo e Mclaughlin (2010) demonstrou que 2,4-D causou um aumento de 

malformações intestinais em girinos de X. laevis, e que a ocorrência destas malformações pode 

ser oriunda de um rompimento de uma via de sinalização espécifica da morfogênese do órgão 

e da visceral.  

As outras malformações observadas foram alteração no formato da cauda dos girinos, o 

que pode prejudicar a capacidade locomotora e aumentar a chances de predação (WILBUR; 
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SEMLITSCH, 1990), e edemas (JAYAWARDENA et al., 2010). Esse último foi encontrado 

principalmente nas duas concentrações mais altas da mistura. O edema causa um deslocamento 

do centro de gravidade, resultando em torção do eixo do corpo, afetando o comportamento de 

natação dos indivíduos (JAYAWARDENA et al., 2010). Girinos com edemas acabam nadando 

de cabeça para baixo e não conseguindo se equilibrar em seu corpo na natação, e os edemas 

após a ruptura podem ser fatais (JAYAWARDENA et al., 2010). Essas duas malformações 

afetam o deslocamento, dificultam a alimentação e consequentemente, a sobrevivência das 

populações de anfíbios em agroecossistemas (BACH et al., 2016) afetados com herbicidas. 

Outros estudos mostram alterações morfológicas causadas pela exposição a 2,4 D e 

glifosato isoladamente em anfíbios. Girinos de P. albonotatus expostos ao 2,4-D apresentaram 

diversas anormalidades morfológicas e alterações histológicas do fígado, sendo as mais 

frequentes a malformação da boca e do intestino nas maiores concentrações testadas (CURI et 

al., 2019). A ocorrência de malformação pela exposição ao 2,4-D também foram observas em 

embriões de Rhinella arenarum (ARONZON et al., 2011). A exposição de P. cuvieri e P. 

gracilis a concentrações da legislação e ambientalmente relevantes de glifosato induziram 

diversas malformações nos girinos, como edemas, morfologia no intestino, olho, cor do epitélio, 

morfologia do corpo, desvio da coluna e boca (HEREK, 2017). 

Em estudos com a mesma espécie, a fórmula comercial de 2,4-D (SANTOS et al., dados 

não publicados) e de glifosato testados isoladamente também causaram malformação (HEREK, 

2017). Além disso, em outro estudo o glifosato causou indução de malformações crânio faciais 

em embriões de X. laevis (BONFANTI et al., 2018). Se isoladamente esses dois herbicidas 

causam malformação em anfíbios expostos, é possível que a mistura também pode causar. 

Porém são necessários mais estudos para confirmar essa hipótese.  

A avaliação de risco ecológico tem o objetivo de avaliar a probabilidade em que possam 

ocorrer efeitos ecológicos adversos resultantes de exposições a um ou mais agentes estressores 

(USEPA, 1992). Dentro da avaliação de risco pode-se usar a máxima concentração aceitável do 

toxicante para o efeito observado (MATC), verificando qual a concentração máxima a espécie 

poderia entrar em contato na natureza. A MCAT para malformação do intestino e boca variou 

de 4,0 µg/L2,4-D + 65,0gli a 47,3 µg/L2,4-D + 707,1 µg/Lgli. Isso significa que essas concentrações 

seriam o máximo a que P. cuvieri poderia ser exposto, com poucos efeitos tóxicos. 

Dentro da avaliação de risco propriamente dita, os valores obtidos ficaram acima do 

nível de preocupação (LOC = 1), quando foi utilizada máxima concentração de 2,4 D e glifosato 

em águas superficiais. Em uma avaliação mais conservadora, usando como parâmetro o 

definido pela portaria Portaria do Ministério da Saúde 2914/2011 para água potável, o nível de 
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preocupação foi igual a 1 para malformação e acima disso para atividade natatória. Isso 

demonstra que a mistura destes dois agrotóxicos tem risco para a espécie de P. cuvieri e que 

esse fato deve ser cuidadosamente avaliado. 

Com relação a atividade natatória, a espécie apresentou alto risco ecológico e um MCAT 

de 4 µg/L (2,4-D) e 65 µg/L (glifosato), igual ao permitido pela CONAMA 357/2005 para águas 

superficiais de classe 1 (4 µg/L de 2,4-D com 65 µg/L de glifosato), demonstrando que a mistura 

tem alto impacto sobre a espécie estudada e pode afetar a sua sobrevivência. Os ensaios de 

toxicidade crônica deste trabalho foram realizados por base em concentrações permitidas na 

legislação e concentrações ambientalmente relevantes. Neste sentido, a concentração de 30 

µg/L de 2,4-D com 280 µg/L de glifosato (permitido pela CONAMA 357/2005 para rios de 

classe 3) é uma concentração superior a determinada pela CL50;168h dos indivíduos de P. cuvieri, 

sendo que a mistura desta concentração pode ocasionar alta mortalidade dos girinos e 

possivelmente alterações morfológicas. 

Os resultados obtidos no presente estudo correlacionam com o que foi encontrado em 

estudos anteriores onde verificaram ocorrer a sinergia quando agrotóxicos são misturas para 

ensaios de toxicidade. O glifosato (formulação Credit ®) e o 2,4-D (da formulação Weedar® 

Full) induziram efeitos sinérgicos nas espécies Cnesterodon decemmaculatus (Pisces, 

Poeciliidae) no ensaio de toxicidade aguda comparado com estes agrotóxicos testados 

isoladamente (ARCAUTE et al., 2018). Brodeur et al (2014) também obteve sinergia entre os 

agrotóxicos glifosato e cipermetrina no ensaio agudo com girinos de R. arenarum. Deste modo, 

percebe-se que tanto o agrotóxico isolado como em mistura podem causar efeitos prejudiciais 

a organismos aquáticos. 

Neste estudo obteve-se um potencial efeito de sinergia na mistura dos agrotóxicos 2,4-

D com glifosato em anfíbios de P. cuvieri com relação a mortalidade e atividade natatória. 

Entretanto, não pode se afirmar com clareza que houve a ocorrência da sinergia da mistura 

destes agrotóxicos, devido haver a necessidade de realização de mais estudos avaliando o 

comportamento nas células e enzimas dos anfíbios e como os agrotóxicos possam estar agindo 

nestes.  
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6 CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho verificou que a mistura de dois herbicidas muito utilizados na 

agricultura, pode causar alterações na sobrevivência de P. cuvieri. Embora os agrotóxicos       

2,4-D e glifosato sejam desenvolvidos para o controle de ervas daninhas na agricultura, estes 

podem ser capazes de afetar negativamente a vida desta espécie, podendo causar malformações, 

alterações na atividade natatória e mortalidade. 

 A prolongada exposição dos girinos a mistura dos agrotóxicos causou mortalidade em 

concentrações menores que as concentrações encontradas para CL50 dos agrotóxicos isolados. 

Desta forma, percebe-se que a mistura deste dois herbicidas pode ter efeitos sinérgicos para a 

espécie. Entretanto, para alterações morfológicas foram menores os efeitos quando comparados 

com os agrotóxicos isolados. 

A exposição de P. cuvieri a mistura de 2,4-D e glifosato apresentou alto risco ecológico 

para esta espécie, mesmo nas mais baixas concentrações testadas e que podem afetar a 

sobrevivência destes. Demonstrando a sensibilidade que esta espécie possui com relação a 

mistura destes agrotóxicos. 

Este estudo demonstrou a importância da realização de análise dos agrotóxicos 

misturados e não somente isolados. Sendo que, muitos destes agrotóxicos são utilizados na 

agricultura de forma discriminada e com isso chegando ao meio ambiente altas concentrações 

de compostos xenobióticos que acabam afetando diversos organismos não alvo e ocasionando 

a contaminação do ambiente aquático. 
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7 RECOMENDAÇÕES 

 

Realizar ensaios toxicológicos para análise das células e bioquímicas para verificação 

do comportamento da mistura destes agrotóxicos no organismo de P. cuvieri; 

Realizar estudos utilizando outras espécies para analisar a toxicidade da mistura destes 

herbicidas; 

Realizar outros ensaios toxicológicos com misturas de outros agrotóxicos para verificar 

a toxicidade destes em animais não alvo; 
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