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RESUMO 

 

 

O Século XX é marcado por inúmeros avanços tecnológicos, fato este que 

permitiu com que setores como os relacionados à alimentação, saúde e agricultura 

rapidamente evoluíssem. Contudo, tais melhorias estão atreladas a utilização de 

compostos quimicamente sintetizados, expondo o homem e o meio ambiente a 

compostos nocivos, com propriedades muitas vezes desconhecidas (Oga, 2003). 

Químicos agrícolas são comumente utilizados em plantações no mundo todo, 

com a finalidade de evitar danos às colheitas (Moreira et al.,  2002). Estas aplicações se 

justificam pelo fato de que uma porcentagem em torno de 10% das safras acaba sendo 

perdida em razões de pragas em geral, portanto, o uso de agroquímicos está atrelado não 

só a razões econômicas, mas também técnicas e sociais (Mídio e Martins, 1997). 

De acordo com Larini (1999), e Poleza et al. (2008) o aumento no uso de 

agrotóxicos, e a aplicação excessiva destes, têm causado grandes impactos ao meio 

ambiente e danos à saúde humana, além de potencialmente afetar organismos aquáticos 

devido ao carreamento dos agroquímicos para áreas adjacentes as da lavoura. 

Atualmente, os agrotóxicos são os contaminantes ambientais aquáticos mais 

graves oriundos de atividades antropogênicas. Este tipo de poluição, de difícil 

identificação e monitoramento, acaba ocasionando prejuízos ao homem e ao meio 

ambiente, devido às características destes compostos e sua persistência na biosfera, o 

que pode influenciar o fluxo de energia, a estrutura e a função das comunidades 

naturais, acarretando por sua vez, impactos em níveis moleculares e teciduais entre os 

indivíduos (Berti et al., 2009; Bueno-Guimarães et al., 2001). 
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Herbicidas dominam o mercado, estando entre os tipos de agrotóxicos mais 

utilizados e comercializados em todo o mundo (Stenersen, 2004). Tais compostos 

químicos são passíveis de ocasionar efeitos em organismos não alvos, sendo a presença 

inicial destes compostos verificada primeiramente através de alterações em níveis 

bioquímicos, antes de alterações morfológicas tornarem-se visíveis. A monitorização 

destas respostas bioquímicas pode fornecer os primeiros sinais de alerta antes de 

aspectos como morbidade e mortalidade se tornarem visíveis em uma população. Desta 

forma, os efeitos da poluição no metabolismo celular e seus constituintes, podem ser 

indicadores confiáveis na monitorização dos níveis de xenobióticos no ambiente (Roy e 

Hanninen, 1993). 

Herbicidas contendo princípios ativos como: atrazina - uma triazina de 

primeira geração (Tomlin, 1994); glifosato - um aminoácido fosfonado (Midio e 

Martins, 1997), descrito como “seguro e ambientalmente benigno” pelos fabricantes, 

sem o potencial de causar efeitos adversos a anfíbios ou girinos (Lajmanovich, 2011); e 

quinclorac - um ácido quinolinocarboxílico (Tomlin, 1994), citado na bula do produto 

como “nocivo para organismos aquáticos, podendo provocar efeitos nefastos” são 

utilizados em larga escala em todo o mundo (Dörfler et al., 1997; Howe et al., 2004; 

Miron et al., 2005), e podem afetar diretamente animais aquáticos, uma vez que a 

absorção destes químicos pode ocorrer através das brânquias ou da superfície corporal, 

refletindo em respostas fisiológicas por parte dos animais expostos (Miron et al., 2005). 

Anfíbios em fase larval são extremamente suscetíveis a estressores ambientais, 

como poluentes, e segundo Stebbins e Cohen (1995), com base em diferentes 

referências literárias sobre o efeito de compostos tóxicos em anfíbios, este grupo é 

particularmente sensível a modificações no ambiente, podendo ser considerados como 
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espécies indicadoras para estudos para verificação de efeitos sobre as modificações 

ambientais. 

Tendo em vista a suscetibilidade de anfíbios em fase larval a estressores 

ambientais, como pesticidas, escolhemos como modelo para a realização do presente 

trabalho girinos de Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802). 

A rã touro, ou Lithobates catesbeianus, se caracteriza por ser uma espécie de 

ranídeo exótica no Brasil, originária da América do Norte e introduzida no país na 

década de 30. A história natural deste anuro é regulada por uma série de fatores bióticos 

e abióticos, os quais interferem diretamente em sua ecologia, como disponibilidade de 

recursos alimentares, índices de precipitação e temperatura (Cunha e Delariva, 2009).  

De acordo co Allran e Karasov (2000), Blaustain e Wake (1995) e Ezemonye e 

Tongo (2009) o declínio no número de anfíbios em muitas partes do mundo pode estar 

ligado a fatores como mudanças climáticas, presença de radiação ultravioleta, ou 

doenças. Contudo, este declínio também esta relacionado a influências antropogências 

como, destruição ou fragmentação dos habitats destes animais ou presença de 

contaminantes ambientais, como agrotóxicos e fertilizantes. 

Sendo assim, objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito dos herbicidas 

glifosato, atrazina e quinclorac sobre a composição bioquímica nos níveis de glicogênio, 

lipídeos, triglicerídeos, colesterol, proteínas, níveis de peroxidação lipídica, 

sobrevivência, e sucesso no desenvolvimento de girinos de rã touro (Lithobates 

catesbeianus Shaw, 1802) expostos a diferentes concentrações dos herbicidas atrazina 

(Primóleo
®
 - Syngenta 400g/L), glifosato (Roundup Original

®
 Monsanto - 360g/L); e 

quinclorac (Facet
®
 Basf - 500g/Kg), baseando-se em dados citados na literatura por 
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Lambropoulou et al. (2002), Marchezan et al. (2007) Paulino (2012), Silva (2003), e 

Silva et al. (2009),  e  descritos na legislação para tais concentrações. 

Para a realização deste estudo foram adquiridos girinos vivos de um ranário 

comercial (Ranasul) localizado no município de Imbé, no estado do Rio Grande do Sul, 

Brasil. Todos os animais possuíam 4 meses de idade e ausência de membros. Os 

animais foram divididos em aquários contendo 12 litros de água, com aeração constante, 

temperatura da água em torno de 22±2°C, pH 6.2 ± 0.6, e ciclo de 12 horas de 

claro/escuro. O período de aclimatação foi de 7 dias. No oitavo dia após o início do 

experimento os herbicidas foram introduzidos nos aquários. O período de exposição foi 

de 7 dias. Os experimentos foram realizados em duplicata (dois aquários para cada 

grupo), sendo os aquários subdivididos da seguinte forma: 

Artigo I: n= 288 girinos, subdivididos em: grupos controle 7 e 14 dias; grupo 

atrazina: concentrações de 5, 10, e 20 µg/L; grupo glifosato: concentrações de 36, 72, e 

144 µg/L; grupo quinclorac: concentrações de 0,05; 0,10, e 0,20 µg/L. 

Artigo II: n= 76 girinos, subdivididos em: grupo controle; grupo atrazina: 

concentração de 2,5 µg/L; grupo glifosato concentração de 18 µg/L; grupo quinclorac: 

concentração de 0,025 µg/L. 

Ao final do tempo de estudo de 14 dias, todos os animais foram eutanasiados 

pelo método crioanestésico. Foram removidas as brânquias esquerda e direita, fígado e 

músculo de cada indivíduo através de dissecção em uma placa de petri sobre gelo.  

Os tecidos foram utilizados para a realização das análises bioquímicas dos níveis 

de glicogênio (extração pelo método de Van Handel (1965) e quantificado usando o Kit 

Comercial Glucose Oxidase - Labtest), proteínas totais (determinado pelo Método 

Colorimétrico do Biureto, quantificado pelo Kit Total Proteins - Labtest), lipídeos, 
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triglicerídeos e colesterol (extração pelo método clorofórmio: metanol (2:1) (Folch et 

al., 1957), lipídios foram determinados pela reação específica sulfofosfovanilina (Frings 

and Dunn, 1970), triglicerídeos determinados usando o Kit Comercial GPO-ANA (Bio-

Diagnostic) através do método de lipoproteína lípase, e colesterol determinado pelo Kit 

Liquiforme (Labtest) usando o método enzimático-colorimétrico), e avaliação dos níveis 

de peroxidação (medido através da técnica de TBA-RS (substâncias reativas de TBA), 

que consiste no aquecimento da amostra na presença de ácido tiobarbitúrico, sob 

condições ácidas e mensuração da formação de um produto de cor - Bueges e Aust, 

1978), para as diferentes concentrações dos pesticidas. 

Todas as análises bioquímicas dos tecidos foram realizadas em quadruplicata 

pelo método espectrofotométrico. 

A exposição à atrazina, glifosato e quinclorac, em concentrações encontradas 

no meio ambiente e/ou permitidas na água potável, induziu uma redução significativa 

nos níveis de glicogênio e lipídios totais nas brânquias, fígado e músculo. Os níveis de 

triglicerídeos nas brânquias aumentaram após a exposição ao glifosato e diminuíram 

após exposição à atrazina e quinclorac, mas no fígado e no músculo, seus níveis 

diminuíram após a exposição aos três herbicidas. A concentração de colesterol e de 

proteínas totais diminuiu somente no fígado e no músculo para todos os três herbicidas. 

Todos os tecidos expostos apresentaram aumento nos níveis de peroxidação lipídica 

após exposição a todos aos herbicidas (Artigo I).  

Girinos expostos a concentrações extremamante baixas destes herbicidas 

mostraram uma redução dos níveis de glicogênio e triglicerídeos em todos os tecidos, 

bem como um aumento na peroxidação lipídica, em comparação com animais controle. 

Os níveis de lipídios totais nas brânquias e músculo aumentaram em animais expostos à 
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atrazina, e nas brânquias de animais expostos ao glifosato, mas diminuíram nas 

brânquias, fígado e músculo após exposição quinclorac. Os níveis de colesterol 

aumentaram nas brânquias e fígado após exposição à atrazina e aumentaram nas 

brânquias e músculo após exposição ao glifosato, mas diminuíram no fígado após 

exposição ao quinclorac. Níveis de proteínas totais nas brânquias diminuíram após 

exposição a todos os herbicidas, aumentaram no músculo após exposição à atrazina e 

aumentaram no fígado e no músculo após exposição ao quinclorac (Artigo II).  

Artigo III: n= 50 girinos, subdividos em: grupo controle; grupo atrazina: 

concentração de 5,0 µg/L; grupo glifosato: concentração de 36 µg/L; grupo quinclorac: 

concentração de 0,05 µg/L. 

Após sete dias de exposição aos herbicidas, os animais foram completamente 

removidos para aquários preenchidos somente com água desclorada, com as mesmas 

condições de temperatura, pH e fotoperíodo iniciais. Foram realizadas medições 

biométricas mensais, levando em consideração fatores como massa corporal, 

comprimento corporal total, tamanho dos membros, além do registro fotográfico do 

desenvolvimento dos animais e de possíveis anomalias corporais a fim de se avaliar a 

evolução da fase larval até o desenvolvimento completo da metamorfose. Após a 

finalização do processo de metamorfose os animais foram eutanasiados através do 

método crioanestésico com posterior transecção da medula espinal dos animais adultos. 

O fígado e a gordura abdominal foram removidos, fotografados e pesados para 

avaliação do índice hepatossomático (IHS= massa do fígado/ massa corporal x 100), e 

realização do índice de gordura abdominal (IGA= massa de gordura abdominal/ massa 

corporal x 100) de cada indivíduo que concluiu a metamorfose. 
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Indivíduos expostos aos herbicidas apresentaram aumento na massa corporal e 

no comprimento, desenvolveram membros e iniciaram o processo de metamorfose 

anteriormente ao grupo controle. A metamorfose foi concluída em 50%, 50%, 42% e 

23% nos grupos controle, atrazina, glifosato, e quinclorac, respectivamente. Indivíduos 

expostos a atrazina apresentaram os menores índices de desenvolvimento ao final da 

metamorfose e o maior índice de gordura animal (IGA), sendo o índice hepatossomático 

(IHS) superior no grupo exposto ao quinclorac. Indivíduos expostos aos herbicidas 

apresentaram alterações no fígado, anomalias no corpo e na cauda, e desenvolvimento 

de infecções secundárias (Artigo III).  

Verifica-se em girinos de L. catesbeianus que a exposição aos herbicidas 

testados neste estudo, induziu alterações significativas nos parâmetros bioquímicos e 

nos níveis de peroxidação lipídica, os quais se mostraram aumentados. Estes resultados 

revelam uma ruptura da homeostase nos parâmetros metabólicos estudados nos girinos 

expostos, e conduz, possivelmente, a um aumento da demanda energética nesses 

animais, com a finalidade de reestabelecer o equilíbrio frente ao agente estressor. 

Também podemos supor com base em tais estudos, que a exposição aos herbicidas 

atrazina, glifosato e quinclorac parece influenciar negativamente o padrão de 

desenvolvimento e a metamorfose em girinos de L. catesbeianus, diminuindo suas 

chances de sobrevivência. Nossos resultados sugerem que estas alterações e/ou 

modulações bioquímicas podem influenciar outros parâmetros biológicos, como o 

desenvolvimento e sucesso reprodutivo, ou até mesmo levar a um declínio na população 

de anfíbios expostos a esses herbicidas. No entanto, mais investigações são necessárias 

para determinar conclusivamente se estes resultados podem afetar, de forma 

significativa, o ciclo de vida desta, e de outras espécies de anfíbios.  



20 
 

Todos os protocolos de pesquisa utilizados neste trabalho foram autorizados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisas Animais da Pontifícia Universidade Católica do Rio 

Grande com número de registro CEUA 11/00250, conforme estabelecidos pela carta de 

aprovação 157/11- CEUA, Dezembro 2011. 
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ABSTRACT 

 

 

The Twentieth Century is marked by numerous technological advances, a fact 

that allowed related sectors to food, health and agriculture have evolved rapidly. 

However, such improvements are linked to the use of compounds chemically 

synthesized by exposing humankind and the environment to harmful compounds, with 

components often unknown (Oga, 2003). 

 Agricultural chemicals are commonly used in plantations worldwide, in order to 

avoid crop damage (Moreira et al., 2002). These applications are justified by the fact 

that a percentage around 10% of the crop is eventually lost because of pests in general, 

therefore, the use of agrochemicals is related not only for economic reasons, but also 

technical and social (Mídio and Martins, 1997). 

 According to Larini (1999) and Poleza et al. (2008) the increased use of 

pesticides and excessive application have been causing big impacts to the environment 

and human health, in addition to potentially affect aquatic organisms due to the 

agrochemical carriage into adjacent areas. 

 Currently, pesticides are the most serious aquatic environmental contaminants 

from anthropogenic activities. This type of pollution, of difficult identification and 

monitoring, has been causing damage to humans and the environment, due to the 

characteristics of its compounds and its persistence in the biosphere, which can 

influence the flow of energy, the structure and function of natural communities, 

resulting in turn, impacts at the molecular and tissue levels between individuals (Berti et 

al., 2009; Guimarães-Bueno et al., 2001). 
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 Herbicides dominate the market, and they are among the types of pesticides the 

most used and marketed worldwide (Stenersen, 2004). Such chemicals may cause 

effects on non-target organisms and the initial presence of these compounds observed 

primarily through changes in biochemical levels before the morphological changes 

become visible. The monitoring of these biochemical responses can provide the earliest 

warning signs before aspects like morbidity and mortality become visible in a 

population. Thus, the effects of pollution on cellular metabolism and its constituents can 

be reliable indicators in monitoring levels of xenobiotics in the environment (Roy and 

Hanninen, 1993). 

 Herbicides containing active ingredients such as atrazine - a triazine first 

generation (Tomlin, 1994); glyphosate - an amino phosphonate (Midio and Martins, 

1997), described as "safe and environmentally benign" by manufacturers, without the 

potential to cause adverse effects to the amphibians and tadpoles (Lajmanovich, 2011), 

and quinclorac - an acid quinoline (Tomlin, 1994), cited in product labeling as "harmful 

to aquatic organisms and may cause adverse effects"  and it is used on a large scale 

worldwide (Dörfler et al. 1997; Howe et al. 2004; Miron et al., 2005) an it may directly 

affect aquatic animals, since such chemical absorption may occur through the gills or 

body surface, reflecting on the physiological responses of the exposed animals (Miron 

et al., 2005). 

 Amphibians in larval stage are extremely susceptible to environmental stressors, 

such as pollutants, and according to Stebbins and Cohen (1995), based on different 

literary references on the effect of toxic compounds in amphibians, this group is 

particularly sensitive to changes in the environment and can be considered as indicator 

species for studies for effects on environmental changes. 
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 In view of   the susceptibility of larval amphibians to environmental stressors, 

such as pesticides, we have chosen as a model for the realization of this work tadpoles 

of Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802), the bull frog, or Lithobates catesbeianus, is 

characterized as an exotic frog in Brazil, originally from North America and introduced 

in the country in the 30s. The natural history of this anuran is regulated by a number of 

biotic and abiotic factors, which directly interfere in their ecology, such as availability 

of food resources, temperature and precipitation indices (Cunha and Delariva, 2009). 

 According to Allran and Karasov (2000), Blaustain and Wake (1995) and 

Ezemonye and Tongo (2009) the decline in the number of amphibians in many parts of 

the world can be related to factors such as climate change, the presence of ultraviolet 

radiation, or diseases . However, this decline is also related to anthropogenic influences 

such as, destruction or fragmentation of habitats of these animals or the presence of 

environmental contaminants such as pesticides and fertilizers. 

 Thus, the aim of the present study was to verify the effect of the herbicides 

atrazine, glyphosate, and quinclorac on the biochemical composition in the levels of 

glycogen, lipids, triglycerides, cholesterol, protein, lipid peroxidation levels, survival, 

and success in developing of bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus Shaw, 1802) 

exposed to different concentrations of the herbicides atrazine (Primóleo
®

 - Syngenta 

400g/L), glyphosate (Roundup Original
®
 Monsanto - 360g/L) and quinclorac (Facet

®
 

Basf - 500g/Kg), based on data reported in the literature by Lambropoulou et al. (2002), 

Marchezan et al. (2007) Pauline (2012), Silva (2003) and Silva et al. (2009), and 

described in the legislation for such concentrations.  

For the purposes of this study, live tadpoles were acquired from a commercial 

frog farm (Ranasul) in the municipality of Imbé, state of Rio Grande do Sul, Brazil. All 
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animals were 4 months of age and absence of limbs. These animals were arranged in 

aquariums containing 12 L of water each, with constant aeration, a water temperature of 

22±2°C, pH 6.2 ± 0.6, and a 12-hour light/dark cycle. The acclimation period was 7 

days. On the eighth day after the start of the experiment, the herbicides were added to 

the aquarium water. The exposure period was 7 days. The experiments was performed 

in duplicate (two aquariums for each group), with aquariums subdivided as follows: 

Article I: n= 288 tadpoles, subdivided in: 7- and 14-day control groups; 

atrazine groups: concentrations of 5, 10, and 20 µg/L; glyphosate groups: concentrations 

of 36, 72, and 144 µg/L; quinclorac groups: concentrations of 0.05, 0.10, and 0.20 µg/L. 

Article II: n= 76 tadpoles, subdivided in: control group; atrazine group: 

concentrations of 2.5 µg/L; glyphosate group: concentrations of 18 µg/L; quinclorac 

group: concentrations of 0.025 µg/L. 

At the end of the 14-day study period, all animals were euthanized by the 

freezing method. Left and right gills, liver, and muscle were removed from each animal 

by dissection in a glass petri dish over ice. Tissue specimens were then used for 

biochemical analysis of the levels of glycogen (extracted by Van Handel’s method 

(1965) and quantified using a commercial Glucose Oxidase Kit - Labtest), total protein 

(determined by the colorimetric biuret method, quantified  by Kit Total Proteins - 

Labtest), lipids, triglycerides, and cholesterol (extracted by the chloroform: methanol 

method (2:1) (Folch et al., 1957), lipids were determined through the specific sulfo-

phospho-vanillin reaction (Frings and Dunn, 1970), triglycerides determined using the 

commercial Triglycerides GPO-ANA Kit (Bio-Diagnostic) through the lipoprotein 

lipase method, and cholesterol was determined with the Liquiform Kit (Labtest) using 

the enzymatic colorimetric method), and evaluation of lipid peroxidation levels 
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(measured through the TBA-RS (TBA-reactive substances) technique, which consists of 

heating the sample in the presence of thiobarbituric acid, under acidic conditions, and 

measuring the formation of a color product - Buege and Aust, 1978),  for the different 

concentrations of pesticides. 

All biochemical analyses of tissue specimens were performed, in 

quadruplicate, by spectrophotometric methods. 

Atrazine, glyphosate, and quinclorac exposure, at concentrations found in the 

environment or allowed in drinking water, induced a significant decrease in levels of 

glycogen and total lipids in the gills, liver, and muscle. Triglycerides levels in the gills 

increased after exposure to glyphosate and decreased after exposure to atrazine and 

quinclorac, but in the liver and muscle, their levels decreased on exposure to all three 

herbicides. The concentration of cholesterol and total protein declined only in the liver 

and muscle for all three herbicides. All tissues exhibited increased lipid peroxidation 

after exposure to the herbicides (Article I). 

Tadpoles exposed to extremely low concentrations of these herbicides, showed 

a reduction of glycogen and triglyceride levels in all tissues, as well as an increase in 

lipid peroxidation, as compared with control animals. Total lipid content in the gills and 

muscle increased in animals exposed to atrazine, as did lipid levels in the gills alone in 

animals exposed to glyphosate, but decreased in the gills, liver, and muscle after 

quinclorac exposure. Cholesterol levels increased in the gills and liver after atrazine 

exposure and increased in the gills and muscle after glyphosate exposure, but decreased 

in liver tissue after quinclorac exposure. Total protein levels in the gills decreased after 

exposure to all herbicides, increased in muscle after atrazine exposure, and increased in 

the liver and muscle after exposure to quinclorac (Article II). 
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Article III: n= 50 tadpoles, subdivided in: control group; atrazine group: 

concentrations of 5.0 µg/L; glyphosate group: concentrations of 36 µg/L; quinclorac 

group: concentrations of 0.05 µg/L. 

After seven days of exposure to herbicides, the animals were completely 

removed for aquariums filled only with dechlorinate water, with the same initial 

conditions of temperature, pH and photoperiod. Biometric measurements were 

performed monthly, taking into account factors such as body mass, total body length, 

size of the members, in addition to the photographic record of the development of 

animals and possible body anomalies in order to evaluate the evolution of larval stage 

until the full development of metamorphosis. After the completion of the process of 

metamorphosis, the animals were euthanized by the freezing method with posterior 

spinal cord transection of the adult animals. The liver and abdominal fat were removed, 

photographed and weighed for evaluation of hepato somatic index (HIS= liver mass/ 

body weight x 100), and the abdominal fat index (AFI= abdominal fat mass/ body 

weight x 100) of each individual who has completed the metamorphosis. 

Individuals exposed to herbicides showed an increase in body mass and length, 

developed members and initiated the process of metamorphosis previously to the 

control group. The metamorphosis was completed in 50%, 50%, 42% and 23% in the 

control groups, atrazine, glyphosate, and quinclorac respectively. Individuals exposed to 

atrazine showed the lowest development indices at the end of metamorphosis and the 

highest animal fat (AFI), being the hepato somatic index (IHS) higher in the group 

exposed to quinclorac. Individuals exposed to herbicides showed changes in the liver, 

abnormalities in the body and on the tail, and development of secondary infections 

(Article III). 
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It turns out in L. catesbeianus tadpoles that exposure to herbicides tested in this 

study induced significant changes in biochemical parameters and lipid peroxidation 

levels, wich were increased. These results reveal a homeostasis break in the metabolic 

parameters studied in tadpoles exposed, and, possibly, to an increase in energy demand 

in these animals, in order to re-establish the balance due to the stressor agent. This 

imbalance may be related to increased energy expenditure in these animals in an attempt 

to maintain homeostasis when faced with an agrochemical stressor. We can also 

presume, based on such studies, that exposure to the herbicides atrazine, glyphosate and 

quinclorac appears to have a negative effect in the pattern of development and 

metamorphosis in tadpoles of L. catesbeianus, decreasing their chances of survival. Our 

findings suggest that these changes and/or biochemical modulations, can influence   

other biological parameters, such as development and reproductive success, or even lead 

to a decline in the population of amphibians exposed to these herbicides. However, 

further researches are required to determine conclusively if these results can affect, to an 

significant way, the life cycle of this, and the other amphibian species. 

All research protocols used in this work were authorized by the Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul Animal Research Ethics Committee with 

registration number CEUA 11/00250, as set forth in approval letter number 157/11- 

CEUA, December 2011. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

 Na presente dissertação de mestrado optou-se por apresentar os resultados 

desenvolvidos em forma de artigos, sendo a subivisão em três artigos denominados: 

“Effect of the herbicides atrazine, glyphosate and quinclorac on biochemical 

parameters, lipid peroxidation, and survival in tadpoles of Lithobates catesbeianus 

(Shaw, 1802)”, “Evaluation of metabolic parameters and lipid peroxidation in bullfrog 

tadpoles exposed to low concentrations of atrazine, glyphosate and quinclorac”, e 

“Implicações dos herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac sobre a metamorfose e a 

sobrevivência em girinos de Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802) (Amphibia: Anura, 

Ranidae)”, os quais deverão ser encaminhados para uma possível publicação para as 

revistas Biological Conservation, Aquatic Toxicology, e Revista Brasileira de Zoologia, 

respectivamente. 

 Os temas de ambos os artigos envolvem a exposição aos herbicidas atrazina, 

glifosato e quinclorac e as possíveis alterações sobre parâmetros bioquímicos, 

sobrevivência, e desenvolvimento de girinos de Lithobates catesbeianus expostos a tais 

agroquímicos, portanto, o presente trabalho apresentará uma introdução geral comum 

para os três artigos. 

 Segue-se a introdução geral do trabalho a apresentação dos três artigos e as 

possíveis revistas para uma futura publicação. 

 No primeiro artigo são abordadas as possíveis alterações bioquímicas dos níveis 

de glicogênio, proteínas, triglicerídeos, colesterol, proteínas, lipídeos, níveis de 

peroxidação lipídica e a sobrevivência de girinos de L. catesbeianus expostos a três 
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diferentes concentrações dos herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac encontradas em 

corpos d’água naturais. 

 O segundo artigo aborda também as possíveis alterações bioquímicas dos níveis 

de glicogênio, proteínas, triglicerídeos, colesterol, proteínas, lipídeos, níveis de 

peroxidação lipídica e a sobrevivência de girinos de L. catesbeianus, porém, expostos a 

concentrações dos herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac abaixo das permitidas por 

lei e encontradas em corpos d’água naturais. 

 Já o terceiro artigo buscou avaliar as possíveis avaliações no desenvolvimento, 

na sobrevivência e no sucesso de metamorfose em girinos de L. catesbeianus expostos 

aos herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac, experimento este com duração de nove 

meses, desde o período larval até o período pós metamorfose. 

 Devido ao fato de grande parte do presente trabalho ter sido redigida na língua 

inglesa, uma revisão apropriada foi realizada por um profissional devidamente 

qualificado, como atestato em anexo (Anexo I). 
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INTRODUÇÃO GERAL 

  

 

A utilização de agroquímicos, habitualmente empregados em plantações a fim de 

evitar a disseminação de pragas ou danos às colheitas, encontra-se em vasta expansão 

no Brasil. Segundo Moreira et al. (2002), o país é responsável por cerca de 50% do 

consumo de defensivos agrícolas utilizados em toda a América Latina, ocupando o 

quarto lugar dentre os países consumidores de agrotóxicos.  

Sendo que cerca de 9 a 10% das colheitas mundiais acabam sendo perdidas em 

razão de pragas em geral, como ervas daninhas, (aproximadamente 30.000 espécies 

existentes, as quais competem com as plantações, privando-as de umidade e nutrientes 

do solo, impedindo a incidência da luz solar e de seu crescimento), pode-se dizer que o 

aumento no uso de compostos herbicidas está diretamente ligado ao aumento na 

demanda de produção de alimentos por unidade de terra, a qual exige mudanças 

tecnológicas e práticas mais eficientes na produção agrícola (Midio e Martins, 1997). 

Porém, alguns xenobióticos têm o potencial de causar danos em concentrações 

extremamente baixas no ambiente, sendo assim, o que é tradicionalmente considerado 

como uma baixa concentração de contaminante, não garante que os riscos biológicos 

não existam (Stebbins e Cohen, 1995). 

Herbicidas empregados atualmente na agricultura apresentam um grande 

potencial de contaminação dos recursos hídricos em virtude de suas características 

como: alto potencial de deslocamento (lixiviação), persistência no solo, moderada 

solubilidade em água, adsorção moderada à matéria orgânica presente no solo, e 
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potencial de fixação aos solos e sedimentos, podendo alcançar lençóis freáticos (Moura 

et al., 2008). 

Dentre os químicos agrícolas utilizados no Brasil, podemos citar as triazinas 

(atrazina, cianazina, propazina, simazina, terbutilazina, trietazinas), os aminoácidos 

fosfonados (glifosatos), as benzenaminas (fenilaminas, fenilenodiaminas, 

dinitroanilinas, pedimetalina), os organofosforados (fenitrotion), e os fenilpirazóis 

(fipronil). Os efeitos agudos e crônicos destacados entre os seres humanos por 

exposição a tais produtos químicos englobam desde irritações dérmicas e mucosas até 

erupções cutâneas, danos hepáticos e renais, além de também apresentarem toxicidade a 

peixes e outros organismos aquáticos (Coutinho et al., 2005). 

Diversos poluentes químicos oriundos de efluentes industriais ou domésticos, de 

derrames acidentais, escoamento de pesticidas, ou através do manejo da agricultura, 

estão presentes no ambiente podendo representar um perigo em potencial à manutenção 

da homeostase em uma ampla variedade de ecossistemas. Embora ambientes aquáticos 

venham sendo contaminados por uma série de poluentes, poucos químicos possuem 

informações detalhadas e disponíveis a respeito de suas propriedades toxicológicas e 

possíveis efeitos adversos e riscos ao meio ambiente (Fentem e Balls, 1993). 

Pesquisas com peixes jundiá expostos a herbicidas apresentaram como respostas 

fisiológicas desde elevações nas taxas de utilização de energia do metabolismo total em 

animais expostos a atrazina, até comprometimento nas taxas de crescimento e 

diminuição na alimentação em animais expostos ao quinclorac. Animais expostos a 

atrazina em laboratório também demonstraram distúrbios osmorregulatórios, redução na 

ingestão de alimentos, letargia e diminuição no tamanho (Miron, 2009); Animais 

intoxicados em laboratório com o glifosato, de acordo com Larini (1999), apresentaram 
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sintomas como estresse, aumento do ritmo respiratório, elevação da temperatura retal e 

hiperemia nos pulmões; Girinos de Rana arenarum expostos a diferentes concentrações 

do herbicida glifosato por 48h, apresentaram diminuição da atividade total da 

acetilcolinesterase (AChE), além de apresentar uma potencial indução de estresse 

oxidativo (Lajmanovich, 2011); Estudos realizados por Ezemonye e Tongo (2009) 

demonstraram que a atrazina pode acarretar desde efeitos fisiológicos e bioquímicos, até 

mortalidade em girinos expostos ao herbicida em concentrações mais elevadas; Hayes et 

al. (2002), sugerem que a atrazina é potencialmente um disruptor endócrino, capaz de 

inibir a testosterona e induzir a secreção de estrogênio. Os autores, ao examinar o efeito 

da atrazina no desenvolvimento sexual das rãs Xenopus laevis, obtiveram como 

resultado uma indução ao hermafroditismo, além de uma diminuição nos níveis de 

testosterona no plasma e uma desmasculinização em machos adultos; A exposição ao 

herbicida quinclorac acarretou alterações comportamentais em peixes (Rhamdia 

quellen) após exposição em concentrações próximas a CL
50

, além de um aumento da 

ativação da acetilcolinesterase (AChE) cerebral, o que pode influenciar em processos de 

neurotransmissão colinérgica, acarretando efeitos como tremores, letargia e nado 

errático (Cattaneo et al., 2009); A administração de quinclorac na dieta de camundongos 

levou a uma redução no consumo de alimento, depressão no peso do fígado e alterações 

histopatológicas. Em ratos, um dos animais morreu, e além das alterações no fígado, os 

animais apresentaram atrofia tubular renal, atrofia testicular, depleção de linfócitos no 

baço e tumefação dos hepatócitos (Gajanayake, 2005); Outros resultados de estudos 

realizados com exposição de anfíbios à contaminantes agrícolas apresentaram alterações 

no desenvolvimento, no comportamento, deficiência imunológica e alterações das 

etapas de diferenciação sexual em animais expostos aos poluentes. Também houve uma 
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diminuição significativa no armazenamento de retinóides hepáticos e na concentração 

de ésteres de retinol. Tais desequilíbrios podem acarretar malformações, problemas de 

diferenciação celular e reprodução (Bridges e Semlitsch, 2000; Lefebvre, 2010). 

Tendo em vista a periculosidade de agroquímicos comumente utilizados na 

agricultura mundial e a potencial contaminação de corpos d’água, e consequentemente 

dos organismos aquáticos expostos a tais estressores, o presente trabalho visou à 

exposição de girinos de Lithobates catesbeianus Shaw, 1802 (uma espécie exótica de 

fácil manipulação e adaptação às condições laboratoriais de acordo com Stebbins e 

Cohen (1995)), a três diferentes herbicidas amplamente utilizados nas lavouras agrícolas 

mundiais. 

O objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito dos herbicidas atrazina, 

glifosato e quinclorac sobre a composição bioquímica, o estresse oxidativo, a 

sobrevivência, a duração, e o sucesso de metamorfose em girinos de rã touro 

(Lithobates catesbeianus Shaw, 1802). 

Um grande número de trabalhos científicos tem mostrado que pressões 

ambientais de origem antropogênica e não antropogênica vêm afetando negativamente 

as comunidades de anfíbios, dentre estas, destacam-se os químicos exógenos que 

chegam ao meio ambiente, sendo plenamente justificável o desenvolvimento do 

presente estudo.  Na América latina declínios populacionais vêm sendo registrados 

desde a década de 80, sendo que mais de uma centena de espécies de anfíbios constam 

na lista de espécies ameaçadas reconhecidas pelo IBAMA. A poluição e principalmente 

a perda de habitat, são alguns dos fatores associados à diminuição do número de 

anfíbios por todo o planeta (Allran e Karasov, 2000; Blaustain e Wake, 1995; Both, 

2009).  
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Respostas biológicas a estímulos ambientais também são descritas como fatores 

responsáveis por alterações moleculares, disfunções celulares e mudanças 

histopatológicas (representando um indicativo de ação cumulativa de estressores 

exógenos a um organismo específico) em animais expostos a poluentes. Alterações 

histopatológicas por exposição a níveis relativamente baixos de poluição têm sido 

claramente demonstrados, em campo ou em laboratório, em diferentes organismos 

aquáticos (Bueno-Guimarães et al., 2001). 

O fato da procriação, desova e fase inicial do ciclo de vida dos anfíbios ocorrer 

em ambiente aquático, torna estes animais passíveis de contaminação direta em 

decorrência do uso de pesticidas em plantações no entorno de seus habitats, acarretando 

consequências negativas para tais indivíduos. Marcantonio (2005) relaciona a poluição 

nos diferentes ambientes habitados por anfíbios com as alterações na densidade 

populacional destes animais, além da presença de mutações, más formações e até 

alterações do material genético. 

Levando-se em consideração autores citados na literatura, a escolha das 

concentrações dos herbicidas utilizadas no presente trabalho se baseou nos seguintes 

trabalhos:  

• ATRAZINA 

 Lambropoulou et al. (2002): Encontraram concentrações de atrazina entre 0,02 

e 0,23 µg/L em amostras de seis estações no Rio Kalamas, localizado na Região de 

Epirus, ao noroeste da Grécia. Esta região se caracteriza por apresentar uma intensa 

atividade agrícola, englobando cultivos de milho, soja, vegetais, batatas, frutas cítricas e 

azeitonas; Paulino (2012): O autor cita que as concentrações de atrazina encontradas na 

natureza, não seguem um padrão, havendo desta forma bastante variação nas 
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concentrações encontradas. Para a análise subletal do herbicida atrazina em brânquias 

de Prochilodus lineatus, Paulino utilizou concentrações de 2,0; 10,0; e 25,0 μg/L. De 

acordo com o autor a contaminação dos corpos d’água por atrazina ocorre 

principalmente em áreas superficiais e lóticas (rios e córrregos), porém, em sistemas 

aquáticos lênticos como lagos e zonas úmidas estas concentrações podem ser até 10 

vezes maior. Em águas adjacentes a campos tratados, pode-se encontrar entre as 

concentrações mais baixas de atrazina valores de 0,2 μg/L até 1.000 μg/L entre as 

concentrações mais altas, sendo valores em torno de 20 μg/L a média normal encontrada 

para o herbicida. De acordo com Coelho et al. (2001) o padrão de potabilidade no Brasil 

segundo a portaria N° 1469, de 29 de dezembro de 2000 estabelece como valor mínimo 

permitido para atrazina em corpos d’água de 2 μg/L, já na Europa, o limite permitido 

para a atrazina (e outros pesticidas) de acordo com a  Drinking Water Directive 

(80/778/EEC,1989) e  com a Water Quality-Regulations N° 1147, de 1989, do Reino 

Unido é de  0,1 μg/L, e para a USEPA (United States Environmental Protection 

Agency) o valor máximo de permitido da atrazina em corpos d’água é de 3 μg/L. 

• GLIFOSATO 

 Silva (2003): Segundo o autor, no estado do Rio Grande do Sul, amostras de 

glifosato em um rio apresentaram concentrações de 20 a 30 µg/L do herbicida. O 

CONAMA (Brasil, 2005) através da resolução N° 357/2005 estabelece como valor 

máximo permitido para as águas classe II a concentração de glifosato de 0,065 mg/L, já 

a Portaria Brasileira N° 518/2004 (Brasil, 2004), estabelece uma concentração máxima 

de glifosato de 0,5 mg/L para padrão de potabilidade da água para consumo humano. 

• QUINCLORAC 
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• Marchesan et al. (2007): Os pesquisadores relataram indícios do 

herbicida quinclorac em estudos de monitoramentos de rios no estado do Rio Grande do 

Sul/ Brasil, próximos a plantações de arroz. Os pesquisadores encontraram entre o ano 

de 2000/01 uma concentração mínima do herbicida no rio Vacacaí Mírim de 0,48 µg/L 

e máxima de 6,60 µg/L, sendo a concentração média de 1,57 µg/L, e entre os anos de 

2001/02 no mesmo rio, uma concentração mínima de quinclorac de 1,87 µg/L e máxima 

de 3,81 µg/L, sendo a concentração média de 2,79 µg/L; Silva et al. (2009): Visando 

monitorar a ocorrência do quinclorac em águas superficiais de 7 regiões do sul do Brasil 

associadas ao cultivo de arroz irrigado entres os anos de 2007/2008 (6 no estado do Rio 

grande do Sul, e 1 em Santa Catarina), os autores encontraram nestes corpos d’água 

concentrações médias do herbicida de 0,077; 0,080; 0,100 e 0,110 µg/L; De acordo com 

Marchesan et al. (2007) as diretrizes para qualidade da água no Brasil, não incluem as 

concentrações máximas permitidas para o uso de quinclorac na agricultura (CONAMA, 

1986; Rio Grande do Sul, 1989), tais  limites para este herbicida, também não são 

estabelecidas pela legislação USEPA (USEPA, 2002) ou pela legislação Canadense 

(CCME, 2002). 
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Abstract 

 

Increased use of pesticides worldwide has led to damage not only to natural ecosystems, 

but also to non-target species. This study assesses the effects of different concentrations 

of the herbicides atrazine, glyphosate, and quinclorac on biochemical parameters, lipid 

peroxidation, and survival in tadpoles of Lithobates catesbeianus (bullfrog). 288 

tadpoles were acquired from a frog farm in the south of Brazil. All animals were kept in 

aquariums under controlled laboratory conditions for 7 days, and exposed to 

commercial formulations of atrazine (5, 10, and 20 µg/L), glyphosate (36, 72, and 144 

µg/L), and quinclorac (0.05, 0.10, and 0.20 µg/L) for 7 days thereafter. The 

concentrations used in this study are similar to the levels of these herbicides found in 

natural water bodies.  After exposure, the gills, liver, and muscle of each animal were 

removed for quantitation of glycogen, total lipids, triglycerides, cholesterol, total 

proteins, and lipid peroxidation. Atrazine, glyphosate, and quinclorac exposure induced 

a significant decrease in levels of glycogen and total lipids in the gills, liver, and 

muscle. Triglycerides levels in the gills increased after exposure to glyphosate and 

decreased after exposure to atrazine and quinclorac, but in the liver and muscle, their 

levels decreased on exposure to all herbicides. Cholesterol and total protein levels 

declined only in the liver and muscle for all three herbicides. All tissues exhibited 

increased lipid peroxidation after exposure to all herbicides. In conclusion, exposure to 

the herbicides tested in this study induced significant changes in biochemical 

parameters and increased lipid peroxidation levels in tadpoles of L. catesbeianus. 

 

Key Words: Bullfrog, Metabolic alterations, Lipid peroxidation, Agrochemicals 
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Introduction 

 

New technologies and the growth of the world population have led to an 

expansion of global agribusiness. Around the world, 1.817 billion tons of grain are 

produced annually (IGC, 2012), leading to the consumption of an average 2.5 million 

tons of pesticides (Spadotto et al., 2010). 

This use of agrochemicals has been increasing gradually over recent decades. 

In the last ten years alone, worldwide use of agrochemicals rose 93% (Carneiro et al., 

2012), with no attendant increase in arable land—i.e. a greater amount of agricultural 

chemicals have been applied to the same planting area (Spadotto, 2006).  

It is widely known that the use of pesticides is related to economic, technical 

and social factors (Midio and Martins, 1997), but their indiscriminate use has caused 

severe changes in the balance of ecosystems, such changes have influenced the flow of 

energy and the structure and function of natural communities, modifying the physical 

and biotic balance of these environments and causing impacts in exposed individuals at 

the tissue and molecular levels (Berti et al., 2009, Poleza et al., 2008). According to 

Blaustein and Johnson (2003), the abusive use of agrochemicals is one of the factors 

that have contributed to the degradation of habitats and the decline of biodiversity in 

aquatic environments, mainly due to the high potential for leaching, persistence and 

adsorption to organic matter present in the soil, as well as to the water solubility of these 

chemicals (Moura et al., 2008). 

Atrazine, glyphosate, and quinclorac are currently the most widely used 

herbicides worldwide (Dörfler et al., 1997, Howe et al., 2004, Galon et al., 2009). The 

mode of action of these agricultural chemicals can include inhibition of photosynthesis 
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or other enzyme-mediated processes, such as inhibition of essential amino acid 

synthesis and growth inhibition (Oliveira Jr., 2001, Relyea, 2005, Tomlin, 1994). 

Although herbicides target plant species, there is evidence that these 

agricultural chemicals are also linked to changes in amphibian communities. Exposure 

of these animals to herbicides can induce direct effects, such as mortality, and indirect 

effects, such as changes in biochemical and physiological parameters (Ezemonye and 

Tongo, 2009). 

Excessive use of herbicides is one of the factors described by Blaustein and 

Johnson (2003) as responsible for directly affecting the development, reproduction, and 

survival of amphibian populations around the world. 

Within this context, the present work aims to evaluate the effects of 

commercial formulations of the herbicides atrazine, glyphosate and quinclorac on 

biochemical parameters, lipid peroxidation levels, and survival in tadpoles of Lithobates 

catesbeianus (Shaw, 1802) exposed at concentrations cited in the literature as 

commonly found in natural water bodies (Lambropoulou et al., 2002; Marchezan et al., 

2007; Paulino, 2012; Silva, 2003; Silva et al., 2009).   

 

Material and Methods 

 

For the purposes of this study, 288 live tadpoles were acquired from a 

commercial frog farm (Ranasul) in the municipality of Imbé, state of Rio Grande do 

Sul, Brazil. All tadpoles were 4 months of age and the choice of individuals prioritized 

similar size, as recommended by Landis and Yu (2004), as well as absence of limbs. 

The animals were transported in air-filled plastic bags to the Conservation Physiology 

Laboratory at Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS), where 
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they were measured, weighed, and photographed individually. The animals were 

randomly divided into a control group (n=24), euthanized by the freezing method on 

arrival at the laboratory for verification of initial conditions, and an intervention group 

consisting of the remaining animals. These animals were arranged in twenty-two 

aquariums containing 12 L of water each (n=12), with constant aeration, a water 

temperature of 22±2°C, pH 6.2 ± 0.3, and a 12-hour light/dark cycle. 

The tadpoles were fed (5% of their biomass) once daily with the same fish feed 

used in the commercial frog farm, thus minimizing any effect of food stress. The 

acclimation period was 7 days. On the eighth day after the start of the experiment, the 

herbicides were added to the aquarium water. The introduction of liquid formulation 

herbicides (atrazine and glyphosate), and the herbicide formulation of powder 

(quinclorac), were performed through the dissolution of agrochemical in distilled water 

and added only once to the water of aquariums, in concentration to be used. The 

exposure period was 7 days. 

The experiment was performed in duplicate (two aquariums for each group), 

with aquariums subdivided as follows: 7- and 14-day control groups; atrazine groups: 

concentrations of 5, 10, and 20 µg/L; glyphosate groups: concentrations of 36, 72, and 

144 µg/L; quinclorac groups: concentrations of 0.05, 0.10, and 0.20 µg/L. In these 

experiments, we used commercial formulations of atrazine (Primóleo®, 400 g/L, 

Syngenta), glyphosate (Roundup Original®, 306 g/L, Monsanto), and quinclorac 

(Facet®, 500 g/Kg, Basf). 

The chosen concentrations were based on mean values found in natural bodies 

of water, as cited by Lambropoulou et al. (2002), Marchezan et al. (2007) Paulino 

(2012), Silva (2003), and Silva et al. (2009). At the end of the 14-day study period, all 

animals were euthanized by the freezing method. The following structures were 
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removed from each animal by dissection in a glass petri dish over ice: left and right 

gills, liver, and muscle. Tissue specimens were then used for biochemical analysis of 

the levels of glycogen, total protein, lipids, cholesterol, and triglycerides and evaluation 

of lipid peroxidation levels for the different concentrations of pesticides. 

All research protocols used in this work were authorized by the Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul Animal Research Ethics Committee with 

registration number CEUA 11/00250, as set forth in approval letter number 157/11- 

CEUA, December 2011. 

 

Biochemical Analysis 

 

All experimental determinations in tissue specimens were made by 

spectrophotometric methods, in quadruplicate, and all results expressed as mg/g of 

tissue. 

 

Glycogen: Extracted by Van Handel’s method (1965) and quantified as 

glucose after acid hydrolysis (HCl) and neutralization (Na2CO3) using a commercial 

Glucose Oxidase Kit (Labtest).  

 

Total Proteins: The total protein concentration was determined by the 

colorimetric biuret method. The intensity of the color formed is proportional to the total 

protein concentration in the sample. Again, a commercial kit was used (Total Proteins 

Kit, Labtest).  
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Lipids, Triglycerides and Cholesterol: Extracted by the chloroform: 

methanol method (2:1) (Folch et al., 1957). Lipids were determined through the specific 

sulfo-phospho-vanillin reaction (Frings and Dunn, 1970). Triglycerides were 

determined using the commercial Triglycerides GPO-ANA Kit (Bio-Diagnostic) 

through the lipoprotein lipase method, where triglycerides are hydrolyzed, resulting in 

the release of glycerol, which is then converted, oxidized and catalyzed by 

glycerophosphate. The reaction produces a violet color, where the intensity is 

proportional to the concentration of triglycerides in the sample. Cholesterol was 

determined with the Liquiform Kit (Labtest) using the enzymatic colorimetric method 

for the determination of total cholesterol in the sample, with ready-for-use liquid 

reagent. 

 

Measurement of Lipid Peroxidation 

Measurement of Thiobarbituric Acid-Reactive Substances (TBARS)  

  

Lipid peroxidation activity was measured through the TBA-RS (TBA-reactive 

substances) technique, which consists of heating the sample in the presence of 

thiobarbituric acid, under acidic conditions, and measuring the formation of a color 

product (Buege and Aust, 1978). Method: 150 µl of 10% trichloroacetic acid (TCA), 50 

µl of homogenized tissue, 100 µl of 0.67% thiobarbituric acid (TBA), and 50 µl of 

distilled water are added to a test tube (total volume: 350 µl). The tube is shaken, 

incubated at 100°C for 15 minutes, and cooled for 10 minutes. Then, 300 µl of n-butyl 

alcohol is added to the sample for extraction of the colored product from aqueous 

solution. Tubes are shaken for 45 seconds and centrifuged for 10 minutes at 3000 rpm. 
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The supernatant is added to the spectrophotometer cuvette and read at 535nm. The 

concentration is expressed in nmol/mg of protein. 

 

Statistical analysis 

 

The Kolmogorov-Smirnov test for normality, Levene’s test for homogeneity, 

and one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni correction were 

used for comparison between the different experimental groups. The significance level 

was set at 5%. Statistical analyses were performed in the Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS) for Windows (Zar, 1996). 

 

Results 

 

Gills 

Glycogen: All herbicides, at different concentrations, were associated with 

significant depletion in levels of glycogen in the gills. Animals exposed to atrazine (x  

all concentrations  2  mg glycogen/g  et  eight), glyphosate (x  all concentrations  27 

mg glycogen/g  et  eight), and quinclorac (x  all concentrations= 24 mg glycogen/g 

wet weight) showed a decrease of 97  to 9   as compared  ith the 7-day control 

group (x   1.513 mg glycogen/g  et  eight) and the 1 -day control group (x = 998 mg 

glycogen/g wet weight). The 14-day control group also exhibited a decrease of 

approximately 34% in gill glycogen levels in relation to the 7-day control group (Figure 

1A). 
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Total Lipids:  otal lipid levels  ere decreased after exposure to all 

concentrations of atrazine (x  all concentrations= 0.133 mg total lipids/g wet weight). 

The reduction was 44% in relation to the 7-day control group (x = 0.239 mg total 

lipids/g  et  eight) and 36  in relation to the 1 -day control group (x = 0.209 mg total 

lipids/g  et  eight).  nly the highest concentration of glyphosate (x = 0.187 mg total 

lipids/g wet weight) was associated with a decrease in lipid levels, a 22  and 10  

reduction in relation to the 7-day and 1 -day control groups respectively.  uinclorac (x  

all concentrations= 0.164 mg total lipids/g wet weight) was associated with a 31% 

decrease in lipid levels in gill tissue, at all concentrations of the herbicide, in relation to 

the 7-day control group.  nly the highest concentration (x = 0.132 mg total lipids/g wet 

weight) was associated with a decrease (of 37%) in lipid levels as compared with the 

14-day control group. A 12% reduction was observed between the 7-day and 14-day 

control groups (Figure 1B).   

 

Triglycerides:  nly the lo est concentrations of atrazine (x  all concentrations = 

0.083 mg triglycerides/g wet weight) were associated with a decline in triglyceride 

levels.  hen compared to the 7-day control group (x   0.113 mg triglycerides/g  et 

 eight), this  as a 26  reduction, and 3   in relation to the 1 -day control group (x   

0.125 mg triglycerides/g  et  eight).  lyphosate  (x  all concentrations= 0.162 mg 

triglycerides/g  et  eight)  as associated  ith a  3  increase in triglyceride levels in 

the gills for the lo est concentrations of the herbicide as compared  ith the 7-day 

control group, and a 30  increase in relation to the 1 -day control group.  uinclorac 

(x = 0.090 mg triglycerides/g wet weight) produced a 28% decrease in triglyceride 

levels, but only at the highest concentration of herbicide and when compared with the 
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14-day control group. There was no significant difference between the control groups 

(Figure 1C). 

 

Cholesterol:  here  as no significant change in cholesterol levels in the gills of 

animals exposed to atrazine (x  all concentrations  0.0   mg cholesterol/g  et  eight), 

glyphosate (x  all concentrations  0.1 7 mg cholesterol/g  et  eight), or quinclorac (x  

all concentrations  0.053 mg cholesterol/g  et  eight) in relation to the 7-day control 

group (x   0.217 mg cholesterol/g  et  eight) or the 1 -day control group (x = 0.221 mg 

cholesterol/g wet weight) (Figure 1D). 

 

Total Proteins: There was no significant change in total protein levels in the 

gills of animals exposed to atrazine (x  all concentrations  0.156 mg protein/g  et 

 eight), glyphosate (x  all concentrations  0.075 mg protein/g  et  eight), or 

quinclorac (x  all concentrations= 0.068 mg protein/g wet weight) in relation to the 7-

day control group (x   0.27  mg protein/g  et  eight) or the 1 -day control group (x = 

0.281 mg protein/g wet weight) (Figure 1E).  

 

Lipid Peroxidation: Exposure to atrazine led to an average increase of 183% in 

lipid peroxidation levels (x  all concentrations  51 nmol   ARS/mg protein) as 

compared  ith the 7-day control group (x   1  nmol   ARS/mg protein) and a 219  

increase in relation to the 1 -day control group (x = 16 nmol TBARS/mg protein). In the 

glyphosate group, lipid peroxidation (x  all concentrations  120 nmol   ARS/ mg 

protein)  as 567  higher in relation to the 7-day control group and 650  higher in 

relation to the 1 -day control group.  he quinclorac group (x  all concentrations= 190 

nmol TBARS/mg protein) appeared to be most impaired in terms of increased lipid 



49 
 

peroxidation: levels were 955% higher in relation to the 7-day control group, and 

1,087% higher as compared with the 14-day control group. There was no significant 

difference in lipid peroxidation levels between the two control groups (Figure 1F). 

 

Liver  

Glycogen: As in the gills, exposure to all herbicides at all concentrations  as 

associated  ith a decrease in glycogen levels in the liver.  ith atrazine (x  all 

concentrations= 113 mg glycogen/g wet weight), this was a 95% reduction as compared 

with the 7-day control group (x   2.1 5 mg glycogen/g  et  eight) and a 91  reduction 

in relation to the 1 -day control group (x   1.250 mg glycogen/g  et  eight). 

 lyphosate (x  all concentrations= 96 mg glycogen/g wet weight) was associated with a 

96% decrease in relation to the 7-day control group, and a 92  reduction in relation to 

the 1 -day control group.  uinclorac (x  all concentrations= 56 mg glycogen/g wet 

weight) was associated with the most marked decline in glycogen levels: a 97% 

reduction in relation to the 7-day control group and a 95% reduction as compared with 

the 14-day control group. Furthermore, there was a 41% reduction in glycogen levels in 

the 14-day control group in relation to the 7-day control group (Figure 2G). 

 

Total Lipids: Atrazine (x  all concentrations= 0.218 mg total lipids/g  et  eight) 

produced an  9  reduction in total lipids in relation to the 7-day control group (x = 

1.930 mg total lipids/g  et  eight) and a 91  reduction in relation to the 1 -day 

control group (x = 2.387 mg total lipids/g wet  eight).  lyphosate (x  all concentrations= 

0.260 mg total lipids/g  et  eight) and quinclorac (x  all concentrations= 0.271 mg total 

lipids/g wet weight) induced an 86% reduction in relation to the 7-day control group. 

Glyphosate exposure induced an 89% decrease, and quinclorac exposure, and 87% 
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decrease in total lipid levels in liver as compared with levels found in the 14-day control 

group. There was no significant difference between the 7-day and 14-day control groups 

(Figure 2H).   

 

Triglycerides: All concentrations of atrazine (x  all concentrations   0.035 mg 

triglycerides/g  et  eight) and glyphosate (x  all concentrations= 0.034 mg 

triglycerides/g wet weight) were associated with a 92% decline in liver triglyceride 

levels in relation to the 7-day control group (x   0. 17mg triglycerides/g  et  eight) 

and a 9   decline in relation to the 1 -day control group (x   0.61 mg triglycerides/g 

 et  eight).  uinclorac (x = 0.029 mg triglycerides/g wet weight) was associated with a 

93% reduction when compared to the 7-day control group, and a 95% reduction in 

relation to the 14-day control group. There were no significant differences between the 

control groups (Figure 2I). 

 

Cholesterol: Unlike in the gills, cholesterol levels in the liver declined after 

exposure to herbicides. Atrazine (x  all concentrations  0.0 3 mg cholesterol/g  et 

 eight) produced an  1  reduction in liver cholesterol levels as compared  ith levels 

found in the 7-day control group (x = 0.433 mg cholesterol/g wet weight) and an 88% 

reduction as compared  ith levels found in the 1 -day control group (x   0.676 mg 

cholesterol/g  et  eight).  lyphosate (x  all concentrations= 0.108 mg cholesterol/g wet 

weight) produced 75% and 84% reductions in relation to the 7-day and 14-day control 

groups respectively. Exposure to quinclorac (x  all concentrations= 0.098 mg 

cholesterol/g wet weight) led to a 77% decrease in liver cholesterol levels in relation to 

the 7-day control group, and an 85% reduction in relation to the 14-day control group. 

There was no significant difference between the control groups (Figure 2J). 
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Total Proteins: Again, unli e in the gills, total protein levels in the liver 

decreased in response to herbicides exposure. Atrazine exposure (x  all concentrations= 

0.128 mg protein/g wet  eight) produced a reduction of 59  and 52  in relation to the 

7-day control group (x   0.313 mg protein/g  et  eight) and the 1 -day control group 

(x   0.269 mg protein/g  et  eight) respectively.  n the glyphosate group (x  all 

concentrations= 0.104 mg protein/g wet weight), the decrease was 67% in relation to 7-

day controls, and 61  in relation to 1 -day controls.  n the quinclorac group (x  all 

concentrations= 0.077 mg protein/g wet weight), the reduction was 75% in relation to 

the 7-day control group and 71% in relation to the 14-day control group. There was no 

significant difference in protein levels between the control groups (Figure 2K).  

 

Lipid Peroxidation: In liver tissue, lipid peroxidation increased after exposure to 

herbicides. In atrazine-exposed animals (x  all concentrations     nmol   ARS/ mg 

protein), levels sho ed an average increase of  1   in relation to the 7-day control 

group (x   17 nmol   ARS/ mg protein) and   7  in relation to the 1 -day control 

group (x = 15 nmol TBARS/ mg protein).  n glyphosate-exposed animals (x  all 

concentrations  11  nmol   ARS/ mg protein), levels increased 571  in relation to the 

7-day control group and 660  in relation to the 1 -day control group.  n the quinclorac 

group (x  all concentrations= 248 nmol TBARS/ mg protein), levels increased 1,359% as 

compared with the 7-day control group and 1,553% in relation to the 14-day control 

group. The highest concentration of quinclorac was associated with the highest increase 

in lipid peroxidation levels. There was no significant difference between the control 

groups (Figure 2L).  
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Muscle 

Glycogen: All herbicides  ere associated  ith significant glycogen depletion in 

the muscle of exposed animals.  n the atrazine group (x  all concentrations= 10 mg 

glycogen/g wet weight), muscle glycogen levels showed a 97% reduction in relation to 

the 7-day control group (x   3 7 mg glycogen/g  et  eight) and a 96  reduction in 

relation to the 1 -day control group (x   271 mg glycogen/g  et  eight).  n glyphosate-

exposed animals (x  all concentrations= 15 mg glycogen/g wet weight), the reduction 

was 96% in relation to the 7-day control group and 9   in relation to the 1 -day control 

group, and in quinclorac-exposed animals (x  all concentrations= 08 mg glycogen/g wet 

weight), there were 98% and 97% reductions in relation to the 7-day and 14-day control 

groups respectively. The 14-day control group also showed a 22% reduction in 

glycogen levels in relation to the 7-day control group (Figure 3M). 

 

Total Lipids: Atrazine-exposed animals (x  all concentrations= 0.052 mg total 

lipids/g wet weight) exhibited an 87% decrease in total lipid levels in relation to those in 

the 7-day control group (x = 0.387 mg total lipids/ g  et  eight) and an  3  decrease in 

relation to the 1 -day control group (x = 0.310 mg total lipids/g  et  eight).  lyphosate 

(x  all concentrations= 0.075 mg total lipids/g  et  eight)  as associated  ith  1  and 

76  reductions in relation to the 7-day and 1 -day control groups respectively.  n 

quinclorac-exposed animals (x  all concentrations= 0.062 mg total lipids/g wet weight), 

there was an 84% reduction in relation to the 7-day control group and an 80% reduction 

in relation to the 14-day control group. Furthermore, the 14-day control group showed a 

20% decrease in total lipid levels in relation to the 7-day control group (Figure 3N).   
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Triglycerides: Herbicides produced a decrease in triglyceride levels only in 

relation to the 7-day control group (x   0.1 0 mg triglycerides/g  et  eight).  n 

atrazine-exposed animals (x  all concentrations = 0.032 mg triglycerides/g wet weight), 

this reduction corresponded to 77 ; in the glyphosate group (x  all concentrations   

0.0   mg triglycerides/g  et  eight), 66 ; and in the quinclorac group (x = 0.039 mg 

triglycerides/g wet weight), 72%. There was no significant difference between the 7-day 

and 14-day control groups (Figure 3O). 

 

Cholesterol: All herbicides produced a reduction in cholesterol levels in muscle 

tissue. Atrazine (x  all concentrations  0.037 mg cholesterol/g  et  eight) induced an 

 1  reduction in relation to the 7-day control group (x = 0.197 mg cholesterol/g  et 

 eight) and a 76  reduction in relation to the 1 -day control group (x   0.153 mg 

cholesterol/g  et  eight).  n glyphosate-exposed animals (x  all concentrations= 0.048 

mg cholesterol/g wet weight), the reduction was 76% in relation to the 7-day control 

group and 69  in relation to the 1 -day control group.  n the quinclorac group (x  all 

concentrations= 0.041 mg cholesterol/g wet weight), there was a 79% reduction in 

relation to the 7-day control group and a 73% reduction in relation to the 14-day control 

group. There was no significant difference between the control groups (Figure 3P). 

 

Total Proteins:  he total protein content of muscle tissue in animals exposed to 

atrazine (x  all concentrations= 0.191 mg protein/g wet weight) was 53% lower in 

relation to the 7-day control group (x   0. 11mg protein/g  et  eight) and 5   lo er in 

relation to the 1 -day control group (x   0. 51 mg protein/g  et  eight).  ith 

glyphosate (x  all concentrations= 0.115 mg protein/g wet weight), the reduction was 

72  as compared  ith the 7-day control group and 7   in relation to the 1 -day 
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control group.  ith quinclorac (x  all concentrations= 0.128 mg protein/g wet weight), 

the reduction was 69% and 72% in relation to the 7-day and 14-day control groups 

respectively. The 14-day control group showed a 10% increase in muscle protein levels 

in relation to the 7-day control group (Figure 3Q).  

 

Lipid Peroxidation: All herbicides were associated with a significant increase in 

lipid peroxidation in muscle tissue. In atrazine-exposed animals (x  all concentrations  

66 nmol   ARS/ mg protein), levels sho ed a 21   increase in relation to the 7-day 

control group (x   21 nmol   ARS/ mg protein) and a 500  increase in relation to the 

1 -day control group (x = 11 nmol TBARS/ mg protein).  n the glyphosate group (x  all 

concentrations  129 nmol   ARS/ mg protein), levels increased 51   in relation to the 

7-day control group and 1,072  in relation to the 1 -day control group. As in other 

tissues, quinclorac (x  all concentrations= 148 nmol TBARS/ mg protein) appears to be 

have caused the most marked lipid peroxidation response, with exposed animals 

showing a 604% increase in levels in relation to 7-day controls and a 1,245% increase 

in relation to 14-day controls. There was no significant difference in lipid peroxidation 

levels between the two control groups (Figure 3R). 

 

Weight, size and survival 

All animals gained weight and increased in size during the experiment period. 

The weight gain observed in control groups 7 and 14 days was 22% and 18% 

respectively. In the atrazine group, the average weight gain was 14%; in the glyphosate 

group, 33%; and in the quinclorac group, 20% (Figure 4S). The increase in size was 2% 

and 10% in the 7-day and 14-day control groups respectively. In the atrazine group, the 
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average size increase was 20%; in the glyphosate group, 17%; and in the quinclorac 

group, 13% (Figure 4T). 

Survival in the 7-day and 14-day control groups was 96% and 83% respectively. 

In the atrazine group, average survival was 91%; in the glyphosate group, 93%; and in 

the quinclorac group, 100%, i.e. there was no mortality in quinclorac-exposed animals 

(Figure 4U). 

There was no significant variation in pH or in dissolved oxygen in water during 

the experiment period. Before the introduction of pesticides, aquarium water was 

approximately 7.2 in the control, atrazine, glyphosate, and quinclorac groups; after 

exposure, pH was approximately 7.3 in the glyphosate group and 7.4 in the control, 

atrazine, and quinclorac groups. Before introduction of the herbicides, the level of 

dissolved oxygen in water was 6.9 mg/L in the control and quinclorac aquariums, 6.8 

mg/L in the atrazine aquariums, and 6.6 mg/L in the glyphosate aquariums. After 

addition of the herbicides to the water, the value of dissolved oxygen was 7.0 mg/L, 7.3 

mg/L, 6.2 mg/L, and 6.6 mg/L in the control, atrazine, glyphosate, and quinclorac 

groups respectively. 

 

Discussion 

 

According to Alkahen (1996), Ganeshwade (2012), and Salbego et al. (2010), 

non-target aquatic animals exposed to pesticides can bioaccumulate these toxic 

compounds in different tissues, which leads to damage, biochemical changes, and 

increased energy expenditure in an attempt to detoxify the agrochemical. We found 

similar response patterns in this study despite the use of very low concentrations of all 

tested herbicides.   
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The reductions in glycogen levels in the gills, liver and muscle and in the 

decrease in total lipid levels in the gills and muscle in the 14-day control group as 

compared with the 7-day control group may in fact be due to the availability of food. 

Unlike the patterns found in a frog farm, where animals are housed in large tanks and 

are fed ad libitum, all food was controlled in this experiment, leading to greater 

competition between individuals due to limited aquarium space and, consequently, to 

lower overall food intake. 

In all tissues (gills, liver and muscle), glycogen levels were severely depleted 

after exposure to all herbicides and at all concentrations. These reductions accounted to 

a depletion of more than 90% of stores of this polysaccharide. A similar response in 

glycogen levels in tadpoles has been described by Ezemonye and Ilechie (2007) and 

Ezemonye and Tongo (2009) after exposure to the pesticides atrazine and basudin.  

Glycogen plays an essential role in energy balance, as it provides a reserve of 

internal energy (Moyes and Schulte, 2010). Stressful situations during which 

homeostasis is threatened or disturbed, such as pesticide exposure, lead to induction of 

physiological responses (Barton and Iwama, 1991). Response to this stress consists of a 

rapid depletion of glycogen levels in order to meet increased energy demands and assist 

the metabolic processes involved in detoxification of pollutants (Alkahen, 1996). 

Furthermore, glycogen can also be used for synthesis of glycoproteins and glycolipids, 

which are essential constituents of the cell and its membranes (Vutukuru, 2005). 

The cost of resistance to a toxic compound entails greater energy demand to 

repair the adverse effects caused by stress. To meet this increased energy demand, 

glycogen can be rapidly catabolized due to its easy availability to produce energy, thus 

producing massive depletion of tissue glycogen reserves (Becker et al., 2009, Chang et 

al. 2006, Salbego et al., 2010, Vutukuru, 2005). 
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In the gills, lipid levels decreased at all concentration of atrazine and 

quinclorac, but only at the highest concentration of glyphosate. In liver and muscle, the 

total lipid levels decreased after exposure to all herbicides, more markedly in these 

tissues than in the gills. 

Lipids are the body’s main source of energy. Lipids can act as a substrate for 

production of energy when extra fuel is required; they are released to meet the increased 

demand for energy induced by the stressor. Therefore, lipids play a vital role during 

biochemical adaptations of animals faced with stress conditions. Cells can oxidize fatty 

acids to increase energy production in response to increased demand, and lipids may be 

diverted to other metabolic functions essential to the survival of animals faced with a 

stressful situation (Champe et al., 2006, Gijare et al., 2011, Moyes and Schulte, 2010).   

The decrease in total lipid levels observed in this study, particularly in liver and 

muscle, in tadpoles exposed to different concentrations of herbicides may also be 

related to the use of lipids in cell repair and in the organization of these tissues for the 

formation of lipoproteins, which are an important constituent of cell membranes and 

organelles.  

According to Zaya et al. (2011), exposure to herbicides such as atrazine can 

increase energy demand and reduce lipid stores, altering metabolism and/or lipid 

mobilization in aquatic animals. This disruption in the lipid energy balance in tadpoles 

may be due to the massive energy required for detoxification and excretion of the 

herbicide. A similar decrease in lipid levels was also observed by Gurushankara (2007) 

and Honrubia et al. (1993) in adult frogs and in tadpoles after exposure to pesticides. 

In our experiment, triglyceride levels decreased in the gills of animals exposed 

to lower concentrations of atrazine and to the highest concentration of quinclorac. In 

glyphosate-exposed animals, however, these levels increased at lower concentrations. In 
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liver and muscle tissue, triglyceride levels were reduced after exposure to all three 

herbicides in all concentrations. 

The response pattern of lipid and triglyceride levels differed between the 

tissues studied in the present experiment. Gills exhibited low-intensity depletion of 

these energy reserves, probably to preserve their osmoregulatory and respiratory 

capacity.  

Triglycerides constitute the main way of storing lipids, which play a vital role 

as energy reserves in animals (Moyes and Schulte, 2010). Exposure to toxic substances, 

such as pesticides, can cause harmful effects on living organisms and induce oxidation 

and alterations of the chemical function of triglycerides (El-Banna et al., 2009). In 

situations of increased energy demand, animals can obtain energy through lipids stored 

as triglycerides (Landys et al., 2005), and tadpoles seem to use lipids, especially stored 

triglycerides, as an endogenous energy source (Sawant and Varute, 1973). 

The decrease in total lipid levels exhibited by Rana perezi tadpoles in response 

to pesticide exposure might affect triglyceride synthesis and may explain the reduction 

of these levels in animals exposed to atrazine and quinclorac (Honrubia et al. 1993). A 

similar strategy was probably verified in this study for the same pesticides, including 

glyphosate, in liver and muscle tissue of Lithobates catesbeianus tadpoles. 

Yet another pathway of response to the stress of pesticide exposure involved 

increases in triglycerides levels, which may be due to an increase in food intake 

(Aldana-Madrid et al., 2012, Montgomery et al., 2008, Moyes and Schulte, 2010). 

Animals exposed to glyphosate showed this pattern in gill tissue and by increasing their 

weight more than other groups, including the control groups (Figure 1C and 4S). 

 The higher levels of triglycerides in the gills and decreased levels of 

triglycerides in other tissues in glyphosate-exposed animals may be attributable to 
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decreased oxygen consumption in an attempt at the maintenance of optimal gill 

function, thus reallocating energy to this vital organ of survival in aquatic animals, as a 

response to herbicide toxicity (Chang et al., 2006). Pãunescu and Ponepal (2011) 

reported increased triglyceride levels in adult frogs exposed to glyphosate.  

In our experiment, only in the gills were cholesterol levels unchanged after 

herbicide exposure. In the liver and muscles, cholesterol levels decreased as compared 

to those of control animals. This pattern of change in cholesterol and triglyceride levels 

appears to reflect an attempt at preservation of gill function, thus ensuring the survival 

of animals due through a physiological adaptation to agrochemical exposure. 

According to Champe et al. (2006) and Trabalon and Blais (2012), cholesterol 

plays an important role as a constituent of cell membranes, and its levels typically 

decrease after exposure to pesticides (Aldana-Madrid et al., 2012). This decrease in 

cholesterol levels may be due to an inhibition of cholesterol biosynthesis or to use of 

fatty deposits as a source of energy in response to increased demands due to the stress 

caused by agrochemical exposure (Ganeshwade, 2012). A decrease in cholesterol levels 

also was observed by Shakoori et al. (1996) in fish exposed to pesticides. According to 

the author, this reduction in cholesterol levels may be due to utilization of fatty acid 

reserves for energy purposes.  

Just as cholesterol levels, total protein concentrations in the gills were not 

significantly altered by exposure to herbicides. Conversely, in liver and muscle tissue, a 

decrease was evident after exposure to all three concentrations of atrazine, glyphosate, 

and quinclorac.  

According to Salbego et al. (2010), exposure to herbicides can increase energy 

expenditure in an attempt at detoxification of these toxic compounds, thus altering 

metabolism and leading to low protein levels, which may indicate mobilization of 
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protein to increase its degradation into amino acids to feed the tricarboxylic acid cycle 

and increase ATP synthesis, thus satisfying the high energy demands of cells exposed to 

toxic stress (Ganeshwade, 2012).  

A pattern of decrease in protein levels can indicate physiological 

acclimatization to high energy demands so as to compensate for the stress caused by 

pesticide exposure, or may reflect a mechanism of formation of lipoproteins, which will 

be used to repair damaged organelles, cells, and tissues (Rambabu and Rao, 1994, 

Ribeiro et al., 2001, Sak et al., 2006). Khan et al. (2003) and Sounderraj et al. (2011) 

also reported decreased protein levels in adult frogs after exposure to pesticides.  

Although lipid peroxidation levels increased in response to exposure to all 

herbicides, at all concentrations, and in all tissues analyzed, quinclorac appears to be the 

most damaging of the three herbicides in this respect.  

Lipid peroxidation, or oxidation of the lipid layer of the cell membrane, is one 

of the main mechanisms of cell injury, due to high concentration of polyunsaturated 

fatty acids in cells (El-Banna et al., 2009). The oxidative destruction of lipids by means 

of lipid peroxidation appears to be an inevitable process in tissue injury (Al-Othman, 

2011).  

Animals exposed to pesticides can exhibit increased levels of lipid peroxidation 

in tissues, which can, in turn, lead to chemical damage and cell death (Al-Othman, 

2011, Champe et al., 2006, Uchendu et al., 2012).  According to Patil et al. (2009), 

pesticides have been shown to initiate and increase lipid peroxidation in biological 

membranes in experimental animals exposed to these chemicals, leading to changes in 

the function, structure and fluidity of cell membranes. 

Some authors have reported increased lipid peroxidation in response to 

herbicide exposure. Modesto and Martinez (2010) and Lajmanovich (2010) reported 
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that exposure to glyphosate may increase lipid peroxidation in tadpoles; Kadry et al. 

(2012) reported increased lipid peroxidation in fish exposed to atrazine; and Menezes et 

al. (2012) noted that quinclorac can increase levels of lipid peroxidation in fish exposed 

to this pesticide.  

It was found that although the levels of lipid peroxidation had strongly 

increased due to herbicides exposure, there  asn’t a reduction in survival of these 

animals. This fact can be explained possibly by increased activity of antioxidant 

defenses and inhibition to the effects caused by increased lipid peroxidation, leading 

consequently to higher chances of survival of these individuals (Barreiros et al., 2006; 

Blokhina et al., 2003). 

However, there have been few studies on increased lipid peroxidation in 

animals exposed to the herbicides tested herein, particularly quinclorac, which induced 

the most damage to lipid membranes in relation to the other two herbicides. 

Although the present work was performed using concentrations of commercial 

formulations of atrazine, glyphosate, and quinclorac commonly found in natural water 

bodies, and these concentrations did not cause high mortality among exposed tadpoles, 

we found that all three herbicides can alter biochemical parameters and induce lipid 

peroxidation in these animals. The same pattern of response to exposure—an intense 

reduction in levels of all metabolites (glycogen, total lipids, triglycerides, cholesterol 

and total proteins) in liver and muscle - was observed with all three herbicides, although 

only glycogen and total lipid levels decreased in the gills, with changes in the other 

metabolites (triglycerides, cholesterol and total proteins) varying depending on the 

herbicide.  

Such changes in the metabolism of tadpoles exposed to these pesticides may be 

linked to unsuccessful development, metamorphosis, and reproductive patterns in 
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amphibians. On the basis of these results, we suggest that increased use of 

agrochemicals may be an important factor in the decline of amphibian diversity and 

abundance worldwide. 

Nevertheless, it bears stressing that this was the pattern of response exhibited 

by the species Lithobates catesbeianus under laboratory conditions. In the field, or in 

other species, response patterns may be distinct. 
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Figure 1: Graphics A, B, C, D, E, and F: LevelS of glycogen, total lipids, triglycerides, cholesterol, total proteins, and lipid 
peroxidation  in the gills of tadpoles of Lithobates catesbeianus exposed to different concentrations of herbicides atrazine, 
glyphosate and quinclorac (Cont= Controls; A: Atrazine; G:Glyphosate; Q: Quinclorac). The results are expressed as the mean (±) 
standard error. The number 1 under the error bar represents a significant difference compared to the control group 7 days, and 
the number 2 represents this difference with respect to the control 14 days, p< 0.05.  
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Figure 2: Graphics G, H, I, J, K, and L: Levels of glycogen, total lipids, triglycerides, cholesterol, total proteins, and lipid 
peroxidation  in the liver of Lithobates catesbeianus tadpoles exposed to different concentrations of herbicides atrazine, 
glyphosate and quinclorac (Cont= Controls; A: Atrazine; G:Glyphosate; Q: Quinclorac). The results are expressed as the mean (±) 
standard error. The number 1 under the error bar represents a significant difference compared to the control group 7 days, and 
the number 2 represents this difference with respect to the control 14 days, p< 0.05.  
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Figure 3: Graphics M, N, O, P, Q, and R: Levels of glycogen, total lipids, triglycerides, cholesterol, total proteins, and lipid 
peroxidation  in the muscle of Lithobates catesbeianus tadpoles exposed to different concentrations of herbicides atrazine, 
glyphosate and quinclorac (Cont= Controls; A: Atrazine; G:Glyphosate; Q: Quinclorac). The results are expressed as the mean (±) 
standard error. The number 1 under the error bar represents a significant difference compared to the control group 7 days, and 
the number 2 represents this difference with respect to the control 14 days, p< 0.05.  
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Figure 4: Graphics S, T, U: Weight gain during the experiment compared to the initial weight of the groups (the 
value on top of the bar indicates the percentage of weight gain), size at the beginning and end of the experiment 
(the value on top of the bar indicates the percentage of increase size during the experiment), and survival of 
tadpoles of Lithobates catesbeianus  until the end of the experiment.  (Cont= Controls A= Atrazine; G= Glyphosate; 
Q= Quinclorac). 
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Abstract 

 

 he  ay humans have used the  orld’s natural resources has led to significant 

impacts on other species that inhabit the planet. Non-target aquatic organisms (such as 

tadpoles) can be indirectly affected by contaminants (such as pesticides). The present 

work sought to ascertain survival and possible changes in biochemical parameters 

(levels of glycogen, triglycerides, total lipids, cholesterol, protein, and lipid 

peroxidation) in the gills, liver, and muscle of bullfrog tadpoles (Lithobates 

catesbeianus, Shaw, 1802) exposed to low concentrations (below legal limits) of the 

herbicides atrazine, glyphosate, and quinclorac. Tadpoles exposed to these herbicides 

showed a reduction of glycogen and triglyceride levels in all tissues, as well as an 

increase in lipid peroxidation, as compared with control animals. Total lipid content in 

the gills and muscle increased in animals exposed to atrazine, as did lipid levels in the 

gills alone in animals exposed to glyphosate, but decreased in the gills, liver, and 

muscle after quinclorac exposure. Cholesterol levels increased in the gills and liver after 

atrazine exposure and increased in the gills and muscle after glyphosate exposure, but 

decreased in liver tissue after quinclorac exposure. Total protein levels in the gills 

decreased after exposure to all herbicides, increased in muscle after atrazine exposure, 

and increased in the liver and muscle after exposure to quinclorac. These results reveal 

an imbalance in metabolic parameters in tadpoles exposed to these herbicides. This 

imbalance may be related to increased energy expenditure in these animals in an attempt 

to maintain homeostasis when faced with an agrochemical stressor. Our findings 

support the hypothesis that this biochemical unbalance may influence other biological 

parameters, such as development and reproductive success, or even lead to a decline in 

the population of amphibians exposed to these herbicides. However, further research is 
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required to determine conclusively if these results may be affecting other amphibian 

species and their life cycles. 

 

Key Words 

 

Amphibians, Agrochemicals, Biochemical changes, Bullfrog, Herbicides, 

Tadpoles.  

 

 

1. Introduction 

 

The way humans use the  orld’s natural resources has led to significant 

impacts on other species that inhabit the planet. One example of this phenomenon is the 

decline in the number of amphibians over the last decades, an extinction that has no 

precedent in any animal class and which may be a result of the introduction of 

contaminants such as pesticides—even at low levels—into the environment (Allran and 

Karasov, 2000; Boone et al., 2005; Gascon et al., 2005; Sayim, 2008). 

Approximately 1% of agrochemicals used in the field reach their specific 

targets. The other 99% can move through the different environmental compartments and 

may have an indirect effect on non-target organisms exposed to these contaminants 

(Belluck et al., 1991). 

Amphibians are among the animals that may be indirectly exposed to these 

agrochemicals, and this exposure may account for the great amphibial mortality that has 

been observed in recent years. Tadpoles appear to be more sensitive than adults, which 
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is consistent with the greater fragility of these animals in the larval stage (Johansson et 

al., 2006; Murphy et al., 2000; Wang et al., 2001). 

The environmental changes induced by use of agricultural chemicals can 

interfere with physiological and biochemical parameters in non-target aquatic 

organisms, affecting functions such as growth, development, and reproduction (Upasani 

and Balaraman, 2001; Venkataramana et al., 2006). 

According to Massoud et al. (2011), there is a lack of data on the toxicity of 

pesticides at low concentrations, close to those found in the natural environment. 

Therefore, research on the impact of these contaminants in exposed communities of 

aquatic animals—even at low concentrations—is warranted. 

Taking into account this lack of information about the interaction between 

herbicides at low concentrations and non-target aquatic animals, the present work 

sought to assess potential changes in biochemical parameters (levels of glycogen, total 

lipids, triglycerides, cholesterol, total protein, and lipid peroxidation) and survival of 

bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus - Shaw, 1802) exposed to low concentrations 

(below legal limits) of the three herbicides most widely used on crops worldwide: 

atrazine, glyphosate, and quinclorac (Dörfler et al., 1997; Miron et al., 2004; Oga, 

2003).  

 

2. Material and methods 

 

 2.1. Chemicals 

For toxicity testing, we used three herbicides in concentrations below legal 

limits: atrazine (3 µg/L) (US Environmental Protection Agency, 1985) glyphosate (65 

µg/L) (Brasil, 2005), and quinclorac. For the latter, we used a concentration below that 
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found in natural bodies of water (Marchezan et al., 2007; Silva et al., 2009), considering 

that no specific legislation for maximum allowable concentrations in natural water 

bodies is available for this herbicide (Marchezan et al., 2007). All pesticides were used 

as commercial formulations: atrazine, Primóleo® 400 g/L (Syngenta); glyphosate, 

Roundup Original® 306 g/L (Monsanto); and quinclorac, Facet® 500 g/Kg (Basf). The 

concentrations chosen for the present study were 2.5 µg/L for atrazine, 18 µg/L for 

glyphosate, and 0.025 µg/L for quinclorac. 

 

 2.2. Experimental model 

For the purposes of this study, 76 bullfrog (Lithobates catesbeianus) tadpoles 

were acquired from a frog farm in the municipality of Imbé, state of Rio Grande do Sul, 

Brazil. All tadpoles were 3 months old and had no visible limbs, as recommended by 

Landis and Yu (2003). 

The animals were transported in air-filled plastic bags to the Conservation 

Physiology Laboratory at Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

(PUCRS), where they were individually measured, weighed, and randomly divided into 

groups.  

 

 2.3. Experimental design 

The experiment was conducted in duplicate: for each group, two aquariums 

containing the same number of individuals were used. For the control group, 16 animals 

were divided into two aquariums with 8 individuals each. In the herbicide exposure 

groups, allocation was as follows: 20 animals for atrazine (10 specimens in each 

aquarium), 20 animals for the glyphosate group (10 specimens in each aquarium), and 

20 animals for the quinclorac group (10 specimens in each aquarium). All aquariums 
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contained 12L of water each, had constant aeration, a water temperature of around 22 ± 

2° C, pH 6.2 ± 0.3, and a 12-hour light/dark cycle. The animals were fed (5% of the 

total biomass in each aquarium) once daily with the same fish feed used at the frog 

farm. 

At the end of the experiment, all animals were euthanized by the freezing 

method, and the left and right gills, liver, and muscle were removed by dissection.  

The total duration of the experiment was of 14 days: 7 days for acclimation and 

7 days of exposure to herbicides. Herbicides were introduced in the aquariums on the 

eighth day after the beginning of the experiment - the commercial formulation, both as 

liquid (atrazine and glyphosate) or powder (quinclorac), were diluted in distilled water 

and added only once to the aquariums, in the concentrations to be use. In the control 

group, the animals remained for more 7 days under the same acclimation conditions. 

All research protocols used in this work were authorized by the Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul Animal Research Ethics Committee with 

registration number CEUA 11/00250, as set forth in approval letter number 157/11- 

CEUA, December 2011. 

 

 2.4. Biochemical Analysis  

All biochemical analyses of tissue specimens were performed, in 

quadruplicate, by spectrophotometric methods. 

 

2.4.1. Glycogen 

Extracted by Van Handel’s method (1965) and quantified as glucose after acid 

hydrolysis (HCl) and neutralization (Na2CO3) (Geary et al, 1981), using a commercial 

Glucose Oxidase Kit (Labtest). Results were expressed as mg/g. 
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2.4.2. Total Proteins 

The total protein concentration was determined by the colorimetric biuret 

method: the sample is added to the reagent kit, vortexed, placed in a bath, cooled, and 

read in the spectrophotometer. Again, a commercial kit was used (Total Proteins Kit, 

Labtest) and results were expressed as mg/g. 

 

2.4.3. Lipids, Triglycerides and Cholesterol 

Extraction was by the chloroform: methanol method (2:1) (Folch et al., 1957). 

Lipid content was determined by the sulfo-phospho-vanillin reaction (Frings and Dunn, 

1970), and triglycerides, by the lipoprotein lipase method, using the commercial 

Triglycerides GPO-ANA Kit (Bio-Diagnostic). Cholesterol was determined with the 

Liquiform Kit (Labtest). All results were expressed in mg/g. 

 

2.4.4. Measurement of Lipid Peroxidation: Thiobarbituric Acid-Reactive 

Substances (TBARS) 

TBA-RS (TBA-reactive substances) method: 150 µl of 10% trichloroacetic 

acid (TCA), 50 µl of tissue homogenate, 100 µl of 0.67% thiobarbituric acid (TBA), and 

50 µl of distilled water are added to a test tube (total volume: 350 µl). The tube is 

shaken, incubated at 100°C for 15 minutes, and cooled for 10 minutes. Then, 300 µl of 

n-butyl alcohol is added to the sample for extraction of the colored product from 

aqueous solution. Tubes are shaken for 45 seconds and centrifuged for 10 minutes at 

3000 rpm. The supernatant is added to the spectrophotometer cuvette and read at 

535nm. Results are expressed as nmol/mg of protein. 
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2.5. Statistical analysis 

Comparisons between the experimental and control group were made in the 

Statistical Package for Social Sciences 12.0 (SPSS) environment, using the 

Kolmogorov-Smirnov test for normality and Student’s t-test for independent samples. 

The results were expressed as mean ± standard deviation. The level of significance was 

set at p<0.05. 

 

3. Results 

 

3.1. Gills 

There were significant reductions in glycogen levels in the gills of animals 

exposed to atrazine (x   0.0   mg glycogen/g  et  eight), glyphosate (x   0.027 mg 

glycogen/g  et  eight), and quinclorac (x   0.032 mg glycogen/g  et  eight) as 

compared  ith animals in the control group (x = 0.197 mg glycogen/g wet weight) 

(Figure 1A). In comparison to the control group (x = 0.166 mg cholesterol/g wet 

weight), total lipid levels  ere increased in animals exposed to atrazine (x   0.539 mg 

total lipids/g  et  eight) and glyphosate (x = 0.511 mg total lipids/g wet weight), but 

reduced in those exposed to quinclorac (x = 0.071 mg total lipids/g  et  eight) ( igure 

1 ).  riglyceride levels decreased in animals exposed to atrazine (x = 0.059 mg 

triglycerides/g  et  eight) and glyphosate (x   0.13  mg triglycerides/g  et  eight) in 

relation to the control group (x = 0.232 mg triglycerides/g  et  eight) ( igure 1C). 

Cholesterol levels  ere increased in those exposed to atrazine (x = 0.238 mg 

cholesterol/g wet weight) and glyphosate (x   0. 39 mg cholesterol/g  et  eight) as 

compared  ith control animals (x = 0.095 mg cholesterol/g  et  eight) ( igure 1D). 

 uinclorac exposure had no significant effect on triglyceride or cholesterol levels.  otal 



80 
 

protein levels decreased in animals exposed to glyphosate (x   0.093 mg protein/g  et 

 eight) and quinclorac (x = 0.091 mg protein/g  et  eight) in relation to the control 

group (x   0.155 mg protein/g  et  eight), but there  as no significant difference in 

atrazine-exposed animals ( igure 1E). All herbicides increased lipid peroxidation levels 

in relation to the control group (x   9.025 nmol   ARS/ mg protein)  levels  ere x   

57.753 nmol   ARS/ mg protein in animals exposed to atrazine, x    7.601 nmol 

  ARS/ mg protein in those exposed to glyphosate, and x = 57.849 nmol TBARS/ mg 

protein in those exposed to quinclorac (Figure 1F). 

 

3.2. Liver 

Statistically significant reductions in glycogen and triglyceride levels in the liver 

occurred in animals exposed to atrazine, glyphosate and quinclorac.  lycogen levels 

declined in animals exposed to atrazine (x = 0.047 mg glycogen/g wet weight), 

glyphosate (x   0.0 7 mg glycogen/g  et  eight), and quinclorac (x = 0.057 mg 

glycogen/g wet  eight) in relation to the control group (x   0.113 mg glycogen/g  et 

 eight) ( igure 2 ).  otal lipid levels decreased after exposure to atrazine (x = 0.429 

mg total lipids/g  et  eight) and quinclorac (x   0.171 mg total lipids/g  et  eight) in 

comparison to the control group (x = 0.723 mg total lipids /g wet weight) (Figure 2H), 

but there was no significant difference in lipid levels after glyphosate exposure. 

 riglyceride levels declined after exposure to atrazine (x   0.263 mg triglycerides/g  et 

 eight), glyphosate (x   0.229 mg triglycerides/g  et  eight), and quinclorac (x   0.1 0 

mg triglycerides/g  et  eight) in relation to the control group (x = 0.3 5 mg 

triglycerides/g  et  eight) ( igure 2 ). Atrazine exposure led to an increase in 

cholesterol levels (x = 0.262 mg cholesterol/g wet weight), but animals exposed to 

glyphosate (x   0.032 mg cholesterol/g  et  eight) and quinclorac (x = 0.053 mg 
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cholesterol/g  et  eight) experienced a reduction in cholesterol levels as compared 

 ith controls (x   0.209 mg cholesterol/g  et  eight) ( igure 2 ).  otal protein levels 

decreased in the glyphosate group (x = 1.013 mg protein/g wet weight), but increased in 

the atrazine (x   1.6 3 mg protein/g  et  eight) and quinclorac (x   1.935 mg protein/g 

 et  eight) groups in relation to the control group (x = 1.454 mg protein/g wet weight) 

(Figure 2K). In the liver, as well as in the gills, all herbicides were associated  ith an 

increase in lipid peroxidation levels in relation to the control group (x   1 .212 nmol 

  ARS/ mg protein)  x   22.656 nmol   ARS/ mg protein in animals exposed to 

atrazine, x   22. 19 nmol   ARS/ mg protein in those exposed to glyphosate, and x = 

23.855 nmol TBARS/ mg protein in those exposed to quinclorac (Figure 2L). 

 

3.3. Muscle 

 n muscle tissue, there  ere statistically significant decreases in glycogen levels 

after exposure to glyphosate (x   0.007 mg glycogen/g  et  eight) and quinclorac (x   

0.007 mg glycogen/g  et  eight), but there  as no significant decrease for atrazine in 

relation to the control group (x = 0.009 mg glycogen/g wet weight) (Figure 3M). Total 

lipid levels increased after exposure to atrazine (x = 0.075 mg total lipids/g wet  eight), 

but decreased in animals exposed to glyphosate (x   0.006 mg total lipids/g  et  eight) 

and quinclorac (x   0.00  mg total lipids/g  et  eight) in relation to the control group 

(x = 0.008 mg total lipids/g wet weight) (Figure 3N). Triglyceride levels decreased after 

exposure to atrazine (x   0.021 mg triglycerides/g  et  eight), glyphosate (x = 0.039 mg 

triglycerides/g  et  eight), and quinclorac (x   0.05  mg triglycerides/g  et  eight) in 

relation to the control group (x = 0.139 mg triglycerides/g  et  eight) ( igure 3 ). 

Regarding cholesterol levels, only atrazine (x   0.030 mg cholesterol/g  et  eight)  as 

associated  ith a significant increase in relation to the control group (x = 0.022 mg 
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cholesterol/g wet weight) (Figure 3P). All herbicides  ere associated  ith increases in 

total protein levels  x   0. 2  mg protein/g  et  eight after exposure to atrazine, x   

0.391 mg protein/g  et  eight after exposure to glyphosate, and x = 0.525 mg protein/g 

wet weight after exposure to quinclorac, versus x   0.25  mg protein/g  et  eight in the 

control group ( igure 3 ). As in the gills and the liver, lipid peroxidation levels in 

muscle tissue increased after exposure to herbicides in relation to the control group (x = 

20.543 nmol TBARS/ mg protein): levels  ere x   55.6 6 nmol   ARS/ mg protein 

after atrazine exposure, x   69.1 6 nmol   ARS/ mg protein after glyphosate exposure, 

and x = 52.411 nmol TBARS/ mg protein after quinclorac exposure (Figure 3R). 

 

3.4. Weight, Size, and Survival 

All animals experienced increases in weight (Figure 4S) and size (Figure 4T) 

during the experiment. There was no mortality (Figure 4U), even among the animals 

exposed to herbicides.  

 

4. Discussion 

 

Nwani et al. (2010) and Roy and Hänninen (1993) report that the 

indiscriminate use of herbicides may have harmful effects on aquatic organisms, 

possibly leading to sublethal effects, such as biochemical and metabolic changes in the 

tissues of exposed animals. According to Johansson et al. (2006), exposure to pesticides 

at levels as low as those found in nature usually does not cause mortality. 

Our findings were consistent with the hypothesis of that there was no mortality 

after exposure to herbicides, as well there was no significant change in weight gain and 
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growth of these animals, however, changes occurred in tissue biochemical parameters, 

despite the very low concentrations of herbicides that tadpoles were exposed. 

Pollutants such as herbicides are environmental stressors, and can induce an 

adaptive response in exposed animals due to changes in their metabolic balance, thus 

producing a physiological response in an attempt by the animal to reestablish 

homeostasis (Roy and Hänninen, 1993; Sasikala et al., 2011; Wendelaar Bonga, 1997). 

The responses induced by this stress can occur as a result of metabolic changes, 

due to an increase in metabolic processes and a consequent increase in energy 

expenditure as a function of the stressor (Weissman, 1990). 

According to Oba et al. (2009), some animals’ responses to exposure to 

chemicals, such as pesticides, can include a variety of metabolic changes: mobilization 

of energy substrates, as expressed by depleted glycogen stores; lipolysis; inhibition of 

protein synthesis; increased muscle protein catabolism; and changes in levels of fatty 

acids and cholesterol. 

The decrease in glycogen concentrations in all tissues observed after exposure to 

the three tested herbicides is an expected response and similar to that found by other 

researchers. This response may due to the fact that pesticides usually affect energy 

metabolism, leading to an increase in energy expenditure, and glycogen can act as a 

rapid source of fuel—through the mobilization of stored glycogen—in times of stress 

exposure (Oba et al., 2009; Triebskorn et al., 1998; Venkataramana, 2006; Weissman, 

1990).  

Glycogen serves a protective function during periods of high energy demand, 

acting as an immediately accessible energy reserve. The observed increases in energy 

requirement are probably linked to a metabolic adjustment expressed by increased 

mobilization of glycogen (Dua et al., 2010; Tiwari and Singh, 2003).   
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The effects of some pesticides on the lipid profile may be more pronounced in 

the skeletal muscles and liver, and can cause a decrease in tissue lipid levels (Adamu 

and Kori-Siakpere, 2011; Triebskorn et al., 1998).  

In our experiment, we observed a reduction in lipid levels in the liver after 

exposure to all herbicides, and in the muscle after exposure to glyphosate and 

quinclorac, which may suggest mobilization of stored lipids, a common response in 

cases of exposure to chemical stressors (Adamu and Kori-Siakpere, 2011). No such 

response was seen in gills or muscle after exposure to atrazine, nor in the gills after 

exposure to glyphosate. 

Little information is available about the effects of pesticides on lipid 

metabolism, but it is known that the liver is the site of intermediary metabolism of lipids 

and energy, and may play a central role in the adaptive response by changing metabolic 

pathways and fatty acid synthesis (Lasram et al., 2009). This hypothesis is reinforced by 

the reduction in glycogen, lipid, and triglycerides reserves in the hepatic tissue of 

animals exposed to herbicides—and the reduction of protein levels in tadpoles exposed 

to glyphosate—in this study. 

Fat can be used as a source of energy or stored. After a stressful event, fat is 

used as the primary fuel source, in a process whereby triglycerides are metabolized into 

fatty acids and glycerol and then metabolized as fuel (Weissman, 1990). 

Some authors, such as Weissman (1990), have shown that aquatic animals can 

alter their cholesterol levels in response to pesticide exposure. Cholesterol levels may 

increase due to the stress induced by exposure to these agents, indicating an induced 

chemical disruption of lipid metabolism. The hypercholesterolemia observed in frogs 

exposed to pesticides can be the result of a decrease in the ratio of cholesterol 

conversion to bile acids, or an impaired liver function. Conversely, pesticide exposure 
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also can decrease cholesterol levels, leading to an increase in food intake (Adamu and 

Kori-Siakpere, 2011; Sounderraj et al., 2011). In this study, cholesterol levels were 

altered in different ways in different types of tissue.  

Aldana-Madrid et al. (2012) observed a compensatory mechanism to pesticide 

exposure whereby exposed animals decrease their cholesterol levels while increasing 

triglycerides levels. In our study, we found the opposite response, namely a decrease in 

triglyceride levels and an increase in cholesterol levels in gills and muscle. Both 

triglyceride and cholesterol levels decreased in the liver, which suggests that the tested 

pesticides can also cause liver damage. 

Proteins can also be involved in compensatory mechanisms in response to 

animal stress. The reduction in protein levels in the gills observed after exposure to all 

herbicides, as well as the reduction in liver protein levels after exposure to glyphosate, 

suggests that this decline in protein content can be due to a reduction in protein 

synthesis, an increase in proteolysis, and use of proteins for metabolic processes in 

response to pesticides toxicity. These reductions in tissue protein content suggest that 

some pathway has been triggered in an attempt to restore depleted energy by breaking 

down protein to yield energetic fuel (Adamu and Kori-Siakpere, 2011; Kahn et al., 

2002; Susan, 2010; Tiwari and Singh, 2003; Venkataramana, 2006).  

However, other responses can occur in the liver and muscle of aquatic animals 

exposed to pesticides, such as an increase in levels of protein. This may be due to a 

decrease in protein catabolism and/or to an increase in protein synthesis, as verified by 

Sahib et al. (1984) in the tissues of fish exposed to malathion. A similar response was 

observed in muscle tissue of tadpoles exposed to all herbicides (atrazine, glyphosate, 

and quinclorac) and in the liver of animals exposed to atrazine and quinclorac in the 

present study.  
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Unlike suggested by Becker et al. (2009), the pattern of glycogen response to 

herbicide exposure was the same in all tissues and with all three herbicides, which 

demonstrates the importance of this polysaccharide for energy homeostasis and survival 

in these animals. The other metabolites analyzed showed different responses depending 

on tissue and pesticide.     

The intense depletion of energy reserves observed in this study may be 

associated with the rate of survival of tadpoles exposed to low concentrations of the 

tested herbicides (atrazine, glyphosate, and quinclorac) (Figure 4U). 

Lipid peroxidation can provide important evidence of the toxicity of 

environmental pollutants. In this study, we observed an increase in lipid peroxidation 

levels after exposure to all herbicides and in all tissues analyzed. These responses were 

more marked in gill tissue (5.2-fold to 6.3-fold increases) than in muscle (2.7-fold to 

3.4-fold increases) and liver (1.6-fold increase).  Despite the increase in the lipid 

peroxidation levels, there wasn't observed a mortality increased in these animals, which 

may be related to an antioxidant defence capacity both in enzymatic as in non-

enzymatic terms (Ballesteros et al., 2009). 

Farombi et al. (2008), Gultekin et al. (2000) and Brocardo et al. (2005) found 

similar results in their investigations, and reported that animals can exhibit increased 

levels of lipid peroxidation in response to pesticide exposure, which may indicate 

oxidative tissue damage.  

Organisms respond to changes in the external environment by stabilizing their 

physiological mechanisms of homeostasis. In complex animals, homeostasis is 

maintained particularly in organs that serve as sites of exchange with the external 

environment, such as the gills (Hickman et al., 2001). As the gills are the first tissue to 

be exposed in amphibians, greater uptake of pesticides may occur and the response to 



87 
 

exposure may be more intense in this organ (Streit, 1992). The results of the present 

study reinforce this hypothesis, as glycogen, triglyceride, and total protein levels in gill 

tissue decreased and lipid peroxidation was markedly increased in response to all 

pesticides. 

In aquatic animals, responses to stress are an adaptive mechanism that allows 

survival in the presence of stressors by maintenance of homeostasis. These responses 

can occur at the tissue level, which includes the mobilization of energy substrates. 

Depending on the intensity of the stressor, animals may be unable to tolerate the 

ensuing changes and exhibit reactions such as inhibition of growth, reproduction, or 

immune response (Lima et al., 2006). 

Although there has been much research on exposure of frogs to the herbicides 

atrazine, glyphosate, and quinclorac, these investigations have focused on behavioral 

effects, morphological deformities, and changes in the developmental stages; little 

research has focused on biochemical alterations in these animals. However, some work 

on biochemical changes in tadpoles exposed to atrazine has been carried out by such 

authors as Ezemonye and Tongo (2009), Langerveld et al., (2009) and Zaya et al. 

(2011), whereas Costa et al. (2008), Howe et al. (2004) and Pãunescu and Ponepal 

(2011) have assessed the effects of glyphosate. We were unable to find any similar 

research involving quinclorac, however. 

It is important to stress that the responses found in this and the aforementioned 

studies may differ depending on the species of animal, concentration of herbicide, and 

duration of exposure to the contaminant. 
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5. Conclusions 

 

The low concentrations of atrazine, glyphosate, and quinclorac used in this study 

had no effect on mortality, weight gain, or size in Lithobates catesbeianus tadpoles 

exposed to these herbicides for 7 days. However, even at low concentrations, these 

herbicides induced alterations in biochemical parameters and in levels of lipid 

peroxidation. This imbalance in metabolic parameters may be linked to increased 

energy expenditure in these animals in an attempt to maintain homeostasis despite the 

presence of an agrochemical stressor. These findings support the hypothesis that this 

biochemical imbalance may influence other biological parameters, such as development 

and reproductive success, and may even lead to a decline in amphibian populations 

exposed to the tested herbicides. However, further research is required to determine 

whether similar responses may affect other amphibian species. 

 

6. Appendices 

  

Figure 1: Graphics A, B, C, D, E and F: Levels of glycogen, total lipids, triglycerides, 

cholesterol, total proteins, and lipid peroxidation in the gills of Lithobates catesbeianus 

tadpoles exposed to the herbicides atrazine, glyphosate and quinclorac, (Co 7= Control 

7 days; A 2.5= Atrazine 2.5 µg/L ; G 18= Glyphosate 18 µg/L ; Q 0.025= Quinclorac 

0.025 µg/L). The results are expressed as the mean (±) standard deviation. The asterisk  

beside the bars indicates a significant difference compared to the control group 7 days, 

being p< 0.05. 
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Figure 2: Graphics G, H, I, J, K and L: Levels of glycogen, total lipids, triglycerides, 

cholesterol, total proteins, and lipid peroxidation in the liver of Lithobates catesbeianus 

tadpoles exposed to the herbicides atrazine, glyphosate and quinclorac, (Co 7= Control 

7 days; A 2.5= Atrazine 2.5 µg/L ; G 18= Glyphosate 18 µg/L ; Q 0.025= Quinclorac 

0.025 µg/L). The results are expressed as the mean (±) standard deviation. The asterisk 

beside the bars indicates a significant difference compared to the control group 7 days, 

being p< 0.05.  

 

Figure 3: Graphics M, N, O, P, Q and R: Glycogen levels, total lipids, triglycerides, 

cholesterol, total proteins, and lipid peroxidation in the muscle of Lithobates 

catesbeianus tadpoles exposed to the herbicides atrazine, glyphosate and quinclorac, 

(Co 7= Control 7 days; A 2.5= Atrazine 2.5 µg/L ; G 18= Glyphosate 18 µg/L ; Q 

0.025= Quinclorac 0.025 µg/L). The results are expressed as the mean (±) standard 

deviation. The asterisk beside the bars indicates a significant difference compared to the 

control group 7 days, being p< 0.05.  

 

Figure 4: Graphics S, T and U: Weight gain during the experiment compared to the 

initial weight of the groups (the value beside the bar indicates the percentage of weight 

gain), size at the beginning and end of the experiment (the value beside the bar indicates 

the percentage of increase size during the experiment), and survival of Lithobates 

catesbeianus tadpoles until the end of the experiment (the value beside the bar indicates 

the percentage of survival). (Co 7= Control 7 days; A 2.5= Atrazine 2.5 µg/L ; G 18= 

Glyphosate 18 µg/L ; Q 0.025= Quinclorac 0.025 µg/L; INIT= Initial; FIN= Final).  
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Figure 1: Graphics A, B, C, D, E and F. 
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Resumo 

 

A metamorfose em girinos se caracteriza por ser uma fase de mudanças severas, e 

fatores como a exposição a pesticidas podem influenciar negativamente padrões de 

desenvolvimento nestes animais. O presente trabalho visou avaliar a evolução da fase 

larval até o desenvolvimento completo da metamorfose em girinos de Lithobates 

catesbeianus (Shaw, 1802) expostos a concentrações de 5,0 µg/L, 36 µg/L, e 0,05 µg/L 

para os herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac, respectivamente. Indivíduos expostos 

aos herbicidas apresentaram aumento na massa corporal e no comprimento, 

desenvolveram membros e iniciaram o processo de metamorfose anteriormente ao 

grupo controle. A metamorfose foi concluída em 50%, 50%, 42% e 23% nos grupos 

controle, atrazina, glifosato, e quinclorac, respectivamente. Indivíduos expostos a 

atrazina apresentaram os menores índices de desenvolvimento ao final da metamorfose 

e o maior índice de gordura animal (IGA), sendo o índice hepatossomático (IHS) 

superior no grupo exposto ao quinclorac. Indivíduos expostos aos herbicidas 

apresentaram alterações no fígado, anomalias no corpo e na cauda, e desenvolvimento 

de infecções secundárias. Com base nestes resultados, podemos supor que a exposição 

aos herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac pode influenciar negativamente o padrão 

de desenvolvimento e a metamorfose em girinos de L. catesbeianus, diminuindo suas 

chances de sobrevivência. 

 

Palavras chave: Agrotóxicos, Anfíbios, Girinos, Pesticidas, Rã-touro

 

 

 



Abstract 

 

The metamorphosis in tadpoles is characterized by a phase of severe changes, and 

factors such as exposure to pesticides may negatively affect development patterns in 

these animals. This study aimed to evaluate the evolution of the larval stage until the 

complete development of metamorphosis in tadpoles of Lithobates catesbeianus (Shaw, 

1802), exposed to concentrations of  5.0 µg/L, 36 µg/L, and 0.05 µg/L for the herbicides 

atrazine, glyphosate and quinclorac. Individuals exposed to herbicides showed an 

increase in weight and length, developed members, and beginning the process of 

metamorphosis before the control group. The metamorphosis was completed in 50%, 

50%, 42% and 23% for the control group, atrazine, glyphosate and quinclorac, 

respectively.  Individuals exposed to atrazine had the lowest rates of development at the 

end of metamorphosis and the highest abdominal fat index (AFI), being the hepato 

somatic index (HSI) higher in the group exposed to quinclorac. Individuals exposed to 

herbicides showed alterations in liver, abnormalities in the body and tail, and 

development of secondary infections. Based on these results, we can presume that 

exposure to herbicides atrazine, glyphosate and quinclorac can negatively influence 

development patterns and metamorphosis in tadpoles of L. catesbeianus, decreasing 

their chances of survival. 

 

Keywords: Agrochemicals, Amphibians, Bullfrog, Pesticides, Tadpoles.

 

 

 



102 
 

Introdução 

  

 Uma série de alterações abruptas na fase pós embriônica, como mudanças 

estruturais, fisiológicas, bioquímicas e comportamentais ocorre na transição da fase 

larval para a fase adulta em anuros. Este processo denominado de metamorfose, 

determinado não só por fatores genéticos, mas também por fatores ambientais, é 

considerado como a característica central na história de vida dos anfíbios. (DENVER, 

1997; DUELLMAN E TRUEB, 1986; HARRIS, 1999).  

 Alguns fatores ambientais podem influenciar neste processo, como a exposição a 

químicos agrícolas, os quais podem acarretar influência negativa no crescimento larval e 

no desenvolvimento de anfíbios, sendo esta uma causa em potencial do declínio destes 

animais no mundo todo (ALLRAN, E KARASOV, 2000; JOHANSSON ET AL., 2006; MANN ET 

AL., 2009). 

 Respostas fisiológicas em função de fatores como qualidade da água e mudanças 

bruscas no ambiente físico podem ser responsáveis por fatores de estresse em girinos de 

Lithobates catesbeianus, levando a determinadas alterações como disfunção em padrões 

de crescimento e desenvolvimento nestes animais (BAMBOZZI ET AL., 2004; ROCHA ET 

AL., 2010).  

 Compostos químicos usados amplamente na agricultura de todo o mundo podem 

estar ligados a fatores passiveis de ocasionar alterações em padrões de desenvolvimento 

e tempo de metamorfose em girinos. Dentre tais agroquímicos de amplo uso, podemos 

citar os herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac.
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 A atrazina é descrita como um herbicida seletivo pertencente à família das 

triazinas, amplamente utilizado no mundo para controle de ervas daninhas, atuando 

como inibidor da fotossíntese e sendo descrito como danoso a organismos aquáticos 

(SOLOMON ET AL., 1996). O glifosato se caracteriza como um sal isopropilamínico, não 

seletivo, altamente fitotóxico, de excelente eficácia no controle de ervas daninhas, 

considerado como um dos herbicidas menos tóxicos para animais (DUKE E POWLES, 

2008). Já o quinclorac é descrito como um ácido quinolínico, seletivo, classificado 

como mimetizador de auxinas, atuando como inibidor da fotossíntese sendo utilizado no 

controle do capim-arroz e de angiquinho, contudo, seu modo de ação ainda não é 

totalmente conhecido (FERREIRA ET AL., 2012). 

 Tendo em vista que herbicidas amplamente utilizados no mundo podem 

acarretar uma relação negativa em padrões de desenvolvimento de girinos, o presente 

trabalho visou observar e descrever padrões de desenvolvimento em girinos de 

Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802), uma espécie exótica, oriunda no Canadá e 

introduzida no Brasil na década de 1930, pertencente à família Ranidae, amplamente 

utilizada em experimentos laboratoriais, principalmente por sua grande plasticidade e 

ótima capacidade de adaptação (KNOOP ET AL., 2011), desde o período larval até a 

finalização da metamorfose, após exposição de sete dias aos herbicidas atrazina, 

glifosato e quinclorac.  

 Para tal, foram realizadas medições biométricas mensais, levando em 

consideração fatores como massa corporal,comprimento corporal total, tamanho dos 

membros, além do registro fotográfico do desenvolvimento dos animais e de possíveis 

anomalias corporais. 
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Material e métodos 

 

 Para a realização do presente trabalho foram adquiridos 50 girinos vivos de 

Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802) (Amphibia: Anura, Ranidae), oriundos do 

Ranário Ranasul, localizado no município de Imbé/RS – Brasil, pertencentes à mesma 

desova. Os animais possuíam cerca dois meses e meio de idade, com ausência de 

membros, na fase G1 de acordo com LIMA E AGOSTINHO (1992) - estando segundo a 

comparação com a tabela de GOSNER (1960) no estágio 25 de desenvolvimento - e 

foram transportados em sacos aerados até o Laboratório de Fisiologia da Conservação 

da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul. Todos os animais foram 

individualmente pesados, medidos, fotografados e randomicamente distribuídos em 

aquários de 12 litros com aeração constante, temperatura da água em torno de 22±2°C, 

pH em torno de 6,8±2, e entre 7,0±2 após a introdução dos herbicidas nos aquários, e 

fotoperíodo de 12 horas, subdivididos em grupos: Controle (n=14); Atrazina (n=12); 

Glifosato (n=12); Quinclorac (n=12).  A aclimatação foi de sete dias, no oitavo dia, com 

exceção do aquário controle, os outros receberam uma concentração de herbicidas de: 

5,0 µg/L para o aquário atrazina (Primóleo
®
 Syngenta, 400g/L), 36 µg/L para o aquário 

glifosato (Roundup Original
®
 Monsanto, 360g/L), e 0,05 µg/L para o aquário quinclorac 

(Facet
®
 Basf, 500g/Kg). A introdução dos herbicidas na água dos aquários ocorreu 

apenas uma vez, diluindo-se tanto os herbicidas com formulação líquida (atrazina e 

glifosato), como o herbicida em formulação em pó (quinlorac) em água destilada na 

concentração desejada, e acrescido aos aquários. Após sete dias de exposição aos 

herbicidas, os animais foram completamente removidos para aquários preenchidos 

somente com água desclorada, com as mesmas condições de temperatura, pH e 

fotoperíodo iniciais. A cada sete dias o procedimento de limpeza dos aquários foi 
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efetuada, e os animais foram removidos para aquários limpos, sendo a limpeza dos 

aquários sujos realizada com um grama de permanganato de potássio diluída em 12 

litros de água (tal procedimento minimizou a possibilidade de aparecimento de fungos 

nos animais, portanto ele foi realizado semanalmente até o final do experimento). 

Contudo, apesar de tais medidas profiláticas, os animais expostos aos herbicidas não 

apresentaram resposta positiva ao tratamento quando comparados à eficácia apresentada 

pelo grupo controle. A alimentação foi realizada com a mesma ração para peixe 

utilizada no ranário equivalendo a 3% da biomassa de cada aquário até o início do 

processo de metamorfose, após o aparecimento de membros, a alimentação foi 

diminuída para 1,5% da biomassa de cada aquário, tendo em vista que em experimentos 

anteriores os animais diminuíram a ingestão de alimentos durante este período. 

 Ao final de cada mês os animais foram pesados, medidos e fotografados e a 

presença de membros foi avaliada. Indivíduos com a presença dos membros posteriores 

e anteriores, fase G3 de acordo com LIMA E AGOSTINHO (1992), porém ainda com a 

presença de cauda, foram retirados dos aquários e acomodados em caixas de polietileno 

devidamente adaptadas. Após a finalização do processo de metamorfose os animais 

foram pesados e medidos, sendo determinado o coeficiente alométrio dos membros 

através da seguinte relação matemática: comprimento do membro/comprimento total do 

animal x 100.  Ao final do processo de metamorfose todos os animais foram 

eutanasiados através do método crioanestéico com posterior transecção da medula 

espinal dos animais adultos. Em seguida a eutanásia, os fígados de todos os animais 

foram removidos, fotografados e pesados para avaliação do índice hepatossomático 

(IHS= massa do fígado/ massa corporal x 100), assim como também foi retirada a 

gordura abdominal para realização do índice de gordura abdominal (IGA= massa de 

gordura abdominal/ massa corporal x 100) de cada indivíduo que concluiu a 
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metamorfose. Os girinos restantes ao final dos nove meses de experimento foram 

eutanasiados através do método crioanestésico. 

 Deve-se ressaltar que todos os procedimentos realizados neste trabalho foram 

previamente autorizados pela Comissão de Ética no uso de Animais da Pontifícia 

Universidade católica do Rio Grande do Sul, cujo número de registro é: CEUA 

11/00250, presente na carta de número 157/11- CEUA, de Dezembro de 2011. 

 

 

Resultados 

 

 Massa corporal, comprimento e início do processo de metamorfose – Fase G1-

G2 

 Verifica-se com relação aos girinos em fase G1, ou seja, fase de ausência de 

membros seguindo as fases de desenvolvimento descritas por LIMA E AGOSTINHO 

(1992), que o ganho médio de massa corporal até o início do processo de metamorfose 

foi maior no grupo exposto ao herbicida glifosato, sendo as médias de x  39  para o 

grupo controle ( ig. 1A), de x      no grupo atrazina ( ig 1 ), de x  5   no grupo 

glifosato ( ig. 1C) e de x =45% no grupo quinclorac (Fig. 1D), porém, todos os animais 

apresentaram ganho de massa corporal até a fase de início de reabsorção caudal, assim 

como descrito por HOFFMANN ET AL. (1989). Com relação ao comprimento, o grupo 

exposto ao herbicida glifosato também apresentou uma porcentagem maior de aumento 

de comprimento total (C ) x  17  e de comprimento de rostro-caudal (C-R-C) x  20  

( ig. 2 ) quando comparado aos grupos controle x  C  13 , x  C-R-C  13  ( ig. 2E), 

atrazina x  C   1  , x  C-R-C  16  ( ig. 2 ) e quinclorac x  C   1  , x  C-R-C= 15% 

(Fig. 2H). O grupo de animais expostos ao glifosato também apresentou o início do 
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processo de metamorfose antes dos outros grupos (Fig. 1C), atingindo a fase de 

desenvolvimento G2, ou seja, indivíduo em fase larval com presença de membros 

posteriores, após cerca de 90 dias, enquanto o grupo controle levou cerca de 150 dias 

(Fig. 1A), e os grupos atrazina e quinclorac em torno de 120 dias (Fig. 1B e 1D). 

 

 Desenvolvimento de membros posteriores e anteriores - Fase G2-G3 

 Os grupos de animais em fase larval G1 expostos aos herbicidas atrazina (Fig. 

3J), glifosato (Fig. 3K), e quinclorac (Fig. 3L) desenvolveram membros posteriores 

anteriormente ao grupo controle (Fig. 3I), sendo que ambos os animais expostos aos 

herbicidas iniciaram a transição para a fase de desenvolvimento G2 no mês de abril, 

enquanto o grupo controle iniciou o processo 30 dias após, no mês de maio. O 

desenvolvimento de membros posteriores para o grupo controle até o final do 

experimento foi de 11 indivíduos (Fig. 3I), para o grupo atrazina 10 indivíduos (Fig. 

3J), 12 indivíduos no grupo glifosato (Fig. 3K), e 09 indivíduos no grupo quinclorac 

(Fig. 3L). Os animais expostos ao glifosato apresentaram desenvolvimento de membros 

posteriores para todos os indivíduos do grupo, além ser o grupo com maior número de 

indivíduos a apresentar tais membros no primeiro mês de desenvolvimento.  

 O desenvolvimento de membros anteriores, dando início à fase G3 ocorreu nos 

grupos expostos aos herbicidas atrazina (Fig. 4N) e glifosato (Fig. 4O) no mês de julho. 

Após 30 (mês de agosto) e 60 dias (mês de setembro), o grupo quinclorac (Fig. 4P) e o 

grupo controle (Fig. 4M) deram início à fase G3, apresentando o desenvolvimento de 

membros anteriores, respectivamente. O número de animais que completaram esta fase 

com desenvolvimento completo dos membros anteriores foi de 07, 06, 05 e 03 

indivíduos para os grupos, controle (Fig. 4M), atrazina (Fig. 4N), glifosato (Fig. 4O) e 

quinclorac (Fig. 4P), respectivamente. 
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Massa corporal, gordura abdominal, índice hepatossomático (IHS), índice de gordura 

abdominal (IGA), comprimento e coeficiente alométrio de crescimento dos membros 

dos indivíduos adultos pós-metamorfose – Fase G3 

 Com relação à massa corporal média pós metamorfose o grupo de animais 

expostos ao herbicida quinclorac apresentou o maior ganho de massa corporal entre os 

indivíduos adultos x   ,  0g, com relação aos grupos controle x  7, 93g, atrazina 

x  6,009g e quinclorac x  7,0 0g ( ig. 5 ).  á com relação   média de gordura 

abdominal, os animais expostos ao glifosato x =0,267g apresentaram um valor superior 

de ganho em comparação com os grupos controle x  0,201g, atrazina x  0,255g, e 

quinclorac x =0,233g (Fig. 5Q), o que pode estar ligado a maior ingestão de alimentos e 

consequentemente maior ganho de massa corporal neste grupo de animais. O índice 

hepatossomático se mostrou mais elevado nos indiv duos expostos ao quinclorac 

x  7,5  quando comparados aos grupos controle x   5,5 , atrazina x = 4,   e glifosato 

x =5,6% (Fig. 5R), já o  ndice de gordura abdominal (  A) foi maior nos grupos 

expostos a atrazina x   ,2  e glifosato x = 3,8 , quando comparados aos grupos 

controle x   2,7  e quinclorac x = 2,7% (Fig. 5S).   comprimento dos indiv duos 

adultos se destaca entre os grupos controle x  comprimento total (C )   ,120cm, x  

comprimento da cabeça (C-CA)  5,990cm, x  comprimento rostro-caudal (C-R-C)  

1, 00cm, e grupo exposto ao herbicida quinclorac  x  C    ,156cm, x  C-CA  5,956cm, 

x  C-R-C  1,996cm, com relação aos grupos expostos aos herbicidas atrazina x  C   

3,61 cm, x  C-CA   ,2 0cm, x  C-R-C  1,951cm, e ao glifosato x  C = 3,712cm, x  C-

CA   ,775cm, x  C-R-C= 1,873cm (Fig. 5T).  O coeficiente alométrico dos membros 

também foi superior nos animais dos grupos controle e do grupo exposto ao quinclorac 

com relação aos membros posteriores, porém não houve grande diferença nos valores 

entre os grupos com relação ao desenvolvimento dos membros anteriores (Fig. 6U).   
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Verifica-se que os animais expostos aos herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac 

apresentaram alterações visíveis em seus fígados tanto com relação à coloração (em tom 

marrom), quanto com relação à perda consistência do órgão (Fig. 7). 

 

Massa corporal e comprimento dos indivíduos em fase larval ao final do experimento 

– Fase G1 

 Apenas o grupo glifosato apresentou a finalização do processo de metamorfose 

para todos os indiv duos que sobreviveram até o final do experimento, não havendo 

nenhum girino em fase  1 para este grupo.  o grupo controle restaram 0  girinos em 

fase  1 com massa corporal média de x   ,120g, comprimento x  C   7,690cm, x  C-

CA  2, 70cm, e x  C-R-C= 4,817cm, no grupo atrazina restaram 02 girinos com massa 

corporal média de x  3,005g, comprimento x  C   6, 2 cm, x  C-CA  2,573cm, e x  C-

R-C   ,251cm, e no grupo quinclorac restaram 03 girinos com massa corporal média de 

x  3,000g, comprimento x  C = 6,826cm, x  C-CA  2,500cm, e x  C-R-C= 4,368cm (Fig. 

6V e 6X, e Tab. 1). 

 

Anomalias e patógenos 

Alguns animais apresentaram anomalias corporais como deformidades 

corporais. Em comparação com indivíduos do grupo controole, um indivíduo exposto ao 

herbicida glifosato e outro exposto ao herbicida quinclorac apresentaram deformidades 

na cauda (Fig. 8). Também verificou-sea presença de infeção por fungos e por bactérias 

(Doença da perna vermelha ou “Red Leg Disease”) em indiv duos expostos aos 

herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac, fato que não ocorreu nos indivíduos do grupo 

controle (Fig. 9 e 10). 
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Sobrevivência e número de metamorfoses completas ao final do experimento 

 Ao final do experimento a taxa de sobrevivência no grupo controle foi de 79%, 

sendo que 07 indivíduos concluíram o processo de metamorfose, para o grupo atrazina a 

sobrevivência foi de 67% sendo que 06 indivíduos completaram o processo de 

metamorfose, no grupo glifosato houve 33% de sobrevivência, e 05 girinos concluíram 

o processo de metamorfose, porém apenas 04 indivíduos sobreviveram, e no grupo 

quinclorac a taxa de sobrevivência foi de 50%, sendo que apenas 03 indivíduos 

completaram o processo de metamorfose (Tab. 1). Tal média de sobrevivência do grupo 

controle está um pouco abaixo do descrito na literatura, não estando, contudo, muito 

longe dos 86,5% de sobrevivência média para girinos de Lithobates catesbeianus em 

ranários comerciais (KNOOP ET AL., 2011).  

 

Discussão 

     

 Fatores bióticos e abióticos podem interagir de diversas formas e influenciar nos 

padrões de crescimento e desenvolvimento em anfíbios (DENVER, 1997). De acordo 

com MANN ET AL. (2009) e HYNE ET AL. (2009) existe uma relação entre o aumento no 

uso de agroquímicos, como pesticidas, e o declínio no número de anfíbios em todo o 

mundo. 

 Observa-se no presente estudo que embora a exposição a pesticidas seja 

prejudicial aos anfíbios, principalmente na fase larval devido ao contato direto com o 

ambiente aquático, girinos em fase pré metamorfose expostos aos herbicidas atrazina, 

glifosato e quinclorac apresentaram aumento da massa corporal e no comprimento até o 

período de início do processo de metamorfose. Talvez isto esteja relacionado ao pouco 

tempo de exposição aos herbicidas (07 dias), proporcionando ao animal chances de se 
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reestabelecer frente a possíveis alterações em seu metabolismo por exposição aos 

tóxicos agrícolas. 

 Contudo, um fator observado neste trabalho diz respeito ao ganho de massa 

corporal acentuado nos indivíduos expostos ao herbicida glifosato, fator que 

provavelmente tenha relação com o aumento no comprimento, início do processo de 

metamorfose e início de aparecimento de membros, previamente aos indivíduos 

expostos aos outros herbicidas. DALLEGRAVE ET AL. (2003),  observaram que ratos 

expostos ao herbicida glifosato também apresentaram como resposta aumento de massa 

corporal, além de aumento na ingestão de alimentos, corroborando desta forma, os 

nossos resultados. 

  De acordo com CARMONA-OSALDE ET AL. (1996) e VOLPATO ET AL. (1989) a 

dieta pode afetar a taxa de desenvolvimento em girinos, os quais só atingirão a 

metamorfose após ter suas exigências nutricionais cumpridas. Segundo os autores, um 

grande aumento de massa corporal pode ocorrer em girinos em função do estresse 

fisiológico gerado por condições ambientais desfavoráveis para a metamorfose. No caso 

do presente trabalho, estresse fisiológico induzido por alterações nas condições 

laboratoriais de cultivo em função da exposição aos herbicidas. 

 Embora um número maior de indivíduos do grupo controle de L. catesbeianus 

tenha desenvolvido membros posteriores (n=11) e anteriores (n=07), os animais 

expostos a atrazina, glifosato e quinclorac desenvolveram os membros posteriores 30 

dias antes dos controles, e os membros posteriores 60 dias antes para os indivíduos dos 

grupos atrazina e glifosato, e 30 dias antes para os indivíduos do grupo quinclorac em 

comparação com o grupo controle, indicando uma readaptação do animal frente ao 

estressor agroquímico e uma possível alteração no tempo de metamorfose nestes 

animais. 
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 CAUBLE E WAGNER (2005) relatam que girinos expostos ao glifosato 

apresentaram adiantamento no desenvolvimento de membros em comparação com 

animais do grupo controle, atingindo a metamorfose mais cedo. Tal processo pode ser 

explicado devido à capacidade de determinados herbicidas de mimetizar hormônios 

específicos ou ocasionar alterações no sistema endócrino destes indivíduos. Fatores 

como estresse em função da exposição ao herbicida também pode ocasionar o 

adiantamento da metamorfose como uma resposta adaptativa (CAUBLE E WAGNER, 

2005). 

 O tempo médio de desenvolvimento para girinos de Lithobates catesbeianus 

completarem o processo de metamorfose, com temperaturas em torno de 20°C, varia 

entre 6 a 8 meses, contudo, temperaturas entre 21 e 27°C podem diminuir este tempo 

para cerca de 3 a 4 meses (VIZZOTO, 1979). A temperatura em que os girinos deste 

experimento ficaram expostos variou entre 22 e 24°C, portanto o processo de 

metamorfose deveria oscilar entre 3 a 4 meses segundo VIZOTTO (1979). Girinos 

expostos ao herbicida glifosato iniciaram seu tempo de metamorfose em 03 meses, 

girinos expostos a atrazina e quinclorac iniciaram em 04 meses, e girinos controle foram 

os que levaram mais tempo para iniciar este processo, levando cerca de 05 meses para 

tal. 

 HARRIS (1999) cita que o atraso na metamorfose pode ser uma estratégia 

utilizada pelos girinos para aumentar o tempo de desenvolvimento no período larval, 

alcançando maiores taxas de crescimento, fator de extrema importância, pois um 

tamanho maior de indivíduo adulto significa maiores chances de sobrevivência e de 

sucesso reprodutivo no ambiente terrestre. Porém, estes animais podem lançar mão de 

algumas estratégias, como minimizar o tempo de desenvolvimento larval e iniciar o 
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processo de metamorfose em resposta a alterações ambientais, resultando em indivíduos 

de menor tamanho com menores chances de sobrevivência. 

 O processo de metamorfose é regulado pelo hormônio da tireoide (TH), o qual 

se apresenta em níveis baixos durante a fase pré metamorfose, e vai aumentando durante 

a fase pró metamorfose até atingir seu ponto máximo durante o clímax metamórfico. 

Alguns compostos agroquímicos podem alterar o tempo de metamorfose em anfíbios, 

através da inibição da atividade da tireoide, outros, contudo, parecem aumentar a 

atividade da tireoide, acelerando assim a metamorfose.  A indução do hormônio da 

tireoide também pode ocorrer em como resposta a uma condição de estresse, como a 

exposição a pesticidas, onde o animal visa acelerar o processo de metamorfose como 

uma resposta adaptativa (MANN ET AL., 2009).  Experimentos futuros podem vir a ser 

desenvolvidos a fim de elucidar o possível papel da tireoide frente ao estresse 

provocado por contaminantes químicos, como herbicidas. 

 Condições de estresse como alterações bruscas nos padrões do ambiente no qual 

os anfíbios estão inseridos em função da presença de um agente estressor, podem levar a 

adaptações compensatórias em busca do equilíbrio dinâmico do animal. Tal estresse 

pode ocasionar diversos tipos de respostas, desde aumento do cortisol, até diminuição 

de resistência a doenças, deixando o animal mais suscetível a agentes oportunistas como 

bactérias e fungos (ROCHA ET AL., 2010).  

 Verificamos no presente trabalho que os herbicidas atrazina, glifosato e 

quinclorac atuam como agentes estressores em girinos de Lithobates catesbeianus 

expostos a tais químicos. Como resposta as condições de estresse, os girinos aceleraram 

seu tempo de metamorfose e apresentaram algumas alterações como deformidades da 

cauda e no formato do corpo (Fig. 8), além de alterações ocasionadas por fungos (Fig. 

9) e bactérias (Fig. 10). 
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 Segundo CUNHA E DELARIVA (2008), L. catesbeianus pode atuar como um vetor 

natural de quitridiomicose, sendo que o fungo pode estar presente nestes anfíbios de 

forma latente e assintomática. Verifica-se que a exposição aos herbicidas potencializa o 

desenvolvimento do fungo na epiderme dos anfíbios expostos, diminuindo a imunidade 

destes animais a tais patógenos, fato que ocorreu em todos os girinos expostos aos 

herbicidas, porém não nos indivíduos do grupo controle (Fig. 9). 

 Anuros são animais sensíveis e, portanto, vulneráveis a doenças contagiosas no 

ambiente aquático.  A Doença da Perna Vermelha, ou “Red Leg Disease” se caracteriza 

por ser uma dermatite bacteriana septicemica, causada pela bactéria Aeromona spp. e 

associada ao estresse ou a um ambiente inapropriado, a qual pode ser responsável por 

um grande número de mortalidades neste grupo de animais (RODRIGUEZ SERNA ET AL., 

1996).  

 Nossos resultados corroboram com HYNE ET AL. (2009) e MANN ET AL. (2009), os 

quais relatam que o aumento na suscetibilidade de anuros desenvolverem infecções por 

fungos, especialmente quitridiomicose, está diretamente relacionado à exposição destes 

indivíduos a pesticidas e a alterações no sistema imune em razão destes contaminantes. 

Contudo, não podemos afirmar que a doença infecciosa ocasionada por fungos neste 

estudo seja quitridiomicose, devido à falta de identificação do agente patogênico.  

 A presença de infecções secundárias nos girinos de L. catesbeianus pode ser 

uma das causa para as alterações nos padrões desenvolvimento destes animais, como 

alterações na massa corporal e no tamanho ao final da metamorfose, porém, a presença 

destes patógenos somente incidiu nos indivíduos expostos aos agroquímicos, não 

estando presente no grupo controle, demonstrando desta forma, a correlação direta entre 

o uso de químicos agrícolas com as alterações em girinos em fase larval, e 

consequentemente no sucesso pós metamorfose. 
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 Após a finalização do processo de metamorfose, verifica-se que os herbicidas 

podem influenciar negativamente fatores como massa corporal e comprimento dos 

animais adultos. A exposição aos herbicidas atrazina e glifosato diminuiu em 19 e 6% 

respectivamente, a massa corporal final, em 12 e 10% respectivamente, o comprimento 

total, e em 29 e 20% respectivamente, o tamanho dos membros posteriores nos animais 

destes grupos em comparação com o grupo controle. A massa corporal final no grupo de 

animais expostos ao herbicida quinclorac, diferentemente dos outros herbicidas, 

aumentou com relação ao grupo controle, porém o comprimento não apresentou 

diferença com relação aos indivíduos do controle.  

 Este aumento de massa corporal em função da exposição ao quinclorac talvez 

possa ser explicado também pelo fato da maior ingestão de alimento em decorrência de 

estresse fisiológico como citado por CARMONA-OSALDE ET AL. (1996), contudo, 

diferentemente dos indivíduos expostos ao glifosato, que apresentaram tal 

comportamento na fase larval, os indivíduos expostos ao quinclorac apresentaram tal 

respostas somente após a finalização do processo de metamorfose, indicando que 

mesmo frente a exposição relativamente curtas, os herbicidas podem ser responsáveis 

por alterações nos padrões de desenvolvimento e no metabolismos dos animais. 

 A gordura abdominal também se mostrou mais elevada nos animais expostos aos 

herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac, assim como o índice de gordura abdominal 

para os indivíduos dos grupos atrazina e glifosato, quando comparados ao grupo 

controle, o que pode estar relacionado a um aumento da demanda energética em função 

do estressor agroquímico, levando o animal a aumentar a ingestão de alimentos e desta 

forma, armazenar gordura como um estoque energético.  

 De acordo com WRIGHT ET AL. (2011), a gordura corporal em L. catesbeianus é 

um estoque energético, e possui grandes massas ao logo do período larval, tendendo a 
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aumentar no período de pró metamorfose (antes do clímax metamórfico), e diminuir 

após a metamorfose se completar. 

  CHOUNG ET AL. (2011), e JOHANSSON ET AL. (2006) relatam que mesmo 

concentrações de pesticidas encontradas em ambientes naturais (semelhantes as 

utilizadas no presente estudo), ou concentrações baixas de atrazina (> 10 µg/L), podem 

acarretar efeitos em padrões de crescimento, desenvolvimento, respostas imunes e 

comportamentais em girinos, resultando em diminuição no comprimento após a 

metamorfose, diminuindo desta forma as chances de sobrevivência no animal em 

ambiente terrestre. 

 Contudo, em exposição ao pesticida permetrina, JOHANSSON ET AL. (2006) 

encontraram padrões de aumento de tamanho na metamorfose em reposta ao estressor 

químicos, fato, que segundo os autores, é de difícil explicação sem a realização de 

experimentos futuros.  

 O aumento no índice hepatossomático (IHS) em rãs significa que pode estar 

havendo dano hepático nestes animais, principalmente devido ao aumento na taxa de 

produção de retículo endoplasmático para a síntese de proteína no tecido hepático 

(PĂU ESCU E PONEPAL, 2011). Tal fato pode ser observado no índice hepatossomático 

dos animais expostos aos herbicidas glifosato e quinclorac, os quais apresentaram tais 

índices acima dos valores observados no grupo controle. Visualmente também pode se 

observar em comparação com o fígado de um animal do grupo controle, a 

hepatoxicidade para estes dois herbicidas, através da mudança brusca na coloração do 

tecido hepático nestes animais. Avaliações visando à identificação e caracterização das 

alterações histológicas no tecido hepático devem vir a ser desenvolvidas futuramente, 

auxiliando desta forma a verificação da intensidade do dano ocasionando pelos 

herbicidas a tais tecidos.  
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Conclusão 

 

 Com os dados do presente estudo presume-se que a exposição a baixas 

concentrações dos herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac, mesmo por um período de 

apenas sete dias, pode acarretar alterações no desenvolvimento após a metamorfose em 

girinos de Lithobates catesbeianus, apesar de durante o desenvolvimento larval os 

animais apresentarem ganho de massa corporal e aumento no comprimento durante todo 

o período. Tais alterações visualizadas neste estudo, pode refletir em menores chances 

de sobrevivência nestes indivíduos durante o processo de metamorfose, além de menor 

comprimento nos indivíduos expostos aos herbicidas atrazina e quinclorac. Existe a 

possibilidade de que estes herbicidas também ocasionem prejuízos ao sistema imune, 

fato reforçado no presente estudo, onde os animais potencializaram a suscetibilidade ao 

desenvolvimento de fungos e bactérias por exposição a tais agentes químicos, levando a 

uma maior mortalidade nestes grupos.  Pode- se supor que tais fatores tenham influência 

na capacidade de sucesso na vida adulta, nas chances de sobrevivência e na reprodução 

destes animais. Contudo, este experimento foi realizado em laboratório, em condições 

controladas, para girinos de Lithobates catesbeianus, não podemos afirmar, portanto, 

que em ambiente natural, ou para outras espécies, as respostas sejam as mesmas 

encontradas neste trabalho. Estudos complementares são necessários para ratificar tais 

resultados. 
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Apêndices 

  

Figura 1: Gráficos A, B, C e D: Média de massa corporal mensal e porcentagem de ganho 

com relação ao mês anterior (valor em cima da barra) para indivíduos em fase larval (fase G1) 

dos grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac até o início da metamorfose; 

Figura 2: Gráficos E, F, G e H: Média mensal de comprimento total, comprimento da cabeça 

(C-CA) e comprimento rostro-caudal (C-R--C) para indivíduos em fase larval (fase G1) dos 

grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac até o início da metamorfose;              

Figura 3: Gráficos I, J, K e L: Número mensal de indivíduos em fase larval que 

desenvolveram membros posteriores para os grupos controle, atrazina, glifosato e 

quinclorac durante o experimento (fase G2); 

Figura 4: Gráficos M, N, O e P: Número mensal de indivíduos em fase larval que 

desenvolveram membros anteriores para os grupos controle, atrazina, glifosato e 

quinclorac durante o experimento (fase G3); 

Figura 5: Gráficos Q: Média de massa corporal, e média de gordura abdominal nos 

indivíduos após o final do processo de metamorfose para os grupos controle, atrazina, 

glifosato e quinclorac (fase G3); Gráfico R e S: Média do índice hepatossomático 

(IHS), e média do índice de gordura abdominal (IGA) para os grupos controle, 

atrazina, glifosato e quinclorac (fase G3); Gráfico T: Média de comprimento total, 

média de comprimento dos membros posteriores, e média de comprimento dos membros 

anteriores (nos indivíduos após o final do processo de metamorfose para os grupos 

controle, atrazina, glifosato e quinclorac (fase G3). 

Figura 6: Gráfico U: Coeficiente alométrico de crescimento dos membros dos 

indivíduos ao final do experimento para os grupos controle, atrazina, glifosato e 
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quinclorac; Gráfico V: Média de massa corporal dos indivíduos em fase larval ao final 

do experimento para os grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac (fase G1); 

Gráfico X: Média de comprimento total, média de comprimento da cabeça (C-CA) e 

média do comprimento rostro-caudal (C-R-C) dos indivíduos em fase larval ao final do 

experimento para os grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac (fase G1).  

Figura 7: Comparação entre os fígados pós metamorfose entre um indivíduo controle 

um indivíduo exposto ao herbicida atrazina , um indivíduo exposto ao glifosato , e um 

indivíduo exposto ao quinclorac. 

Figura 8: Anomalias visualizadas entre um indivíduo controle, um indivíduo exposto ao 

herbicida atrazina apresentando deformidade no corpo, um indivíduo exposto ao 

glifosato apresentando deformidade na cauda e um indivíduo exposto ao quinclorac 

apresentando deformidade na cauda. 

Figura 9: Presença de fungos em indivíduos expostos aos herbicidas atrazina, glifosato 

e quinclorac e comparação com o indivíduo controle. 

Figura 10: Presença de infecção bacteriana denominada de “Doença da Perna 

Vermelha” (Red Leg Disease) em indivíduos expostos aos herbicidas: 1) Indivíduo 

controle; 2) Indivíduo exposto ao herbicida atrazina; 3) Indivíduo exposto ao glifosato; 

4) Indivíduo exposto ao quinclorac. 

Tabela 1: Número de indivíduos no início do experimento, número de indivíduos ao 

final do experimento, número de indivíduos que atingiram a metamorfose e número de 

girinos sem indícios de presença de membros ao final do tempo total do experimento 

para os grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac. 
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D) MASSA CORPORAL GIRINOS  QUINCLORAC 
ATÉ O INÍCIO DA METAMORFOSE - FASE G1 

FIGURA 1: 
                 Gráfico A: Média de massa corporal mensal e porcentagem de ganho com relação ao mês anterior (valor 
em cima da barra)  para indivíduos em fase larval (fase G1)  do grupo controle até o início da metamorfose; 
                 Gráfico B: Média de massa corporal mensal mensal e porcentagem de ganho  com relação ao mês anterior 
(valor em cima da barra) para indivíduos em fase larval (fase G1) do grupo atrazina até o início da metamorfose; 
                 Gráfico C: Média de massa corporal mensal mensal e porcentagem de ganho com relação ao mês anterior 
(valor em cima da barra) para indivíduos em fase larval (fase G1) do grupo glifosato até o início da metamorfose; 
                 Gráfico D: Média de massa corporal mensal mensal e porcentagem de ganho com relação ao mês anterior 
(valor em cima da barra) para indivíduos em fase larval (fase G1) do grupo quinclorac até o início da metamorfose. 
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FIGURA 2: Gráfico E: Média mensal de comprimento total, comprimento da cabeça (C-CA) e comprimento rostro-caudal (C-R--C) 
para indivíduos em fase larval (fase G1) do grupo controle até o início da metamorfose;  
                   Gráfico F: Média mensal de comprimento total, comprimento da cabeça (C-CA) e comprimento rostro-caudal (C-R--C) 
para indivíduos em fase larval (fase G1) do grupo atrazina até o início da metamorfose;  
                   Gráfico G: Média mensal de comprimento total, comprimento da cabeça (C-CA) e comprimento rostro-caudal (C-R--C) 
para indivíduos em fase larval (fase G1) do grupo glifosato até o início da metamorfose;  
                   Gráfico H: Média mensal de comprimento total, comprimento da cabeça (C-CA) e comprimento rostro-caudal (C-R--C) 
para indivíduos em fase larval (fase G1) do grupo quinclorac até o início da metamorfose. 
 
 *O valor expresso acima da barra das médias indica a porcentagem de aumento de tamanho entre os meses. 
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L) DESENVOLVIMENTO DE MEMBROS 
POSTERIORES GRUPO QUINCLORAC – FASE G2 

NÚMERO MENSAL DE INDIVÍDUOS EM FASE LARVAL (FASE G2)  
 QUE DESENVOLVERAM MEMBROS POSTERIORES 

 DURANTE O EXPERIMENTO 

FIGURA 3: Gráfico I: Número mensal de indivíduos em fase larval que desenvolveram membros posteriores para o 
grupo controle durante o experimento (fase G2); 
                   Gráfico J: Número mensal de indivíduos em fase larval que desenvolveram membros posteriores para o 
grupo atrazina durante o experimento (fase G2);  
                   Gráfico K: Número mensal de indivíduos em fase larval que desenvolveram membros posteriores para o 
grupo glifosato durante o experimento (fase G2);  
                   Gráfico L: Número mensal de indivíduos em fase larval que desenvolveram membros posteriores para o 
grupo quinclorac durante o experimento (fase G2). 
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P) DESENVOLVIMENTO DE MEMBROS 
ANTERIORES GRUPO QUINCLORAC – FASE G3 

NÚMERO MENSAL DE INDIVÍDUOS EM FASE LARVAL (FASE G3)  
 QUE DESENVOLVERAM MEMBROS ANTERIORES 

 DURANTE O EXPERIMENTO 

FIGURA 4: Gráfico M: Número mensal de indivíduos em fase larval que desenvolveram membros anteriores para o 
grupo controle durante o experimento (fase G3); 
                   Gráfico N: Número mensal de indivíduos em fase larval que desenvolveram membros anteriores para o 
grupo atrazina durante o experimento (fase G3);  
                   Gráfico O: Número mensal de indivíduos em fase larval que desenvolveram membros anteriores para o 
grupo glifosato durante o experimento (fase G3);  
                   Gráfico P: Número mensal de indivíduos em fase larval que desenvolveram membros anteriores para o 
grupo quinclorac durante o experimento (fase G3). 
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Figura 5: Gráfico Q: Média de massa corporal, e média de massa de gordura abdominal  (gor. abdominal) nos indivíduos 
após o final do processo de metamorfose para os grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac (fase G3); 
                 Gráfico R e S: Média do índice hepatossomático (IHS) e média do índice de gordura abdominal (IGA) para os 
grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac (fase G3); 
                 Gráfico T: Média de comprimento total, média de comprimento dos membros posteriores (comp. memb. 
posterior), e  média de comprimento dos membros anteriores  (comp. memb. anterior) nos indivíduos após o final do 
processo de metamorfose para os grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac (fase G3). 
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Figura 6: Gráfico U : Coeficiente alométrico de crescimento dos membros dos indivíduos ao final do experimento para 
os grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac; 
Gráfico V : Média de massa corporal dos indivíduos em fase larval ao final do experimento para os grupos controle, 
atrazina, glifosato e quinclorac (fase g1). 
 O asterisco indica que ao final do experimento não havia nenhum indivíduo do grupo glifosato nesta fase.; 
 Gráfico X: Média de comprimento total, média de comprimento da cabeça (C-CA) e média do comprimento rostro-
caudal (C-R-C) dos indivíduos em fase larval ao final do experimento para os grupos controle, atrazina, glifosato e 
quinclorac (fase G1).  
O asterisco indica que ao final do experimento não havia nenhum indivíduo do grupo glifosato nesta fase. 
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Figura 7:  Comparação entre os fígados pós metamorfose de um indivíduo controle (1), 
um indivíduo exposto ao herbicida atrazina (2), um indivíduo exposto ao glifosato (3), e 
um indivíduo exposto ao quinclorac (4). 

Figura 8:  Anomalias visualizadas entre os indivíduos expostos aos herbicidas: 1) 
Indivíduo controle sem presença de anomalias; 2) Indivíduo exposto ao herbicida 
atrazina apresentando deformidade no corpo, 3) Indivíduo exposto ao glifosato 
apresentando deformidade na cauda. 
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Figura 9:  Presença de fungos em indivíduos expostos aos herbicidas: 1) Indivíduo 
controle; 2) Indivíduo exposto ao herbicida atrazina; 3) Indivíduo exposto ao glifosato; 
4) Indivíduo exposto ao quinclorac.  

Figura 10:  Presença de infecção bacteriana denominada de Doença da Perna Vermelha 
(Red Leg Disease) em indivíduos expostos aos herbicidas: 1) Indivíduo controle; 2) 
Indivíduo exposto ao herbicida atrazina; 3) Indivíduo exposto ao glifosato; 4) Indivíduo 
exposto ao quinclorac. 
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Tabela 1: Número de indivíduos no início do experimento, número de indivíduos ao final do experimento, número 
de indivíduos que finalizaram o processo de metamorfose e número de indivíduos que não iniciaram o processo de 
metamorfose até o final do experimento (girinos sem indícios de presença de membros ao final do tempo total do 
experimento) para os grupos controle, atrazina, glifosato e quinclorac. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

 Com o presente trabalho conclui-se que concentrações dos herbicidas atrazina, 

glifosato e quinclorac comumente encontradas em corpos d’água naturais e 

concentrações destes herbicidas abaixo das permitidas pela legislação, podem ocasionar 

alterações nos parâmetros bioquímicos como nos níveis de glicogênio, lipídeos totais, 

triglicerídeos, colesterol e proteínas totais, além de induzir a peroxidação lipídica em 

girinos de Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802); apesar de não termos observado uma 

mortalidade significativa, nem tampouco alterações no ganho de massa corporal ou 

comprimento corpóreo destes animais. 

            Tais alterações na composição bioquímica em girinos de Lithobates 

catesbeianus podem refletir em um maior gasto energético para a manutenção da 

homeostase frente ao estressor agroquímico e talvez este desequilíbrio, possa alterar 

outros parâmetros biológicos, como: diminuição no sucesso reprodutivo; alterações nos 

padrões de desenvolvimento e na metamorfose destes indivíduos. 

            Durante a fase larval de Lithobates catesbeianus os girinos não apresentaram 

alterações no desenvolvimento, porém, verifica-se que a exposição aos herbicidas 

atrazina, glifosato e quinclorac pode diminuir as chances de sobrevivência destes 

animais durante o processo de metamorfose, ocasionando diminuição no comprimento 

destes indivíduos na fase de pós metamorfose, além de acarretar, possivelmente, 

alterações no sistema imune, potencializando a suscetibilidade no desenvolvimento de 

fungos e bactérias, fato que pode refletir em prejuízos na sobrevivência e vida adulta 

destes animais. 
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            Podemos sugerir que o aumento no uso de agrotóxicos pode ser um fator 

importante para o declínio da abundancia e diversidade de anfíbios no mundo todo, 

contudo, cabe ressaltar que tais pesquisas foram realizadas apenas com girinos de 

Lithobates catesbeianus, em laboratório e sob condições controladas. Não podemos, 

portanto, afirmar que outras espécies, ou em ambiente natural, as respostas sejam 

semelhantes às encontradas neste estudo. 

            Contudo, mais estudos são necessários para afirmar que outras espécies de 

anfíbios possam apresentar as mesmas respostas. 
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suggested reviewers are used. 

Page charges 

Aquatic Toxicology has no page charges. 

PREPARATION 

Use of wordprocessing software 

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The 

text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as 

possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. 

In particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate 

words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing 

tables, if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a 

grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. 

The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional 

manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier: 

http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and 

text graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See 

also the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly 

advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check' functions of your wordprocessor. 

LaTeX 

If the LaTeX file is suitable, proofs will be produced without rekeying the text. The 

article should preferably be written using Elsevier's document class 'elsarticle', or 

alternatively any of the other recognized classes and formats supported in Elsevier's 

electronic submissions system, for further 

information see http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/latex-ees-

supported. 

The Elsevier 'elsarticle' LaTeX style file package (including detailed instructions for 

LaTeX preparation) can be obtained from the Quickguide: 

http://www.elsevier.com/latex. It consists of the file: elsarticle.cls, complete user 

documentation for the class file, bibliographic style files in various styles, and template 

files for a quick start. 

Article structure 
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Subdivision - numbered sections 

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be 

numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section 

numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 

'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on 

its own separate line. 

Introduction 

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a 

detailed literature survey or a summary of the results. 

Material and methods 

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published 

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described. 

Theory/calculation 

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt 

with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a 

Calculation section represents a practical development from a theoretical basis. 

Results 

Results should be clear and concise. 

Discussion 

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A 

combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations 

and discussion of published literature. 

Conclusions 

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, 

which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion 

section. 

Appendices 

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and 

equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; 

in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table 

A.1; Fig. A.1, etc. 

Essential title page information 

• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. 

Avoid abbreviations and formulae where possible. 

• Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a 

double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses 

(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a 

lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the 

appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the 

country name and, if available, the e-mail address of each author. 

• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages 

of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax 

numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail 

address and the complete postal address. Contact details must be kept up to date 

by the corresponding author. 
• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the 

article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') 

may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author 

actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript 

Arabic numerals are used for such footnotes. 



152 
 

Abstract 

A concise and factual abstract is required of no more than 400 words. The abstract 

should state briefly the purpose of the research, the principal results and major 

conclusions. An abstract is often presented separate from the article, so it must be able 

to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, they must 

be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-standard or uncommon 

abbreviations should be avoided, but if essential they must be 

defined at their first mention in the abstract itself. 
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Keywords 

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American 

spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for 

example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly 

established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing 

purposes. 

Abbreviations 

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the 

first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be 

defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of 

abbreviations throughout the article. 

Acknowledgements 

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the 

references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title 

or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., 

providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.). 

Math formulae 

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) 

instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables 

are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. 

Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text 

(if referred to explicitly in the text). 

Footnotes 

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, 

using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, 

and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of 

footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the 

article. Do not include footnotes in the Reference list. 

Table footnotes 

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter. 

Tables 

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place 

footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase 

letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data 

presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article. 

References 

Citation in text 

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list 

(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished 

results and personal communications are not recommended in the reference list, but may 

be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they 
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should follow the standard reference style of the journal and should include a 

substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal 

communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been 

accepted for publication. 

Web references 

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last 

accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a 

source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately 

(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in 

the reference list. 

References in a special issue 

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any 

citations in the text) to other articles in the same Special Issue. 

Reference style 

Text: All citations in the text should refer to: 

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the 

year of publication; 

2. Two authors: both authors' names and the year of publication; 

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of 

publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references 

should be listed first alphabetically, then chronologically. 

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). 

Kramer et al. (2010) have recently shown ....' 

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted 

chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the 

same year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of 

publication.  

Examples: 

Reference to a journal publication: 

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific 

article. J. Sci. Commun. 163, 51–59. 

Reference to a book: 

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New 

York. 
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Reference to a chapter in an edited book: 

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, 

in: Jones, B.S., 

Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, 

pp. 281–304. 

Journal abbreviations source 

Journal names should be abbreviated according to 

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; 

List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; 

CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html. 
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Fotografias, desenhos, gráficos e mapas serão denominados figuras. Desenhos e mapas 
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obedecendo a proporcionalidade do espelho (17,0 x 21,0 cm) ou da coluna (8,3 x 21,0 
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Legendas de figuras devem ser digitadas logo após à última referência bibliográfica da 

seção Referências Bibliográficas, sendo para cada conjunto um parágrafo distinto. 

Gráficos gerados por programas de computador devem ser inseridos como figura no 

final do texto, após as tabelas, ou enviados em arquivo em separado. Na composição 

dos gráficos usar fonte Arial. Não utilizar caixas de texto. 

Figuras em formato digital devem ser enviadas em arquivos separados, no formato TIF 

com compactação LZW. No momento da digitalização utilizar as seguintes definições 
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desenhos a traço. Não enviar desenhos e fotos originais quando da submissão do 
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