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Water quality of urban streams, Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil,
based on physical, chemical and biological analyses

Qualidade da agua de arroios urbanos de Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, Brasi,

com base em anaélises fisicas, quimicas e bioldgicas

Marilia Schuch?
Edson Fiedler de Abreu Janior?
Eduardo Lobo Alcayaga®

ABSTRACT

The purpose of the study was to evaluate the water gquality of urban streams in
Santa Cruz do Sul, in the Brazilian state of Rio Grande do Sul, using physical,
chemical and microbiological parameters. Eight sampling sites were distributed
over the upper and lower reaches of four streams. Four sampling campaigns were
carried out, two in 2007 and two in 2008. The parameters analyzed were:
temperature, pH, turbidity, dissolved oxygen, biochemical oxygen demand, nitrate,
ammonia nitrogen, phosphate, total dissolved solids and thermotolerant coliforms.
Simultaneously, epilithic diatom samples were collected, the species identified and
the respective relative abundance determined. The assessment of water quality
was performed applying resolution 357/2005 of the National Environment Council,
and the Biological Water Quality Index. The results indicated that the streams are
polluted by organic contamination and show advanced stages of eutrophication,
mainly in the lower reaches, and are classified according to the National
Environment Council resolution as “Class 4", corresponding to poor water quality.
The results of the Biclogical Water Quality Index ranged from "strong"” to "very
strong” in most sampling sites, highlighting Cyclotella meneghiniana, Fallacia
monoculata, Nitzschia palea and Sellaphora pupula as the species most tolerant
to eutrophication. Two sampling groups were separated by using cluster analysis,
one containing the points in the upper reaches and the other the points in the
lower reaches, having 38% quantitative similarity in diatom community composition.
This similarity can be explained by the fact that some of the abundant species

! Universidade de Santa Cruz do Sul, Laboratorio de Limnologia. Av. Independéncia, 2293, Universitario, 96815-900, Santa Cruz do Sul,
RS, Brazil. Correspondence to/Correspondéncia para: ELA. LOBO. E-mail: <lobo@unisc.br>.
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tolerant to organic pollution and eutrophication, occurred in both the upper and
lower reaches.

Key words: Urban streams. Epilithic diatoms. Organic pollution. Eutrophication.

RESUMO

Este estudo objetivou avaliar a qualidade da agua de arroios urbanos, em Santa
Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil, utilizando parametros fisicos, quimicos e
microbiolégicos. Oito sitios de amostragem distribuiram-se nos trechos superiores
e inferiores de quatro arroios. Duas amostragens foram realizadas em 2007 e
duas em 2008. Foram analisados: temperatura, pH, turbidez, oxigénio dissolvido,
demanda bioquimica de oxigénio, nitratos, nitrogénio amoniacal, fosfato, solidos
totais dissolvidos e coliformes termotolerantes. Simultaneamente, amostras de
diatoméceas epiliticas foram coletadas, as espécies identificadas e as abundancias
relativas determinadas. Fez-se a avaliacao da qualidade da agua utilizando-se
como pardmetro a resolugdo n®35 7/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
e aplicando-se o indice hiolégico de qualidade da agua. Os resultados indicaram
que os arroios estao poluidos por contaminacao organica apresentando avancados
estagios de eutrofizacao, principalmente nos trechos inferiores, enguadrando-se
na “Classe 4” de acordo com a resolucao do Conselho Nacional do Meio Ambiente,
correspondendo a dguas de ma qualidade. Os resultados do indice biologico de
qualidade da égua variaram do nivel “forte” a “muito forte” na maioria dos pontos
de amostragem, destacando-se: Cyclotella meneghiniana, Fallacia monoculata,
Nitzschia palea e Sellaphora pupula como as espécies mais tolerantes a
eutrofizacdo. Dois grupos de amostras foram separados através da analise de
agrupamento, um contendo os pontos dos trechos superiores e 0 outro 0s pontos
dos trechos inferiores, havendo 38% de similaridade quantitativa na composicao
da comunidade de diatomaceas. Tal similaridade pode ser explicada pelo fato de
algumas das espeécies abundantes e tolerantes a poluicdo organica e eutrofizacao
ocorrerem tanto nos trechos superiores quanto inferiores.

Palavras-chave: Arroios urbanos. Diatomaceas epiliticas. Poluicao organica.

Eutrofizagao.

INTRODUCTION

Concemns about water are of particular interest,
given its fundamental role in regulating biological
processes and the health of human populations.
Currently, however, the idea that water treatment
can solve all problems has changed to a more efficient
management of water sources, thus reducing the
costs of treating and preserving the resources for
the future. Within this framework, the monitoring
of water quality is currently an important tool for
environmental evaluation (Tundisi, 2000).

The assessment of water quality encompasses
the physical, chemical and biological approaches
(Lobo & Callegaro, 2000). Physical and chemical
monitoring only permits snapshot measurements,

therefore restricting the knowledge of water
conditions to the period when the measu-rements
were taken. These limitations take on even more
gravity when the object of the study is a lotic system
where the current promotes the continuous renewal
of water in each location. Biological monitoring
provides a direct measure of ecological integrity by
using the response of biota to environmental changes.
This allows long-term environmental effects to be
detected because of the capacity to reflect conditions
that are not present at the time of sample and
analysis. Moreover, studies of these communities
provide a continuous record of the environmental
quality, showing changes in the natural or anthro-
pogenic processes (Gold et al., 2002). Physical and
chemical methods are, however, complimentary to

Bioikos, Campinas, 26(1):3-12, jan./jun., 2012
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biological methods, contributing to the correct
assessment of the quality of running waters (Lobo
et al, 2004a).

Different taxonomic groups have been used
in the assessment of water quality, especially the
epilithic diatom community which is recognized as a
potential indicator of contamination and has been
recommended as particularly suitable in assessing
water quality, due to the sensitivity of the species in
relation to a variety of ecological conditions such as
pH, salinity, organic matter and eutrophication
(Round, 1991; Kelly & Whitton, 1995; Lobo et al.,
2002, 2004a; Ector & Rimet, 2005). In Brazil,
however, only a few studies have been carried out
using this group of algae as bioindicators, and mainly
in the Southern region (Oliveira et al., 2001; Lobo et
al., 2002; Lobo et al., 2004a; Lobo et al., 2004b:
Lobo et al., 2004c; Lobo et al., 2010; Wetzel et
al., 2002; Hermany et al., 2006; Salomoni et al.,
2006; Dupont et al., 2007; Schneck et al., 2007).

In this context, the main purpose of the
present study was to evaluate the water quality
of streams located in the urban area of Santa
Cruz do Sul, in the Brazilian state of Rio Grande
do Sul, using physical, chemical and biological
methods.

MATERIAL AND METHODS
Study Area

The city of Santa Cruz do Sul is located in the
Pardinho River Sub-basin, one of the main tributaries
that make up the Pardo River Hydrographic Basin, in
the state of Rio Grande do Sul. Inside the urban area,
four main streams were selected and eight sampling
sites were distributed along the streams; they were
named Lajeado (S1 and S2), Preto (S3 and S4), Pedras
(S5 and $6) and Lewis-Pedroso (S7 and S8), where
51, 53, S5 and S7 were located on the upper reaches
and S2, S4, S6 and S8 in the lower reaches (Figure 1).

Data collection

Four seasonal sampling campaigns were
carried out in these streams, two in 2007 (August
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and November) and two in 2008 (February and
May). The physical, chemical and microbiological
parameters analyzed were: water temperature,
pH, turbidity, dissolved oxygen, biochemical oxygen
demand after five days, nitrates, ammonia nitrogen,
phosphate, total dissolved solids and thermotolerant
coliforms. The water temperature was measured in
the field using a mercury thermometer. For other
parameters, samples were collected at the surface
using glass bottles, with a capacity of between 300mL
and 1000mL, and packed in coolers. The techniques
used in the collection and sample analyses for
physical, chemical and microbiological measurements
are described in American Public Health Association
(2005).

Simultaneously, epilithic diatoms were
collected at the eight sampling sites. For qualitative
and quantitative analysis, diatom samples were
scrubbed off the upper surface of between three and
five submerged stones, 10 to 20cm in diameter, using
a toothbrush, and were fixed with formalin following
the method employed by Kobayasi & Mayama
(1982). Diatom samples were cleaned with sulfuric
and hydrochloric acids and mounted on permanent
slides with Naphrax. All specimens found in random
transects under light microscopy through the prepared
permanent slides were identified and counted up to
a minimum of 600 valves using an Olymp‘t]s BX-40
microscope. For the identification of species, the
following taxonomic references were used: Metzeltin
& Lange-Bertalot (1998, 2007), Rumrich et al. (2000,
Metzeltin & Garcia-Rodriguez (2003) and Metzeltin
et al. (2005). To determine the abundant and
doeminant species, the Lobo & Leighton (1986)
criterion was used. Voucher samples were stored in
the DIAT-UNISC Herbarium at the Universidade de
Santa Cruz do Sul (RS), Brazil.

Data analysis

Based on the physical, chemical and micro-
biological data, the assessment of stream water qua-
lity was performed applying resolution 357 of the
National Environment Council (Brazil, 2005). With

Bioikos, Campinas, 26(1):3-12, jan./jun., 2012
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Lajeado Stream
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Figure 1. Location of the study area and the eight sampling sites (51 - 5$8), in Santa Cruz do Sul county, RS, Brazil, were S1, 53, 55 and 57 are
sampling stations of the upper reaches and S2, 54, 56 and S8 of the lower reaches.

regard to the biological analyses, the assessment of make a distinction between groups, based on the
water quality was performed applying the Water guantitative similarity of sampling sites in different
Quality Biological Index (WQBI), based on the diatom sampling periods. The Bray-Curtis index was utilized
classification for southern Brazilian rivers proposed as the distance coefficient for Cluster analysis,
by Lobo et al. (2004a). The environmental and following Ludwig & Reynolds (1988). All the analy-
biological data were standardized, utilizing the ses were calculated using the Past software appli-
mathematical transformation (In + 1), in order to cation, version 1.81 (Hammer et al., 2008).

Bioikos, Campinas, 26(1):3-12, jan.jun., 2012
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RESULTS AND DISCUSSION

Physical, chemical and microbiological
variables

Overall, high values of phosphate, BOD, and
thermotolerant coliforms were observed, these being
the main parameters used to classify stream water
quality. As can be seen in Figure 2(A), the results for
phosphate concentration showed that almost all
sampling sites were classified in “Class 4" (Brazil,
2005), corresponding to the poorest water quality
level, used only for navigation and harmonizing
landscapes, ranging between 0.28 and 8.31mg L,
except the points S1, S3 and S7, which were classified
as "Class 3”, in the May sampling (values ranged
between 0.12 and 0.15mg L"). The high phosphate
values were found at sampling stations in the lower
reaches. Phosphorus is recognized as the main reason
for eutrophication caused by diffuse or point sources
that deteriorate the water quality, making it even
unsuitable for human consumption (Tundisi & Tundisi,
2008). The high phosphate concentrations observed
are probably related to the discharge of untreated
domestic sewage and diffuse loads emanating from
the rural and industrial areas of Santa Cruz do Sul.

The results for biochemical oxygen demand
after 5 days (Figure 2B) indicated that 52 and S8
were classified in " Class 4", in the February sampling,
as well as the points S2, S4 and S8, where the values
obtained for dissolved oxygen (1.9 = 1.0mg L)
corresponded to the same quality classification,
indicating that these points contain high loads of
organic pollution.

The results for thermotolerant coliforms (Figure
2C) indicated that points S8 in November and 54 in
May, were also classified as “Class 4”. The high values
of thermotolerant coliforms indicate fecal conta-
mination by domestic sewage and may also indicate
the presence of pathogens that can affect the health
of the population (Magalh&es-Junior, 2007).

The results showed that the urban streams of
the city of Santa Cruz do Sul are heavily polluted by
organic contamination and show advanced stages
of eutrophication, particularly the sampling sites S2,

Qualidade da &gua de arroios urbanos | 7

S4 and S8, all of which are in the lower reaches, .
as indicated mainly by high values of phosphate,
BOD, and thermotolerant coliforms.

A Phosphate
9
84
Pl
4 61
251
w4 Class 4
=y
=3
S
‘[ -
O o
S1 S2 S3 54 55 S6 S7 S8
Sampling sites
B BOD,
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Figure 2. Values for total phosphate (A), BOD, (B) and thermo-
tolerant coliforms (C), in the eighth sampling sites (51 -
58), in Santa Cruz do Sul county, RS, Brazil, at four
seasons, two in 2007 (August and Novemnber) and two
in 2008 (February and May), were S1, $3, S5 and S7 are
sampling stations of the upper.

Biokos, Campinas, 26(1):3-12, jan./jun., 2012



8 | M. Schuch et al.

These results corroborate studies of envi-
ronmental monitoring in regional water systems in
the state of Rio Grande do Sul, Brazil, which have
demonstrated that they already have very advanced
states of eutrophication and organic pollution (Torgan
et al., 1999; Rodrigues & Lobo, 2000; Oliveira et al.,
2001: Lobo et al., 2002, Lobo et al., 2003; Lobo et
al., 2004a; Lobo et al., 2004b: Lobo et al., 2004c;
Lobo et al., 2004d; Lobo et al., 2010; Wetzel et al.,
2002; Hermany et al., 2006; Salomoni et al., 2006,
Dupont et al., 2007; Schneck et al. 2007).

Biological composition

As for the composition of the epilithic diatom
community, 203 species were identified to specific
and infra-specific levels, distributed across 45
genera. A total of 53 taxa were considered to be
abundant species (Lobo & Leighton, 1986). The
BWQI results (Figure 3) indicated that the water
quality levels range from “strong” (25.0%) to "very
strong” (53.1%) in all sampling sites, except at
the points S1, S3 and S8 where the pollution level
was considered “moderate” (15.6%) in November
and May. Point S3, in August and February, showed
a pollution level considered "“weak” (6.3%).

The highest pollution levels were found at the
sampling sites S2, 54, 56 and S8, all of these located
in the lower reaches, corroborating the results
obtained through the physical, chemical and
microbiological variables. These samples showed
strongly to very strongly polluted waters. According
to Lobo et al. (2004a), the high pollution levels
determined using the BWQI are due to the occurrence
of species tolerant to organic pollution and eutro-
phication, which showed high percentages of relative
abundance such as Achnanthidium exiguum var.
constrictum (Grunow) Andresen, Stoermer and Kreis,
Adlafia drouetiana (Patrick) Metzeltin and Lange-
Bertalot, Cyclotella meneghiniana Kutzing, Eolimna
minima (Grunow) Lange-Bertalot, Fallacia monocula-
ta (Hustedt) Mann, Gomphonema parvulum (Kitzing)
Kutzing, Luticola goeppertiana (Bleisch) Mann,
Mayamaea atomus (Kutzing) Lange-Bertalot,

Qualidade da agua de arroios urbanos

Navicula cryptotenella Lange-Bertalot, N. symmetrica
Patrick, Nitzschia palea (KUtzing) Smith, Sellaphora
pupula (Kitzing) Mereschkowsky in the strictest
sense and S. seminulum (Grunow) Mann.

Among these taxa, C. meneghiniana, F.
monoculata, N. palea and S. pupula were regarded
as the species most tolerant to eutrophication
according to Lobo et al. (2010), in a study carried
out in the Pardo River Hydrographic Basin. £
monoculata was also considered by Souza & Senna
(2009) as extremely tolerant to eutrophication and
organic pollution.

) According to Lobo et al. (2004a), N. palea is
classified as one of the most tolerant species to
organic pollution and eutrophication, indicative of
polysaprobic conditions. This taxon has been
recognized as a cosmopolitan species extremely
tolerant to pollution (Watanabe et al., 1988; Kobayasi
& Mayama, 1989, Round, 1991; Gomez, 1998).
Moreover, van Dam et al. (1994) argue that N. palea
corresponds to a polysaprobic species indicative of
hypereutrophic conditions, and Bruno et al. (2003),
working with planktonic diatom communities in the
region of the Quarto River, Argentina, confirmed the
validity of N. palea as an indicator of waters impacted
by a high nutrient load.

Water Quality Biological Index (WQBI)

Levels of pollution

4,
4 Very strong
3,59 M
3 I
g 2,54 5
12 i A o i
1,5 i _l i 11 (i |II “ Moderate
1 | CTCRECTC BT ] W \weak
I|I [T [N~
. s4

s7 S8

s1 S2
amplmg statlons

[mAugust mNovember o February oMay|

Figure 3. Assessment of water quality using the Water Quality
Biological Index (WQBI), with the respective levels of
pollution, in the eighth sampling sites (S1 - 58), in Santa
Cruz do Sul county, RS, Brazil, at four seasons, two in
2007 (August and November) and two in 2008 (February
and May), were 51, S3, 55 and 57 are sampling stations
of the upper reaches and S2, 54, 56 and S8 of the lower
reaches.
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The sampling point S3 showed the lowest
pollution level "Weak", although limited to August
and February, and representing only 6.3% of the total
pollution levels detected. In this case, most of the
species that were considered abundant are sensitive
to pollution (Lobo et al. 2004a), thus being
responsible for the low BWQI values obtained. They
are Achnanthes rupestoides Hohn, Cocconeis pla-
centula var. acuta Meister, Gomphonema pumilum
(Grunow) Reichardt and Lange-Bertalot, Nupela
lesothensis (Schoeman) Lange-Bertalot, N. praecipua
(Reichardt) Reichardt, Planothidium biporomum
(Hohn & Hellerman) Lange-Bertalot and Placoneis
ovillus Metzeltin, Lange-Bertalot and Garcia-
Rodriguez.

Some of these taxa have been classified as

sensitive to organic pollution and/or eutrophication.
According to van Dam et al. (1994), A. rupestoides

Qualidade da agua de arroios urbanos | 9

has a preference for oligotraphentic and oligosaprobic
environments, as well as P biporomum for oligo-
traphentic conditions. C. placentula var. acuta
showed high relative abundance in oligotraphentic
and mesotraphentic environments (Schneck et al.,
2007).

The dendrogram in Figure 4 clearly shows this
biological condition, separating by cluster analysis
the sampling station S3, highlighting A. rupestoides
as abundant taxa in all periods and P ovillus as
dominant in February, from other stations which were
separated into two groups; the stations of the upper
reaches (S1, S5, S7), and the stations of the lower
reaches (52, S4, S6, S8), in all sampling periods.

The environmental and biological data were
analyzed together by Cluster analysis, as shown in
the dendrogram in Figure 5. Again, two groups of
sampling sites are separated, one containing the points

Q. 0 = 2 = = > = S o = 0z QO = = > O = > = O O = >
o} T © = > > = @ T ™ > @ @
S RESEELE223FP2IIELREE2SR2EiiEeE g ELs
< W WU AN NS S W NN 0 W ST 000 N N — N — 0wWm~ M~ MmMmomomMmom
Y Y Y Y Y T Y ¥ T R Y ¥ TV s IV T RV B o T ¥ T Y R ¥ RV SV R RV SV R VS, S RV SV
0,96 4
0,88
0,8 1
0,72 4 T
>
T 0,644
=
E
[V
0,56
0,48 4
0.4 4
0,32 1
0,24 1
T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32

Figure 4. Cluster analysis based on biological data, in the eighth sampling sites (S1 - 58}, in Santa Cruz do Suf county, RS, Brazil, at four seasons,
two in 2007 (August and November) and two in 2008 (February and May), were 51, 53, S5 and S7 are sampling stations of the

upper reaches and S2, 54, S6 and S8 of the lower reaches.
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some of the abundant species that were tolerant to
highly polluted environmental conditions occurred in
both the upper and lower reaches. This was the case
for C. meneghiniana, E. minima, F. monoculata. G.
parvulum, N. cryptotenella, N. palea, 5. seminulum and

in the upper reaches in all sampling periods (S1, S5,
$7), excepting S3, and the second containing the
points in the lower reaches, in all periods (52, 54,
56, 58). Similarly to the results shown in Figure 4 for

biological data, the sampling site 53, in all sampling
periods, was again separated, forming a single group, S. pupula (Krammer & Lange-Bertalot 1986; van
Dam et al.. 1994: Lobo et al., 2002, 2004a).

primarily because the diatom composition was ,
different when compared to other sampling sites

in relation to the pollution tolerance of species.

This clustering can be explained mainly by CONCLUSION

considering that the sampling sites in the lower
reaches are characterized by the highest levels of
pollution, as indicated by the environmental condi-
tions, i.e. highest values of phosphate, BOD, and

These results highlight that, in spite of the
higher pollution levels detected at the sampling sites
in the lower reaches, those located in the upper

thermotolerant coliforms. The diatom composition reaches are also contaminated, suggesting that
corroborated this grouping; however, as shown in although the sites are located in the upper part of
Figure 4, there is a 38% quantitative similarity the streams, nowadays they are receiving a significant
pollution load, probably originating from local

between these two groups, as indicated by the Bray-
domestic and agricultural activities. Thus, public

_Curtis index. This condition can be explained because

0O 0 = = =z = = Qo O = = O = = o — Q =
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0
(S1 - $8), in Santa Cruz do Sul county,

vironmental and biological data, in the eighth sampling sites
. were S1, 53, S5 and 57 are

Figure 5. Cluster analysis based on the en
{August and November) and two in 2008 (February and May)

RS, Brazil, at four seasons, two in 2007
sampling stations of the upper reaches and 52, S4, S6 and S8.
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policies must be implemented by local government
to reduce the environmental impacts in the urban
streams of Santa Cruz do Sul, since they are located
in the Pardinho River Sub-basin, a source of water
supply for this city and one of the main tributaries
forming the Pardo River Hydrographic Basin,
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Validation of daily growth increments of statoliths of Brazilian squid
Doryteuthis plei and D. sanpaulensis (Cephalopoda: Loliginidae)

Validagdo de incrementos de crescimento didrio dos estatolitos das lulas brasileiras

Doryteuthis plei e D. sanpaulensis (Cephalopoda: Loliginidae)

Daniela Cordella de Aguiar?
Carmen Lucia Del Bianco Rossi-Wongtschowski?
José Angel Alvarez Perez?

ABSTRACT

This paper describes the first successful validation study of daily growth increments
in the statoliths of the squids Doryteuthis sanpaulensis and D. plei, captured off
the Southeastern coast of Brazil. Twenty-nine squid were kept in a laboratory and
fed with fish injected with chlortetracycline. The chlortetracycline fluorescent
markers were observed in polished statoliths previously exposed to UV light. The
number of growth increments between the chlortetracycline marker and the edge
of the statoliths corresponds to the number of days elapsed. The capture,
transportation and laboratory procedures are described below.

Key words: Statoliths. Growth increment validation. Doryteuthis sanpaulensis.
Daryteuthis plei.

RESUMO

Este artigo descreve o primeiro estudo bem sucedido sobre validacdo dos
incrementos de crescimento dos estatolitos das lulas Doryteuthis plei e D.
sanpaulensis, capturadas na costa sudeste brasileira. Vinte e nove lulas foram
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Doryteuthis Plei and D. Sanpaulensis Statolith Validation

mantidas em laboratério e alimentadas com peixes contendo clorotetraciclina. As

marcas fluorescentes de clorotetracic

lina foram ohservadas sob luz UV. Os

incrementos entre @ marca de clorotetraciclina e a borda do estatolito foram

contados e corresponderam ao numero de

dias decorridos. A captura, o transporte

e os procedimentos laboratoriais estdo descritos.

palavras-chave: Estatolitos. Validagao do incremento de crescimento. Doryteuthis

sanpaulensis. Doryteuthis plei.

INTRODUCTION

On the continental shelf of Southern Brazil,
two loliginids, Doryteuthis plei and D. sanpaulsensis,
can be found in large concentrations (Martins &
Perez, 2007; Haimovidi et al., 2008).

Doryteuthis plei prefers warm coastal waters
and is exploited seasonally on the continental shelf
(22° - 28°S) by small scale, artisanal and industrial
fleets (Perez et al., 2005). Shrimp trawlers capture
Doryteuthis sanpaulensis as by-catch throughout the
region between 22°5 and 34°S (Gasalla et al., 2005).
Both species exhibit large fluctuations in seasonal
abundance, apparently influenced by local oceano-
graphic events (Costa & Fernandes, 1993).

On cephalopods, hard structures such as
statoliths, pens, beaks and crystalline lenses are
officient instruments for estimating age, due to the
incremental growth deposits (Arkhipkin, 1991).
Hence, interest has focused on statolith deposition
marks, with validation as a critical pointer in
determining age.

Statolith rings in squid were first mentioned
by Clarke (1965) and it was subsequently mooted
that they were deposited on a daily basis (Hurley et
al., 1979; Lipinski et al., 1998), constituting a
potential method to forecast ageing and its application
to the assessment of squid stocks.

Laboratory rearing studies concerning the
periodicity of these increments generally involve
keeping the animals in the laboratory (Nakamura &
Sakurai, 1991; Natsukari et al., 1991) fed on a diet
containing tetracycline or strontium, substances that
bind directly to the calcium present in skeletal
structures (Campana, 2001). According to Moltscha-
niwskyj (1994), due to the high metabolism of this

group, the diet is targeted directly at growth and
thus the chemicals are quickly assimilated and
registered as statolith increments, providing a signal
(marker) on any given day (Jackson & Moltscha-
niwskyj, 2001).

Chlortetracycline (CTC) and Oxytetracycline
(OTC) are the most useful calcium-binding chemicals
in these experiments (Lipinski, 1986; Lipinski et al.,
1998) since they bind directly to aragonite crystals
aswell as to the protein matrixin the squid's statoliths
during the deposition process, resulting in a
fluorescent band, when viewed under ultraviolet
light.

Several validation studies on statoliths of
different species have sustained the hypothesis that
the ring deposition takes place daily (Durholtz et al.,”
2002). Amongst these are Todarodes pacificus
(Nakamura & Sakurai, 1991), Alloteutihis stubtai
(Lipinski, 1986), Idiosepius pygmaeus (Jackson,
1989), Doryteuthis plei (Jackson & Forsyhte, 2002),
Sepioteuthis lessoniana (Jackson et al., 1993) and
Loligo vulgaris reynaudii (Lipinski et al., 1998;
Durholtz et al., 2002). The main problem concerning
+he validation of statolith increments is the low survival
rate of animals in captivity, usually no longer than
forty days (Lipinski, 1985). Keeping them in tanks,
the handling of the food and restricted movement
are all responsible for the high mortality rates (Hanlon
et al., 1983; Vidal et al., 2002; lkeda et al., 2004).

The importance of squid has been increasing
in the fishing industry due to the depletion of more
traditional fish stocks. Despite the importance to
fisheries of Doryteuthis plei and D. sanpaulsensis in
Brazilian waters, little data about its growth
parameters and aging are available, which is critical
in understanding not only the fundamental biological
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features, but also key elements of squid life-history,
and for issues related to ecosystem modeling and
management (Jackson, 2004). This paper is a
contribution towards the validation of daily increments
in the statoliths of these species.

MATERIAL AND METHODS

The study was conducted between October
2004 and February 2005 in the city of Ubatuba (23°
26" 00"S; 45° 04’ 00"W), in the Brazilian state of
Sdo Paulo.

In the first sampling, squid were captured at
nighttime by means of zangarilhos (local variants
of jigs with hand lines) (Masumato, 2003) (Figure 1)
near the Victoria islands (23°45 00”S; 45° 01" 00"W),
aboard the "Véliger /I", a vessel belonging to the
Instituto Oceanografico da Universidade de Sdo Paulo
(IOUSP). The squid were attracted to the surface by
flashing fluorescent lights installed on the sides of
the boat and the catch was placed in an open tank
containing 200 liters of seawater under constant
aeration. In order to reduce the metabolism and the
activity of the squid, the temperature of the tank
water was reduced by 2 - 3°C by adding bottles of
ice, in accordance with Durholtz et al. (2002).

A second sampling took place in fishermen’s
trap nets (Figure 1) set up at Enseada beach, Cedar
beach and Anchieta Island by means of hand lift-
nets and small buckets. For these samplings, the
Institute’s small motorboat “Nautilus” was used,

Figure 1. A: Schematic drawing of a trap net modified from Vieira
et al. (1945),

B: “Zangarilho" (hand jigs).
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either at dawn or dusk. The same procedures
described above were maintained on board for the
handling and transportation of the samples to the
laboratory.

The return to the laboratory occurred
between 1 and 2 hours after each sampling,
regardless of the number of animals collected,
thereby avoiding injury or death.

In the laboratory, the animals were carefully
separated into groups of five or fewer with the aid of
small buckets and then distributed into 4 circular,
black fiber tanks (1.4m high and 1.7m in diameter),
filled with 2,500 liters of sea water. The seawater
was collected on shore around 50m from the
laboratory and filtered through a decantation system.
The tanks were installed in an open tent exposed to
natural light. The water aeration and circulation were
constant and the water flux was approximately 30
liters/min~". Water temperature and salinity were kept
under natural conditions, the temperature ranging
from 18.5°C to 26°C and salinity between 34 and
35.2 parts per thousand.

The squid remained for 24 hours without any
interference, being fed ad libitum on small fish
(50mm) collected with handle nets, the most common
being Trachinotus carolinus, Chloroscombrus
chrysurus, Menticirrhus littoralis, Paralanchurus
brasiliensis, Mugil sp., Anchoa tricolor and Atherinella
brasiliensis. After a test using whole dead fish and
fish pieces, we opted to use the former since the
squid rejected pieces.

The squid were fed twice a day, in the morning
and the afternoon, the fish being offered one by one,
and the food supply was suspended when several
items of prey were shunned, remaining in the bottom
of the tank. Dregs and other residues were removed
via manual siphoning twice a day and half of the
tank's water volume was renewed every day. Dead
squid were removed immediately. Such procedures
ensured a clean environment and good water quality,
avoiding the effects of excreta and the accumulation
of debris.

After a period of adaptation to captivity and
foed intake in the tanks, the procedures for validating
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statolith increments were followed using tetracycline
hydrochloride CTC as a tracer. A solution of CTC
20g per liter of distilled water (Nakamura & Sakurai,
1991) was injected into the fish, and then a total of
approximately 8 injected fish were offered to each
squid. After marking, individuals would be observed
for ten days. If they survived for this period of time,
the process was repeated. After the death of marked
animals, their Mantle Length (ML) and Total Weight
(W1) were recorded, according to the methodology
described by Perez et al. (2002). Statoliths were
prepared following the general methods reviewed
by Perez et al. (2006), mounted on glass plates with
transparent resin with the convex surface on the
sagittal plane. Polishing was performed using 400um,
9um, 8pm and 6um sandpaper, in decreasing order,
until the focus and the edge of the dome were
exposed. Both statoliths of each animal were
prepared but only one was selected, randomly, for
counting. These structures were examined under an
ultraviolet light mercury microscope, 510nm, with
400x magnification, their images being captured and
stored in an image analysis system.

Three blind counts were made independently
by a single reader and their accuracy was tested using
the following indices: Average Percentage Error (APE)
(Beamish & Fournier, 1981) and the Coefficient of
Variation (CV) (Chang, 1982). APE expressed the
percentage deviation of each of the three counts
from the mean count. CV expressed the standard
deviation as a percentage of the mean count.

In order to check the periodicity of increment
deposition, linear regressions were applied between
the number of increments after the CTC marking
(dependent variable) and days post-marking (inde-
pendent variable). A t-test was applied to test the
hypothesis that the regression slope was no different
than 1 (H,: b=1), which would indicate that one
increment was formed every day (95% significance
level).

RESULTS

The longest period of squid survival in captivity
was 18 days and the shortest 2 days; 14 of them

Doryteuthis Plei and D. Sanpaulensis Statolith Validation

survived more than 10 days, and the average survival
was 4 days.

Most of the deaths occurring during the
experiments were caused by injuries generated by
collisions with the tank walls, sudden disturbances
that triggered ink release, technical failures and
pecking amongst the animals. After a week in
captivity, the squid started to collide with the tank
walls with damage appearing in the terminal portion
of the fins. These lesions increased with time, in some
cases with the loss of the whole fin. This behavior
caused death for most of the animals (63.0%).
Some squid became frightened in the presence of
people or noise, ejecting ink, and dying a few hours
later (between 2 and 5 hours). This was observed
in immature specimens (71.0%) and before the
first week of confinement was complete, being
responsible for a mortality rate of 15.2%. Technical
failures included animals getting caught in the
circulation pumps, water level variation caused
by changes in the water flow, power outages and
mechanical pump failure, being responsible for
15.2% of mortality. Aggression between
individuals, which increased gradually over the
period of containment, generated injuries’
mainly to their fins, and corresponded to 6.5% of
deaths.

Initially the live fish supplied stimulated the
appetite of the squid, being devoured quickly. The
ingestion of dead fish took longer and occurred only
as a result of insistence; nevertheless, this procedure
facilitated the maintenance of the squid in captivity.

The concentration of CTC injected into the
squid food was sufficient to produce a mark in all
statoliths as a fluorescent band around the perimeter.
Table 1 shows 29 individuals marked (16 females
between 45-150mm ML and 13 males between 54-
194mm ML), 5 of them (numbers 41, 43, 44, 45 and
46) with a second band after an interval of 10 days.
The average number of statolith increments of
Doryteuthis sanpaulensis and D. plei were practically
equal to the number of days post-marking.

The marks were evident under ultraviolet light.
In a few cases the CTC band was not well defined
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Table 1.  Average number of increments (AIN) between the CTC mark and the statolith edge. Numbers 41, 43, 44, 45 and 46 show the AIN between
two CTC marks and AIN between the CTC mark and the statolith edge, respectively. Experiments conducted with Doryteuthis sanpaulensis
and D. plei on the Southeastern coast of Brazil between October 2004 and February 2005.
IN Species Gender ML DPM1 AIN DPM2 AlN
13 D. plei F 127 6 5.7
16 D. plei F 150 5 5.0
20 D. plei M 86 1 1.0
21 D. plei M 99 1 1.3
22 D. sanpaulensis F 81 2 1.7
23 D. sanpaulensis F 45 3 2.7
24 D. sanpaulensis F 50 4 2.3
25 D. plei M 89 4 3.7
26 D. plei F 58 7 6.0
27 D. sanpaulensis M 54 7 BT
28 D. plei F 131 1 1:3
29 D. plei F 91 1 1.0
30 D. plei F 71 1 1.0
Ell D. plei F 70 2 2.0
32 D. plei M 82 3 2
33 D. plei F 7 4 £ 8
34 D. plei M 194 5 5.0
35 D. plei M 84 6 5.7
36 D. plei M 86 9 8.7
37 D. plei F 78 10 9.0
38 D. plei M 94 10 9.0
30 D. plei F 79 10 9.0
40 D. plei E 97 10 8.3
41 D. plei F 103 1 140 1 1.0
42 D. plei M 171 13 13.0
43 D. plei F 80 13 12:3 2 2.0
44 D. plei M 92 13 14.0 3 33
45 D. plei M 89 14 14.7 4 4.0
46 D. plei M 65 16 16.0 6 7.0

IN: Individual Number; DPM: Days Post-Marking; CTC: Chlortetracycline; ML: Mantle Length.

making it difficult to count the statolith increments.
Figure 2 shows ten increments formed 10 days after
the CTC intake. The width of the fluorescent band
showed that the statolith regions grow independently:
the top of the rostrum and the dorsal part of the
dome exhibit faster growth, while the lateral dome
grows more slowly (Figure 2).

For D. plei, the Average Percentage Error
(APE) between the readings was 7.2%, and the
Coefficient of Variability (CV) 9.6%, demonstrating
an acceptable level of precision and consistency
between the counts. For D. sanpaulensis, APE and
CV were greater than 16.0% and 21.0%, respecti-
vely, probably due to the small number of animals
analyzed (Table 2).

Rostrum

CTC mark
highlight

\

\

Lateral Dome

Dorsal Dome

Figure 2. Two CTC fluorescent marks in the statolith of Doryteuthis
plei (male; ML=65mm) exposed to UV light, at 100x
magnification.

Note: The inset image shows in detail the CTC mark in the lateral do-
me exposed to normal transmitted and UV light, at 400x magni-
fication. Its highlight shows growth increments between the
CTC mark and the edge where dotted, at 500x magnification.
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Table 2. Comparison between the three counts of increments deposited in statoliths of Doryteuthis sanpaulensis and D. plei, after marking
with CTC. Experiments conducted on Southeastern coast of Brazil between October 2004 and February 2005.

IN Species Days ; C;unts = Mean Sb APE cv
13 D. plei 6 6 5 6 5.67 0.58 7.84 10.19
16 D. plei 5 5 5 5 5.00 0.00 0.00 0.00
20 D. plei 1 1 1 1 1.00 0.00 0.00 0.00
21 D. plei 1 1 1 2 1.33 0.58 33.33 43.30
25 D. plei 4 3 4 4 3.67 0.58 12.12 1575
26 D. plei 7 5 6 7 6.00 1.00 1111 16.67
28 D. plei 1 1 1 2 1.33 0.58 33.33 43.30
29 D. plei 1 1 1 1 1.00 0.00 0.00 0.00
30 D. pler 1 1 1 1 1.00 0.00 0.00 0.00
31 D. plei 2 2 2 2 2.00 0.00 0.00 0.00
32 D. plei 3 2 3 3 2.67 0.58 16.67 21.65
33 D. plei 4 4 4 3 3.67 0.58 1212 1575
34 D. plei 5 5 5 5 5.00 0.00 0.00 0.00
35 D. plei 6 6 5 6 5.67 0.58 7.84 10.19
36 D. plei 9 9 8 2] 8.67 0.58 513 6.66
37 D. plei 10 9 9 9 9.00 0.00 0.00 0.00
38 D. plei 10 9 9 9 9.00 0.00 0.00 0.00
39 D. plei 10 10 8 9 9.00 1.00 7.41 11.11
40 D. plei 10 9 8 8 8.33 0.58 5.33 6.93
41 D. plei 1" k| 12 10 11.00 1.00 6.06 9.09
42 D. plei 13 13 13 12 13.00 0.00 0.00 0.00
43 D. plei 13 13 1" 13 1233 115 7.21 9.36
et D. plei 13 15 13 14 14.00 1.00 4.76 7.14
45 D. plei 14 16 14 14 14.67 1.15 6.06 7.87
46 D. plei 16 15 17 16 16.00 1.00 4.17 6.25
Mean 7.22 9.65
22 D. sanpaulensis 2 2 1 2 1.67 0.58 26.67 34.64
23 D. sanpaulensis 3 3 2 3 2.67 0.58 16.67 21,65
24 D. sanpaulensis 4 4 3 3 3.33 0.58 13.33 17.32
27 D. sanpaulensis 7 5 6 6 5.67 0.58 7.84 10.19
Mean 16.13 20.95

IN: Individual Number: SD: Standard Deviation; APE: Average Percentage Error; CV: Coefficient Of Variation.

The regression analysis between average
increment numbers and days post-marking explained
99,0% of the variation obtained for D. sanpaulensis
and 98.0% for D. plei. The slopes were 0.82 and
1.01, respectively. Figure 3 shows the relationship
between the average increment number and days
after marking. The t-test applied to the data showed
that the number of rings is not statistically different
from the number of days (p>0.05), for both spe-
cies.

DISCUSSION

Trap nets worked better for sampling when
compared to those where zangarilhos were used.
The first caused considerably less stress and skin
injuries to the animals. Moreover, since the trap nets
are always located in areas sheltered from the
open sea, the navigation conditions to and from
these places are much calmer, making collection
and transportation of animals less detrimental. The
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Figure3. Relationship between the average number of increments
of Doryteuthis sanpaulensis (on top) and D. plei (at
bottom) and the days elapsing after CTC marking.
Experiments conducted on the Southeastern coast of
Brazil between Qctober 2004 and February 2005.

use of small 2-liter buckets also appeared to be
better than hand lift-nets in pulling the animals
out of the sea, as they caused less damage to the
skin of the squid. In general, the transportation
protocol employed, including a large water volume
in the tank, with continuous oxygen supply and
temperature decreased by 2-3°C, helped to keep
the squid alive and in good condition until their
arrival at the laboratory.

The experiments conducted to validate ring
growth of D. sanpaulensis and D. plei support the
hypothesis that 1 increment is equivalent to 1 day,
corroborating the previous study by Jackson &
Forsythe (2002), for D. plei. However, the small
number of animals used in the experiments should
be taken into consideration. According to Lipinski
(1986), studies to validate squid rings generally
involve a small number of animals and in all
successful studies, fewer than 300 individuals were
analyzed (Jackson, 2004).

Doryteuthis Plei and D. Sanpaulensis Statolith Validation | 19

The CV and APE indices show the precision
of the results as regards the increment deposition
after the CTC mark, as found for D. plei, by Jackson
& Forsythe (2002).

The majority of deaths that took place
during this study occurred due to injuries. at the
tip of the caudal fin produced by blows, similar to
the findings of Nakamura & Sakurai (1991) and
Lipinski (1985) who noted that some animals could
resist such injuries for up to 3 weeks.

According to Jackson & Moltschaniwskyj
(2001), the squid feeding rate did not influence the
frequency of ring deposition in S. lessoniana but the
ingestion of larger amounts of food cause wider ring
deposition. Adult squid are voracious predators and
their hunter instinct is stimulated by the movement
and visibility of their prey (Budelmann, 1996). For
this reason, it is very difficult to feed these animals
with dead fish. Lipinski (1985) was also unsuccessful
in trying to feed Alloteuthis subulata with pieces of
fish, the maintenance of this species depending on
the constant supply of living prey. In the current
experiment, D. sanpaulensis and D. plei adapted
relatively well to a constant diet of dead fish, but we
believe that the results would be better using live
prey.

The CTC marks were particularly:-evident,
showing that this substance was well incorporated
into the statoliths, allowing us to analyze the
deposited rings after its administration, as well as
growth differences among parts of the structure; these
differences were also observed by Lipinski (1986) and
Nakamura & Sakurai (1991).

Although the behavior of the species was not
the subject of this study, some relevant observations
should be borne in mind when conducting future
studies. It was observed that a large male and a
mature female copulated (crown arms against crown
arms), and four spawned balloon shaped capsules
(two minors with 1.37cm and 1.67cm and two larger
with 2.24cm and 2.65cm) were found in the bottom
of the tank. Lipinski (1985) noted “buccal crown to
buccal crown” copulation a few days before the
appearance of encapsulated eggs in the substrate,
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at 20-40mm. According to this author, although the
deposition of eggs could be interpreted as stress due
to unfavorable conditions, active feeding and mating
suggest relatively good loliginid adaptation to aguaria.
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Biologia de Tetranychus mexicanus (McGregor) (Acari: Tetranychidae) em
folhas de Pupunha (Bactris gasipaes Kunth)

Life-history of the Tetranychus mexicanus (McGregor) (Acari: Tetranychidae) on leaves of

the Pupunha or Peach-palm (Bactris gasipaes Kunth)

César Pagotto Stein’
Nubia Dadlio’

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a biologia do &caro Tetranychus mexicanus
(McGregor) criado em foliolos de Bactris gasipaes Kunth (pupunha). O ensaio foi
conduzido em condicées de laboratério com temperatura variando entre 25°C +
19C, umidade relativa entre 60,0% =+ 10,0% e fotofase de 14h. O periodo decorrido '
de ovo a adulto foi de 13,0 dias para machos e de 13,6 dias para fémeas, com
sobrevivéncia de 59,3%. A proporgao sexual foi de aproximadamente 4,7 fémeas

para cada macho. Depois de um periodo de pré-oviposicdo de 2,0 dias, as fémeas
passaram por um periodo médio de oviposicao de 12,1 dias, com nimero médio

de ovos por fémea por dia de 0,82. A longevidade foi de 7,1 dias para machos e

16,7 dias para fémeas. A razao intrinseca de aumento (r ) foi de 0,06, a razdo

finita de aumento (&) de 1,06 individuos por fémea por dia, o tempo médio de uma
geracao (T) de 21,6 dias e a taxa liquida de reproducao (Ro) de 3,7. .

Palavras-chave: Acaro. Arecaceae. Tabela de vida de fertilidade. Tetraniquideo.

ABSTRACT

The objective of the work was to evaluate the biology of the mite called
Tetranychus mexicanus (McGregor), reared on leaflets of Bactris gasipaes Kunth
(peach-palm). The test was carried out under laboratory conditions at a

! Instituto Agronomico de Campinas, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Fitossanidade, Entomologia. Av. Barao de ltapura,
1481, Botafogo, 13012-970, Campinas, SP, Brasil. Correspondéncia para/Correspondence to: C.P. STEIN. E-mail: <cesarstein@iac.sp.gov.br>.
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temperature of 25°C = 1°C, relative humidity of 60,0% = 10,0% and photophase
of 14 hours. The period of development from egg to adult was 13 days for males
and 13.6 days for females, with a survival rate of 59.3%. The sex ratio was approx.
4.7 females per male. After a pre-oviposition period of 2 days, the females
underwent a period of oviposition, on average, of 12.1 days, with 0.82 eggs per
female per day. Longevity was 7.1 days for males and 16.7 days for females. The
intrinsic rate of increase (r_) was 0.06, the finite rate of increase (3) 1.06 individuals
per female per day, the mean generation time (T) 21.6 days and net reproductive

rate (Ro) 3.7.

Key words: Mite. Arecaceae. Life-fertility table. Tetranychidae.

INTRODUGCAO

As pesquisas com a Bactris gasipaes Kunth,
pupunha (Arecaceae), visando a producao de
palmito, tiveram inicio na década de 1960 impul-
sionadas pela crescente necessidade de substituicao
a exploragao comercial de palmitos das populacoes
silvestres. No Brasil, os estudos se iniciaram na década
de 1970 e cresceram rapidamente em decorréncia
da expansao dessa cultura pelo pais (Clement & Bovi,
2000). Entre os problemas fitossanitérios que podem
ocorrer com essa cultura, esta o ataque de acaros
fitofagos.

Os primeiros relatos de Tetranychus mexicanus
(McGregor) ocorreram nos Estados Unidos da
Ameérica (Texas), México e Argentina, tendo sempre
as plantas citricas como hospedeiras (Flechtmann &
Baker, 1970). Presente em 13 paises, todos do
Continente Americano, e tendo como hospedeiras
90 espécies vegetais, esse acaro foi observado
apenas em B. gasipaes e Cocos nucifera L. (cogueiro)
dentre as espécies que compoem a familia Are-
caceae (Bolland et al,, 1998).

Na Venezuela, é considerado, nos programas
de manejo, como praga potencial de Citrus /atifolia
Tanaka (limao Tahiti) (Quiros-Gonzales, 2000) e, uma
praga séria de Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.
(maracujazeiro) nos periodos de baixa precipitagao
pluvial (Dominguez-Gil & McPheron, 1992). No
Brasil, além de causar prejuizos em maracujazeiros
nos periodos de estiagem (Leite de Oliveira, 1987),
esse acaro também pode prejudicar plantios de

Theobroma cacao L. (cacaueiro) em viveiros de
mudas, casas-de-vegetacdo e cacauais adultos
menos sombreados (Nakayama et al, 1987). No
Brasil, o T. mexicanus foi ohservado em inimeros
hospedeiros, notadamente nas frutiferas
(Flechtmann, 1967; Paschoal, 1968b), porém so-
mente no cogueiro entre as Arecaceas (Moraes &
Flechtmann, 2008). Relatos de 7. mexicanus em
folhas de B. gasipaes no Brasil foram feitos por Stein
& Dadlio (2004) que coletaram esse acaro em julho
de 2003, no Centro Experimental Central do Instituto
Agronémico, Campinas, SP e por Vasconcelos & Silva
(2011) na regido de Manaus, AM.

Dados sobre a biologia de T mexicanus sao
escassos. Paschoal (1968a) apresenta algumas
observacoes sobre seu ciclo de desenvolvimento em
laboratorio, sobre folhas de Citrus aurantifolia
(Christm.) (limao galego) e temperatura variando de
19 a 25°C. Recentemente, Sousa et al. (2010)
desenvolveram trabalhos sobre a biologia desse acaro,
também em condicdes controladas, utilizando como
hospedeiras trés espécies de Annonaceae. O trabalho
forneceu, além de informaces sobre as diferentes
fases do ciclo de vida do acaro, alguns parametros
para o seu desenvolvimento populacional atraves da
tabela de vida de fertilidade.

Considerando a expansao da cultura de B.
gasipaes, o potencial de danos de T. mexicanus sobre
essa hospedeira (Couturier et al.,, 1996; Vasconcelos
& Silva, 2011) e a escassez de informagdes sobre
sua biologia, propds-se estudar a biologia desse
4caro e determinar os parametros de sua tabela de
vida de fertilidade, tendo a pupunha como seu
substrato alimentar.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de
Entomologia do Centro de Pesquisa e Desen-
volvimento de Fitossanidade do Instituto Agro-
ndmico, Campinas (SP), em sala climatizada, com
temperatura variando de 25°C + 1°C, umidade
relativa de 60% + 10% e fotoperiodo de 14 horas.
Inicialmente, estabeleceu-se uma criacdo estoque
de T mexicanus em folhas de pupunha. Para isso,
em placas de Petri (15,0cm de didmetro) forradas
com espuma sintética, foram acomodados trés
pedacos retangulares (10,0 x 2,0cm) de foliolos de
pupunha com a face adaxial para baixo e os bordos
recobertos de algodao hidréfilo. A espuma e o
algodao foram conservados umidos, pela adicdo de
agua destilada, para manter a turgescéncia do foliolo
e evitar a fuga dos 4caros. As placas de Petri per-
maneceram abertas. Sobre cada pedaco de foliolo
foram colocadas 15 fémeas para postura e inicio de
novas colénias, segundo método adaptado de Reis
et al. (1997).

Para o estudo da biologia foram montadas
quinze placas de Petri semelhantes as utilizadas na
criacdo estoque. Entretanto, sobre os trés pedacos
de foliolos foram colocadas tiras estreitas de algodao
umedecido, dispostas transversalmente ao limbo
foliar, dividindo-os em 10 arenas de aproxima-
damente 2,5cm? por placa. Em cada arena, com
auxilio de um microscdpio estereoscépico e pincel
com poucos pelos, uma Unica fémea foi colocada
para a obtencéo de ovos. Apés 24 horas, as fémeas
que realizaram postura foram retiradas, juntamente
com os ovos excedentes, deixando-se apenas um
por arena. A partir dai, foram realizadas duas
observacdes didrias, as 7h e as 17h, para o acom-
panhamento dos diferentes periodos e viabilidades
dos estagios imaturos. Apos atingirem a fase adulta,
os acaros foram observados apenas uma vez ao dia,
pela manha, para a contagem e retirada dos ovos,
até sua morte. Acaros perdidos por acidente ou fuga,
nao tiveram os dados considerados para efeito de
célculos.

As variaveis observadas foram: periodo de
incubacao e viabilidade de ovos, duracdo e viabi-
lidades dos diferentes estagios imaturos e do ciclo
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de ovo a adulto, razao sexual, periodo de pré-
oviposicao e de oviposicao, nimero médio de ovos
por fémea, média diaria de ovos por fémea e
longevidade de machos e fémeas.

Os parametros do ciclo de vida e razao
sexual serviram como base para elaboracao da
tabela de vida de fertilidade segundo o propesto
por Birch (1948). Foram calculados a taxa liquida
de reproducéo (R ), razao intrinseca de crescimento
(r.), tempo de desenvolvimento de uma geracdo
(T) e taxa finita de crescimento (A). O tempo necessa-
ric para a obtencao de 50% de mortalidade da
populacao (M 50%) foi obtido com o auxilio da
tabela de vida e corresponde a idade em que a
sobrevivéncia apresentou o valor mais préximo de
0,50 (Reis et al, 1998). '

RESULTADOS E DISCUSSADO

O acaro . mexicanus, criado em folhas de
pupunha, apresenta variacao na coloracdo quando
comparado com &caros criados em plantas citricas,
nos quais predominam as cores alaranjadas e
avermelhadas (Paschoal 1968a). Em populacoes
mantidas em pupunha os ovos s&o transparentes ao
serem postos e vao se tornando amarelo-escuros ao
se aproximarem da época da eclosdo das-arvas.
Durante o periodo larval, o acaro é amarelo-claro e
vai adquirindo pontuacdes pretas na regido do
podossoma. Nos periodos de protoninfa até
deutoninfa a coloracao passa de verde-claro para
verde-escuro, e surgem manchas marrons no po-
dossoma que podem atingir o opistossoma. Os
adultos sdo predominantemente esverdeados ao
emergirem e vao se tornando pardacentos & medida
gue envelhecem. Nessa fase, as manchas sdo bem
visiveis e atingem praticamente toda a regido dorso-
lateral do acaro.

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores
medios da viabilidade, a duracdo dos estagios de
desenvolvimento para cada sexo e a duracdo dos
diferentes periodos da fase adulta de 7. mexicanus
mantido em folhas de pupunha.

Os diferentes estagios da fase imatura do aca-
ro mexicano apresentaram viabilidades superiores a

Bioikos, Campinas, 26(1):23-28, jan.jun., 2012



26 | C.P Stein & N. Dadlio

85%, porém o acumulo das mortalidades nesses
diferentes estagios levou a uma reducéo de aproxi-
madamente 40% de sua populacao antes de atingi-
rem a fase adulta, de maneira semelhante aos resul-
tados observados por Sousa et al. (2010) utilizando
Annona squamosa L. como hospedeira do acaro.

As duracdes dos distintos estagios imaturos
e do periodo ovo-adulto mostraram-se
semelhantes para ambos os sexos e com valores
bem préximos dos encontrados por Sousa et al.
(2010) para A. squamosa, A. muricata L. e A.
coriaceae Mart., porém ligeiramante inferiores aos
encontrados por Paschoal (1968a) em C. auran-
tifolia para as duracdes médias dos periodos de

ovo (6,5 dias), larva (5,5 dias) e protoninfa (4,5

dias) que promoveram o alongamento do periodo
de ovo-adulto de T. mexicanus nesse hospedeiro.

Evidentes diferencas nas longevidades entre
0s sexos foram observadas, sendo a das fémeas 2,4
vezes superior a dos machos, semelhantemente ao
relatado por Paschoal (1968a). No entanto, Sousa
et al. (2010) observaram valores bem superiores,
variando de 18,9 a 24,9 dias para machos e 29,5
a 47,0 dias para fémeas, além de um periodo de
sobrevivéncia dos machos bem superior ao das
fémeas quando criados sobre diferentes espécies
de Annona.

Biologia de Tetranychus Mexicanus em pupunha

Os valores observados para o periodo de pre-
oviposicao pelos autores acima mencionados e neste
trabalho sugerem nao haver interferéncia marcante
dos hospedeiros neste parametro. Por outro lado, as
anonas utilizadas por Sousa et al. (2010) favore-
ceram o alongamento do perfodo de oviposicao (16,9
a 22,7 dias) quando comparados com os obtidos com
folhas de pupunha (12,1 dias).

A capacidade de postura de T. mexicanus
em pupunha se mostrou baixa e semelhante aguela
observada em lim&o galego por Pascoal (1968a)
quando comparadas com as posturas obtidas em
folhas de diferentes espécies de Annona (38,9 a 98,9
ovos por fémea) por Sousa et al. (2010). A diferenca
na producao de ovos pode ser resultado do efeito da
espécie hospedeira, uma vez que tal efeito também
foi observado por van de Vrie et al. (1972), quando
femeas de Tetranychus cinnabarinus (Boisduval),
Tetranychus kanzawai Kishida e Tetranychus urticae
produziram de 15 a 128 ovos por fémea e a atingiram
um maximo de postura de 42 a 204 ovos por fémea
guando foram criadas em diferentes hospedeiros.

A espécie hospedeira parece nao afetar a
razao sexual, pois entre as espécies de Annona esse
valor foi de 0,9 e em pupunha foi de 0,8.

As posturas iniciaram um dia ap6s o surgi-
mento do primeiro adulto (Figura 1) e atingiram seu

Tabela 1. Viebilidade (%) e duracdo (média + EP) dos estagios de desenvolvimento para cada sexc e duracao dos diferentes periodos da fase
adulta do acaro, nimero total de ovos por fémea, numero médio de ovos por fémea por dia e razdo sexual de Tetranychus mexicanus
criado em folhas de Bactris gasipaes. Temp.: 25°C+1°C; UR 60%+10% e fotofase: 14 horas.

Parametros Viabilidade Duracao (dias)
Macho Fémeas

Biologicos n % n M DpP n M DP
Ovo 135 91,8 14 5.1 0,13 66 5,2 0,04
Larva 115 89,5 14 24 0,12 66 2,6 0,80
Protoninfa 108 92,8 14 2,4 0,14 66 29 0,13
Deutoninfa 94 85,1 13 3,2 0,70 66 3,0 0,09
Ovo-adulto 80 59,2 13 13,0 0,25 66 13,6 (0P
Longevidade - 13 71 1,08 62 16,7 091
Pré-oviposicao - - £ 62 2,0 0,10
Oviposicao - = - - - 62 1251 0,93
Numero total de ovos/fémea n M DP

62 9,5 0,66 - - - -
Numero médio de ovos/fémea/dia 62 0,8 0,25 = -
Razao Sexual 135 0,8 - -

n: Numero de individuos observados; M: Média; DP: Desvio-Padrao; UR: Umidade Relativa.
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pico de 1,08 ovos/fémea/dia no segundo dia do inicio
da fase adulta do acaro. Apesar do periodo de
oviposicao se estender por 43 dias, a partir do 322
dia uma Unica fémea sobrevivente foi responsavel
pela postura de um Unico ovo nos 362, 372, 38° e 432
dias acarretando picos de 1,0 ovo/fémea/dia. O
crescimento da populacdo depende da idade com
que as fémeas iniciam as posturas e da intensidade
com que essas posturas acontecem. Nesse caso,
com a pupunha, fémeas de T mexicanus iniciaram as
posturas pouco tempo apds a emergéncia dos
adultos, porém o fizeram com pouca intensidade e
com um numero reduzido de fémeas, pois somente
metade da populacdo se encontrava viva aos 20,5
dias do ciclo de vida dos acaros (M 50%),
correspondendo ao 79 dia apés o inicio da fase adulta
e apenas 1,6 dias antes do tempo médio para
desenvolvimento de uma geracio (T).

Os parametros bioldgicos da tabela de vida
de fertilidade sao apresentados na Tabela 2. Nela
se observa que o tempo necessario para o desen-

12
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0,6

0.4

NUmero meédio de ovos/fémeardia

0,2
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volvimento de uma geracdo (T = 21,6 dias) foi
proximo dos observados por Souza et al. (2010)
para a mesma especie de acaro em A. muricala e
A. squamosa e pouco superior ao observado em
A. coriaceae,

Os parametros relacionados ao aumento
populacional Ro (3,7); r_(0,06) e A (1,06) observados
em pupunha foram menores que aqueles
encontrados por Sousa et al. (2010), para T.
mexicanus em anondceas. Esses mesmos autores
consideraram suas observacoes semelhantes aquelas
encontradas para outras espécies de acaros pragas
com elevados potenciais bidticos. A menor razio
intrinseca de aumento observada em pupunha em
relacao as anonéaceas pode estar relacionada ao
efeito do hospedeiro, como sugeriu Teodoro & Reis
(2006) para Brevipalpus phoenicis (Geijskes) criados
em citros e cafeeiro. A baixa razdo intrinseca de
crescimento contribuiu para a ocorréncia de uma
taxa liquida de reproducao (Ro) de apenas 3,7, valor
que representa a taxa de crescimento da populacdo
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Figura 1. Ritmo de postura e sobrevivéncia de fémeas de Tetranychus mexicanus em folhas de pupunha. M 50% - mortalidade de 50% da
populacao correspondente ao 20,5 dia de desenvolvimento da populacdo ou ao 7%dia apds a primeira postura. Temperatura: 24°

a 26°C, 60 a 80% e Fotofase de 14 horas.
Nota: UR: Umidade Relativa.
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Tabela 2. Parametros da tabela de vida de fertilidade de Tetranychus
mexicanus criado em folhas de Bactris gasipaes. Temp.:
25°C+1°C; UR 60%=10% e fotofase: 14 horas.

Parametro Valores
il 21,60

R, 3,70

Mo 0,06
1,06

Temp.: Temperatura; UR: Umidade Relativa.

a cada 21,6 dias. A razdo finita de crescimento (A)
de 1,06 indicou que a populacdo cresceu a uma taxa
diaria de 6%, correspondendo a menos da metade
da taxa crescimento observada nessa espécie em
anonaceas (Sousa et al., 2010).

Os resultados dos parametros de aumento
populacional obtidos no presente estudo indicam
que T. mexicanus nao expressou alto potencial
biético quando criado sobre folhas de B. gasipaes,
sugerindo que esse acaro nao pode causar dano
econdmico & pupunha, exceto em uma situacao
de desequilibrio, com a eliminagdo de seus inimigos
naturais, principalmente de seus predadores.
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A pesca esportiva e 0 pesque-e-solte: pesquisas recentes
e recomendacdes para estudos no Brasil

Recreational fishing and catch-and-release: recent studies and

recommendations for studies carried out in Brazil

Paulo de Tarso Chaves’
Katia Meirelles Felizola Freire?

RESUMO

Este trabalho apresenta uma breve revisdo a respeito do pesque-e-solte com o
objetivo de informar sobre os principais problemas e soluches associados a essa
atividade que vém sendo discutidos nos tltimos anos, colocando o Brasil dentro
desse contexto. A liberacao do peixe é considerada uma atitude nobre, de fundo
conservacionista, levando muitos a proporem o fechamento de algumas éareas
para a pesca comercial e manutencao apenas da pesca esportiva. Parém, ha muito
ainda que se conhecer com relacdo aos efeitos de tal pratica, principalmente
porque estudos sobre a sobrevivéncia pés-soltura sao mais comuns em ambientes
continentais do que em ambientes marinhos. As pesquisas atuais concentram-se
na avaliacdo do bem-estar dos peixes liberados, na prevencdo do seu estresse ou
mortalidade e, mais recentemente, na discussao de aspectos éticos do pesque-e-
solte. Algumas praticas bem estabelecidas tém sido mostradas ineficientes; outras
devem sempre ser consideradas a depender do tipo de ambiente e da espécie. No
Brasil, o conhecimento técnico-cientifico sobre o assunto ainda é incipiente e
também concentrado em pesquisas realizadas no ambiente continental. A
utilizacdo do pesque-e-solte como medida de gestdo nao deve ser vista como
uma panacea, aplicavel a quaisquer condices. Recomenda-se uma analise de
medidas precautérias para situacbes comuns em paises em desenvolvimento ou
economias em transicao.

Palavra-chave: ttica na pesca. Injurias em peixes. Pesca amadora.
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ABSTRACT

This paper presents a brief review of catch-and-release. Its objective is to provide
information about the main problems and solutions associated with this practice
that have been discussed in recent years, and placing Brazil within this context.
Releasing fish is considered to be a noble gesture, a conservationist approach.
Based on this assumption, many have even proposed that some areas should be
closed to commercial fishing and open exclusively to recreational fishers. However,
many of the effects of this practice remain unknown, mainly if we consider that
most studies on post-release mortality have been carried out in fresh water. Current
research has focused on the assessment of the well-being of the released fish, the
prevention of stress or mortality and, more recently, on the ethical aspects of
catch-and-release. Some very well-established practices have been shown to be
inefficient: others should be used according to habitat and species. In Brazil,
technological and scientific knowledge on this subject is in its infancy and, moreover,
it is focused on studies carried out in freshwater habitats. The use of catch-and-
release as a management tool should not be seen as a panacea for all situations.
We recommend an analysis of preventive measures applied to similar conditions

A pesca esportiva e 0 pesque-e-solte

observed in developing countries or economies in transition.

Key words: Fishing ethics. Fish injuries. Recreational fishing.

INTRODUCGCAO

A soltura de peixes imediatamente apos a
captura é usual na pesca esportiva ou amadora. Nao
se sabe ao certo quando a atividade teve inicio.
Policansky (2008) considera que seja uma atividade
ta0 antiga quanto a propria pesca. De acordo com
Tufts et al. (2000), o pesque-e-solte ja vinha sendo
proposto desde 1870, mas sua efetiva utilizacao
na América do Norte, como medida de conservacao,
somente comecou a ser considerada a partir do final
da década de 40 e inicio da década de 50. Barnhart
(1989) cita que a primeira ocorréncia data de 1954,
no Great Smoky Mountains National Park, nos
Estados Unidos da América. A partir dai, muitos
paises tém promovido tal pratica. Ao longo desse
periodo, diversas mudancas foram observadas no
perfil dos pescadores esportivos e das artes de pesca
por eles utilizadas (Radonski, 2002). As motivacoes
podem ser o mero descarte de algo que nao era o
alvo; o cumprimento de normas legais sobre
tamanho, espécie ou cota; o atendimento as regras
de um torneio; ou a expectativa de, por tal ato, o
pescador colaborar com a protecéo a fauna e ao
meio-ambiente. De fato, avalia-se a liberacado do
peixe como sendo uma atitude nobre, de fundo

conservacionista. Ela & ensinada para criancas
(O'Bryant, 2011) e incentivada em programas de
difusdo leiga (Hogan, 2011).

No Brasil, a pratica € comum entre pescadores
de robalos (Centropomus spp.) e dourados (Salminus
sp.), bem como entre os de beira de praia (exem-
plares pequenos, bagres, baiacus) e oceanicos
(Istiophoridae). No pais, a legislacao ja vinculou
"Pesca Esportiva” & pratica do pesque-e-solte
(Portaria IBAMA n° 4, de 19 de marco de 2009, Art.
2°). De fato, em questiondrios associados as licencas
de pesca, cerca de 70% dos pescadores esportivos
brasileiros declaram praticar o pesque-e-solte
algumas vezes, e 20%, sempre (Freire et al., 2011).
Considerando-se que - na estimativa destes autores
- o numero de pescadores supera um milhao, tem-
-se vertiginosa incidéncia de peixes sendo suces-
sivamente capturados e soltos no mar e rios
brasileiros.

Bartholomew & Bohnsack (2005) e O'Toole
et al. (2010) oferecem duas boas compilagdes de
estudos sobre o pesque-e-solte no mundo. A primeira
ressalta as pesquisas a respeito da sobrevivéncia pos-
-soltura; a segunda registra que o maior conhe-
cimento disponivel é com relacdo ao ambiente
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continental, ndo ao marinho. Em 2011 a VI World
Recreational Fishing Conference (WRFC), realizada
em Berlim, Alemanha, trouxe a publico os dltimos
resultados de pesquisas em pafses europeus, na
America do Norte e na Australia. Os trabalhos
concentraram-se na avaliacdo do bem-estar dos
peixes liberados, no estudo de procedimentos
preventivos a sua mortalidade ou estresse, e na
inovacdo quanto a discussao de aspectos éticos
dessa pescaria.

No Brasil, o conhecimento técnico-cientifico
sobre o assunto é incipiente. Ha informacao
disponivel sobre as taxas de mortalidade p6s-
soltura para a cachara, Pseudoplatystoma fas-
ciatum (70,0%), o pintado, Pseudoplatystoma
corruscans (46,0%), e o pacu, Piaractus mesopo-
tamicus (0,0%), referentes ao Pantanal - Mato
Grosso do Sul (Capistrano-Santana et al., 2007 -
apenas reproduzidos aqui os resultados para n>20).
Também em 2007, Gorgati apresentou um trabalho
com critica contundente & pratica do pesque-e-
-solte. Recentemente, Carvalho et al. (2011) divul-
garam resultados de resposta dos peixes a solturas
havidas na pesca esportiva no Rio Negro, Ama-
zonas e Lopes (2011) noticiou, apds estudo com
tucunarés, as seguintes taxas de mortalidade pos-
soltura: Cichla temensis (7,1%), C. monoculus
(2,4%) e C orinocensis (0,0%).

O presente artigo constitui-se numa sintese
comentada dos resultados apresentados na VI WRFC,
objetivando motivar a elaboracio de projetos para
investigacao técnico-cientifica em aguas interiores e
marinhas brasileiras. Sao pesquisas que, se realizadas,
subsidiardo a legislacao brasileira e ensejarao o
delineamento de procedimentos responsaveis para
a pratica da pesca esportiva no Pais.

A abordagem ictiologica

Muitos pescadores ignoram os impactos
subletais do pesque-e-solte, avaliando que o dano
ao peixe restringe-se ao tempo de manuseio fora
d'agua e que o Unico risco é o de morte por asfixia.
Os resultados apresentados na VI WRFC expoem
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algumas das outras variaveis, tanto biolégicas
como éticas, que devem ser consideradas.

1) Barotrauma: a captura de um peixe, seja
com anzol, seja com rede ou armadilha, nao passa
inerte ao individuo. Hall et al. (2011) registraram
no siluriforme dulceaquicola Tandanus tandanus uma
reacao tanto maior quanto maior for a profundidade
de onde é retirado. Envolve exoftalmia, expulsao
de ovdcitos e danos & bexiga natatoria.

2) Tipo de isca: alguns estudos tém indicado
que 0 uso da isca viva aumenta a mortalidade dos
peixes capturados apos a soltura. Porém, de acordo
com Pope et al. (2011), as consequéncias ndo sao
diretas, assim como nao o é o efeito da temperatura.
No entanto, a sugestao da utilizacao de iscas arti-
ficiais, com vistas a diminuir a mortalidade pos-
-soltura, parece ser um denominador comum entre
0s pesquisadores que tratam do pesque-e-solte
(Cooke & Suski, 2005).

3) Efeito do anzol: tampouco a imediata
soltura do animal neutraliza os danos. No estudo de
Cline et al. (2011), nos casos em que o anzol
permanecia no interior do individuo, os niveis de
atresia ovocitaria aumentavam. Em pesquisa expe-
rimental, McGrath (2011) testou o grau de oxidacao
sofrido por anzéis com diferentes proporcdes de
niquel e aco, e com Raios-X acompanhou a trajetdria
dos mesmos no interior dos individuos. Anzéis com
maior proporgdo de niquel alcancaram maior grau
de ejecdo, resultado alvissareiro, pois nenhum dos
exemplares que ejetou 0 anzol morreu. Também o
local de fixacdo do anzol no individuo é relevante:
no estudo de Pope et a/. (2011) essa variavel faz a
chance de sobrevivéncia variar de 44 a 98%. Na
pesca recreativa na Suica, anzois com projecdes
laterais (barbelas ou farpas) sao proibidos (Hertig,
2011).

4) Condicées da dgua na soltura: muitos
creem que o animal sob estresse requererd dispo-
nibilizacao adicional de oxigénio. Todavia, segundo
experimento de Suski et al. (2011), a introducdo
suplementar de oxigénio na &gua é ineficaz, pois
sob hiperoxia outros disturbios sdo constatados.
Com efeito, Danylchuk et al. (2011) observaram que
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o tempo de manuseio pode n&o ter consequéncias tao
negativas quanto o estresse termico do retorno a
agua. Sob tais condicdes, no tubardo-limao, a
alteracdo nos niveis de lactato e potassio no sangue
foi significativa, pelo qué os autores recomendam
que se evite capturar tubarées juvenis em épocas
e locais com agua quente. Saliente-se, ainda, que
Wilde (2009) condena o processo de ventilagao
no momento da liberacdo do peixe, principalmente
se proveniente de aguas mais profundas.

5) Protocolo de liberagdo do peixe: pode-
-se questionar se € melhor retornar a 4gua um peixe
de cada vez, & medida que eles sao pescados, ou
varios exemplares simultaneamente. No predador
Esox lucius, o procedimento de soltura foi testado
por Stalhammar et a/. (2011). A liberacdo de indivi-
duos isolados levava & apatia na busca por alimento,
com consequente reducao na ingestdo. Inversamente,
na soltura em grupo, a atividade alimentar aumen-
tava, porém acrescida de comportamento agonistico
dos individuos.

A abordagem ética

Apesar dos impactos traumaticos e fisiologicos
sobre o peixe, é esperado que ele sobreviva ao
pesque-e-solte. Em estudo de longo prazo com
Micropterus salmoides nos Estados Unidos, Cline
et al. (2011) registraram recapturas de um mesmo
individuo por até 12 vezes, com intervalos entre 1
e 98 dias apds a captura imediatamente anterior.
Mesmo assim, cabe refletir sobre a legalidade e a
ética desta pratica.

Provocar dor desnecessaria em animais con-
traria a lei em muitos paises, como na Alemanha,
onde o “custo ético” é discutido por Olaussem (2011).
No Brasil, a Lei 9.605 - Crimes ambientais, artigo
32, proibe praticar ato de abuso, maus-tratos, ferir
ou mutilar animais silvestres.... Paradoxalmente, a
legislacao também estimula o pesque-e-solte, como
exemplificam (i) a Resolucdo 016/2009 da Secretaria
do Meio-Ambiente do Estado do Parana, Art. 1¢
Proibe a pesca nos meses de novembro e dezembro
das espécies.... Paragrafo Unico - Permitir-se-a neste
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periodo somente a pratica da modalidade pesque-
e-solte...; e (i) a Instrucdo Normativa n°® 49, de
27/10/05, do IBAMA, que nos rios de Mato Grosso
que compdem a Bacia do Araguaia, de 1 a 28 de
fevereiro, seré permitida apenas a pesca amadora
na modalidade pesque-e-solte. Arlinghaus et al.
(2009) recomendam que se evite a utilizacao de
abordagens centradas na dor, uma vez que nao
ha consenso sobre o fato dos peixes sentirem dor
OU nao, e que se passe a considerar indicadores
fisiologicos, comportamentais ou de condicao fisi-
ca dos peixes capturados e liberados (considerados
critérios mais objetivos).

Assim, orientacdo aos pescadores sobre
praticas responsaveis para o0 pesque-e-solte & reco-
mendada por Faria et al. (2011) e Hall et al. (2011).
De fato, no momento em que a vida selvagem tem
sido vista com crescente respeito e admiracdo, e sua
funcao como alimento vem progressivamente sen-
do substituida pela de animais de companhia,
Arlinghaus & Riepe (2011) receiam que a agressao
causada pelo anzol desperte sentimentos antipes-
cadores. Na Suica, o pesque-e-solte intencional, ou
seja, quando ndo associado a tamanho ou espécie
de captura ilegal, é proibido (Hertig, 2011). Uma
questdo controversa, pois se é permitido matar o
animal para comé-lo, por que se interditaria manté-
-lo viva?

RECOMENDACGOES

No Brasil, a lacuna de estudos é evidente.
Um guia para a pratica do pesque-e-solte
(Ceccarelli et al., 2006), documento genérico e
de aplicacdo possivel a vérias espécies, € uma
importante referéncia local. Entretanto, falta o
conhecimento de atributos quali-quantitativos, da
reacdo das espécies nativas ao trauma experi-
mentado, e do exato amparo legal para essa
pratica.

A utilizacao do pesque-e-solte como medida
de gestdo ndo deve ser vista como uma panacea,
aplicavel a quaisquer condicoes. Recomenda-se
uma analise de medidas precautdrias para situacoes
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comuns em pafses em desenvolvimento ou eco-
nomias em transicao em que a auséncia de infor-
macoes detalhadas ndo permitam uma decisao
direta. Cooke & Suski (2005) constituem uma boa
referénia para o tema.

Para a elaboracdo de um protocolo de boas
praticas, que reduzam o impacto ambiental e elevemn
0 substrato ético da pescaria no Brasil, recomendam-
-Se pesquisas sobre:

Quantificacdo dessa pratica: Velstad et al.
(2011) contabilizaram na Noruega 605 mapas de
bordo a partir de 4000 barcos. Foram ignorados os
pescadores desembarcados por, segundo os autores,
envolver alto custo e representar relativamente pouco
na captura. Nao é a realidade brasileira, onde es-
tudos com pesca recreativa ndo devem prescindir
da consulta aos pescadores de beira de praia,
provavelmente mais numerosos que os embarcados.

Tipificacdo e atributos de anzois e iscas: assim
procederam O'Toole et al. (2010) nas Bahamas,
investigando tipos de isca e de anzol, local de fixacao
no peixe e o consequente tempo de manuseio.

Avaliacdo dos efeitos letais e subletais: até o
momento, no Brasil, apenas os efeitos letais do
pesque-e-solte tém sido considerados, nao havendo
nenhuma referéncia aos subletais. Particularmen-
te, deve-se considerar o efeito da elevada tempe-
ratura da agua sobre ambos, uma vez que a maior
parte dos estudos desse tipo tém sido feitos para
espécies de aguas continentais de temperatura
inferior aguela de regiao tropical.

AGRADECIMENTO

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolagico.

REFERENCIAS

Arlinghaus, R. & Riepe, C. (2011). Do shifts in wildlife
value orientations affect the moral acceptability of
recreational fishing in post-industrialized societies? Book
of Abstracts. Proceedings of the VI World Recreational
Fishing Congress, 2011, Berlin.

A pesca esportiva e o pesque-e-solte | 33

Arlinghaus, R.; Schwab, A.; Cooke, S.J. & Cowx, |.G.
(2009). Contrasting pragmatic and suffering-centred
approaches to fish welfare in recreational angling. Journal
of Fish Biology, 75:2448-63.

Barnhart, R.A. (1989). Symposium review: catch-and-
-release fishing, a decade of experience. North American
Journal of Fish Management, 9(1):74-80.

Bartholomew, A. & Bohnsack, J.A. (2005). A review of
catch-and-release angling mortality with implications for
no-take reserves. Reviews in Fish Biology and Fisheries,
15(1-2):129-154. doi: 10.1007/511160-005-2175-1.

Capistrano-Santana, A.; Catella, A.C.; Eaton, D. &
Marques, D.K.S. (2007). Pesque-e-solte: sobrevivéncia
inicial dos peixes devolvidos ao rio no Pantanal. Anais do
XVIl Encontro Brasileiro de Ictiologia, 2007, Itajai.

Carvalho, A.; Sardelli, C.H.; Souza, M.J. & Forsberg, B.H.
(2011). Os ferimentos e o tempo de manuseio dos
tucunarés (Cichla spp.) capturados na modalidade pesque
e solte: um estudo de caso no médio rio Negro, Amazonas,
Brasil. Anars do XIX Encontro Brasileiro de ictiologia, 2011,
Manaus.

Ceccarelli, PS.; Cantelmo, O.A. & Melo, J.5.C. (20086).
Sobrevivéncia de peixes capturados na modalidade
pesgue-e-solte em viveiros de pesca. Boletim Técnico do
CEPTA, 18:19-28.

Cline, T; Kitchell, J.; Weidel, B. & Hodgson, J. (2011).
Growth response to catch-and-release angling in wild
largemouth bass (Micropterus salmoides). Proceedings of
the VI World Recreational Fishing Congress, 2011, Berlin.

Cooke, S.J. & Suski, C.D. (2005). Do we need species-
specific guidelines for catch-and-release recreational
angling to efectively conserve diverse fishery resources?
Biodiversity Conservation, 14:1195-209. N

Danylchuk, A.; Cooke, S.; Mandelman, J. & Suski, C. (2011).
Effects of catch-and-release angling on the physiology and
behaviour of juvenile lemon shark (Negaprion bevirostris)
in The Bahamas. Proceedings of the i World Recreational
Fishing Congress, 2011, Berlin.

Faria, F.; Sutton, S.; Simpfendorfer, C_; Tobin, R. & Awruch,
C. (2011). Effects of recreational fishing on sharks in the
Great Barrier Reef Marine Park. Proceedings of the VI
World Recreational Fishing Congress, 2011, Berlin.

Freire, K.; Machado, M.L.- & Crepaldi, D. (2011).
Recreational fishery in Brazil. Proceedings of the VI World
Recreational Fishing Congress; 2011, Berlin.

Gorgati, E.C.A.S. (2007). Pesca esportiva: crueldade
consentida e a glamourizacdo do lazer na Terra da Gente.
Dissertacao em Desenvolvimento Regional e Meio
Ambiente, Centro Universitario de Araraquara.

Hall, K.; Broadhurst, M.; Butcher, P. & Rowland, S. (2011).
Sublethal effects of angling and release on two Australian
native freshwater fish. Proceedings of the VI World
Recreational Fishing Congress, 2011, Berlin.

Bioikos, Campinas, 26(1):29-34, jan.jun., 2012



34 | PT. Chaves & K.M.F. Freire

Hertig, A. (2011). The struggle of Swiss anglers with the
new animal protection law: a juristic overkill? Proceedings
of the VI World Recreational Fishing Congress, 2011, Berlin.

Hogan, Z. (2011). The intersection of recreational fisheries
and the world’s freshwater megafish: coexistence,
conservation or extinction? Proceedings of the VI World
Recreational Fishing Congress, 2011, Berlin.

Lopes, K. (2011). Analise preliminar da taxa de
mortalidade em tucunarés Cichla spp. (Teleostei: Cichlidag)
submetidos ao sistema pesque-e-solte na Reserva de
Desenvolvimento Sustentdvel Amana (RDSA). Anais do
XIX Encontro Brasileiro de Ictiologia, 2011, Manaus.

McGrath, S. (2011). The fate of mulloway (Argyrosomus
japonicus) after ingesting conventional and modified
stainless- and carbon-steel hooks. Proceedings of the VI
World Recreational Fishing Congress, 2011, Berlin.

O'Bryant, R. (2011). Teach a child to fish. Proceedings of
the VI World Recreational Fishing Congress, 2011, Berlin.

O'Toole, A.C.; Danylchuk, A.J.; Suski, C.D. & Cooke, 5.J.
(2010). Consequences of catch-and-release angling on
the physiological status, injury, and immediate mortality
of great barracuda (Sphyraena barracuda) in The Bahamas.
|CES Journal of Marine Science, 67(8):1667-75. doi:
10.1093/icesjms/fsq090.

Olaussem, J. 0. (2011). Catch and release: Economics
trumps biology trumps ethics? Proceedings of the VI
World Recreational Fishing Congress, 2011, Berlin.

Policansky, D. (2008). Trends and developments in catch-
release. In: Aas O. (Ed.). Global challenges in recreational
fisheries. Oxford: Blackwell Publishing.

Pope, K.; Martin, D. & Wilde, G. (2011). Angler choice of
terminal tackle and water depth. Proceedings of the VI
World Recreational Fishing Congress, 2011, Berlin.

A pesca esportiva e o pesque-e-solte

Radonski, G.C. (2002). History and application of catch--
and-release fishing: the good, the bad, and the ugly. In:
Lucy, S.A. & Studholme, A.L. (Ed.). Catch and refease in
marine recreational fisheries. American Fisheries Society
Symposium, 2002, Bethesda.

Stalnammar, M.; Linderfalk, R.; Bronmark, C.; Arlinghaus,
R. & Anderes-Nilsson, P. (2011). Short-term effects of
catch-and-release angling on pike (Esox /ucius) behaviour.
Proceedings of the VI World Recreational Fishing Congress,
2011, Berlin.

Suski, C.; Shultz, A.; Murchie, K; Griffith, C.; Cooke, S.;
Danylchuk, A. & Goldberg, T. (2011). Impacts of dissolve
oxygen on the behaviour and physiology of bonefish:
implications of live-release angling tournaments.
Proceedings of the VI World Recreational Fishing
Congress, 2011, Berlin.

Tufts, B.L.; Davidson, K. & Bielak, A.T. (2000). Biological
implications of “catch and release” angling of Atlantic
Salmon. In; Whoriskey Jr., FG. & Whelan, K.E. (Ed.).
Managing Wild Atlantic Salmon: new challenges - new
techniques. Proceedings of the 5% International Atlantic
Salmon Symposium, 1997, Ireland. p.195-227.

Valstad, J.H.; Korsbrekke, K.; Nedreaas, K.H.; Nilsen, M.;
Nilsson, G.N.; Pennington, M. et al. (2011). Probability-
based surveying using self-sampling to estimate catch
and effort in Norway's coastal tourist fishery. ICES Journal
of Marine Science, 68(8):1785-91.

Wilde, G.R. (2009). Does venting promote survival of
released fish? Fisheries, 34(1):20-28.

Recebido em: 7/10/2011
Versdo final reapresentada em: 16/2/2012
Aprovado em: 28/3/2012

Bioikos, Campinas, 26(1):29-34, jan/jun., 2012



ARTIGO | ARTICLE

Atividade alimentar do pacu Piaractus mesopotamicus Holmberg (1887)
criados em tanques rede

Feeding activity of the pacu Piaractus mesopotamicus Holmberg (1887)

reared in fish cages

Fabricio José Ferreira®
Carlos Alberto da Silva?

RESUMO

O pacu é um dos peixes brasileiros de maior importancia comercial na pesca e na
aquicultura, o interesse em conhecer o comportamento fisiolégico dessa espécie
fundamenta-se no contexto de que o pacu é uma espécie de clima tropical, gque
se alimenta preferencialmente de frutas, apresentando padrées nutricionais s
especificos, além de uma grande capacidade para armazenar gordura. Foi estudado,
dentro de um periodo de 24 horas, o comportamento alimentar do pacu criado
em tanque rede. As coletas ocorreram a cada 4 horas, nesse periodo 6 peixes
foram mortos e amostras de sangue foram coletadas para avaliacio do perfil
lipidico e glicémico. A seguir, amostras do figado e musculos foram coletadas e
direcionadas para avaliacao das reservas glicogénicas, através de métodos de uso
laboratorial. Para a anlise estatistica foi aplicado o teste de normalidade Shapiro-
Wilk, seguido do pds-teste de Tukey (p<0,05). Os resultados mostraram que as
reservas glicogénicas hepéticas e musculares foram significativamente diferentes
dentro do periodo de coleta apresentando maiores valores na transicio da manha
para a tarde e subsequente decaimento ao transcorrer da tarde para a noite. Com
relacao a glicemia, foi observada elevacao na interface da tarde para a noite. De
forma antagénica, o perfil lipidico mostrou dinadmica inversa, apresentando
elevacdo na transicdo da tarde para a noite e reducdo no periodo matutino. Os
resultados mostram perfis diferenciados na mobilizagdo das reservas energéticas
variando de acordo com o periodo do dia/noite, e decorrendo das particularidades
metabdlicas do pacu na interacdo com o meio ambiente e disponibilidade de
alimento.

Palavras-chave: Metabolismo. Pacu. Piscicultura. Reserva de glicogénio.
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ABSTRACT

The pacu is one of the most important Brazilian fish for commerce and aquaculture.
Interest in the physiclogical behavior of this species is based on the context that
the pacu is a tropical species, which has a preference for fruit and presents specific
nutritional patterns as well as having a large capacity to store fat. Over a period
of 24 hours, the feeding behavior was studied of pacu reared in fish cages. Catches
were performed every 4 hours; 6 fish were sacrificed and blood samples were
collected to determine the lipid and blood glucose plasma concentration. Then the
liver and muscle samples were collected and used to evaluate the glycogen reserves,
using laboratory methods. For the purposes of statistical analysis, the Shapiro-
Wilk normality test was carried out, followed by the Tukey post-test (p<0.05). The
results showed that the liver and muscle glycogen reserves were significantly
different during the period of analysis, showing higher values in the transition from
morning to afternoon and a subsequent decline from afternoon to nighttime. With
regard to blood glucose, elevated levels were observed at the passage from
afternoon to nighttime. On the other hand, the lipid profile showed inverse
dynamics, presenting with an increase in the period of transition from afternoon
to night and a decrease during the morning period. The results show different
profiles in the mobilization of energy reserves, varying according to time of day/
night, and resulting from the metabolic peculiarities of the pacu in its interaction

Atividade alimentar do pacu em tanque rede

with the environment and availability of food.

Key words: Metabolism. Pacu. Fish farming. Glycogen reserves.

INTRODUCAO

Os peixes ocupam nichos ecolégicos extre-
mamente diversificados e possuem habitos ali-
mentares definitivamente diferenciados, tais como
0s peixes serrasalmineos (pacu e tambagui - fru-
givoros), os salmonideos e os esturjdes (carnivoros)
que sofrem, igualmente, longos periodo de privacao
alimentar durante o seu ciclo de vida normal. A
possibilidade de estudar tais extremos, ecologico e
metabdlico, é de longa data, conhecida como o fator
responsavel pela selecdo dos peixes (Mommsen &
Plisetskaya, 1991).

Na piscicultura a alimentacdo adequada do
plantel proporciona o bom desenvolvimento das
espécies, além de um expressivo ganho na producao,
no entanto, existe um alto grau de desconhecimento
das caracteristicas ecofisiologicas de algumas espé-
cies dificultando a exploracao de resultados obtidos
em ensaios experimentais. Esta dificuldade muitas
vezes esta baseada na propria condicdo geografica
ocupada pelos paises tropicais, como o Brasil, devido

a grande diversidade de disponibilidade de ali-
mentacao (Souza et al., 2003).

Para se ter éxito na producao de peixes, com
bom desenvolvimento e rentabilidade no cultivo, é
necessario um fornecimento adequado na quantidade
e qualidade das dietas (Carneiro et al., 1994).

O estado nutricional de um organismo esta
intimamente relacionados a taxa metabdlica, condi-
cdo que determina se o animal esta em processo
fisioldgico de manutencao, catabolismo ou anabo-
lismo (Souza, 1994). No que se refere as respostas
metabdlicas, desencadeadas por diferentes espécies
de peixe, frente a flutuacdo na disponibilidade de
alimentos, o padrao mastra-se extremamente va-
ridvel, uma vez que, em situacdes de baixa dispo-
nibilidade sdo ativadas reacdes sequenciais promo-
vendo a mobilizacao de suas reservas acumuladas.
Por outro lado, quando eleva-se a disponibilidade
de substratos metabolizaveis os sistemas formadores
de reserva sao ativados.

O pacu Piaractus mesopotamicus Holmberg,
1887 e o tambaqui Colossoma macropomum Cuvier,
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1818, peixes da sub-familia Serrasalminae, estio
entre os teledsteos mais difundidos na Piscicultura
da América do Sul (Saint Paul, 1986; Cyrino et al.,
2004). Esses animais necessitam armazenar subs-
tratos energéticos para manutencao de grandes
migracoes, e tém despertado o interesse de cientistas
dedicados aos estudos de estratégias metabdlicas
(Jomori et al., 2005).

No ambiente natural, o ciclo de vida dos
serrasalmineos est4 estreitamente correlacionado
com periodos de intensa ingestao de carboidratos.
Durante a estacdo chuvosa eles permanecem nas
zonas de inundacao onde se alimentam intensi-
vamente de frutas, sementes e castanhas e durante
a estacao seca, permanecem confinados no leito do
rio, com reduzida disponibilidade alimentar. Por isso,
0 pacu, Piaractus mesopotamicus, apresenta-se como
um interessante modelo para o estudo da utilizaco
de carboidrato na dieta e avaliacdo de seu metabo-
lismo, considerando que a dieta natural da espécie
inclui sementes e frutos, ricos neste nutriente (Men-
ton, 1989).

A identificacdo dos sistemas reguladores do
metabolismo, para espécies com grande habilidade
para utilizar dietas ricas em carboidratos como fonte
de energia e alta tolerancia & glicose, sao de grande
importancia para o conhecimento da atividade
biolégica (Figueiredo-Garutti et al., 2002). O pacu é
um dos representantes dos Ostariophysi que estao
entre os peixes de maior valor comercial, na pesca e
na psicultura brasileira. Entretanto, muito pouco tem
sido publicado a respeito das inter-relacdes fisioldgicas
entre a espécie e o meio ambiente. Assim, conhecer
as variacoes circadianas no manuseio de substratos
metabolizaveis se preenche de suma importancia
para a manutencao e estratégia de tratamento do
plantel.

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil da
atividade alimentar num ciclo de 24 horas do pacu
(Piaractus mesopotamicus), criado em tanque rede,
no intuito de contribuir para o conhecimento do
comportamento da espécie e fornecer subsidios para
uma futura geracdo de tecnologias relacionadas ao
manejo em sistemas de piscicultura intensiva.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados Pacu (Piaractus mesopo-
tamicus) coletados no centro de Piscicultura lo-
calizado no estado de Sao Paulo (latitude
23°52'46" Sul e longitude 44°26'33" Qeste).
Foram realizadas coletas durante os meses de
setembro, outubro e novembro de 2008. Os peixes
foram mantidos em tanque rede com 8m? sendo
este povoado com 50 animais submetidos a ciclo
de alimentacdo com dieta contendo 35% de
proteina bruta oferecida no periodo da manha (7h).
Em cada periodo foram coletados 6 peixes
sequencialmente a cada 4 horas (8,12,16,20,24,4
horas). Para amostragem, os animais foram rapi-
damente retirados do tanque com auxilio de uma
rede e colocados em um recipiente contendo euge-
nol (0,04ml/L de agua) cuja inducdo da anestesia
ocorre entre 1 a 5 minutos ndo sendo necessario
0 uso de luvas. Apés parada de movimentacao
espontanea amostras de sangue coletadas da arté-
ria caudal foram centrifugadas e o plasma isolado
para avaliacao da concentragdo plasmatica de
glicose, triacilglicerol e acidos graxos livres, atra-
ves de kit de aplicacao laboratorial. Para euta-
nasia, utilizou-se dose elevada de anestésico. A
sequir amostras do figado e de musculos branco
e vermelho (linha mediana dos animais) foram
direcionados para avaliacao do contetdo de glico-
génio atraves do método do fenol sulfurico
segundo Siu et al. (1970). Os valores estao
expressos como médias e error padrao epm, n=24.
Para a analise estatistica, foi aplicado o teste de
normalidade Shapiro-Wilk, seguido do pds-teste
de Tukey (p<0,05). Os experimentos foram
realizados conforme orientacdes de Etica na
Experimentacao Animal (Andersen et al., 2004).

RESULTADOS

Inicialmente foram avaliadas as alteracoes
fisico-quimicas da dgua onde os animais estavam
alocados tendo como eixo de andlise a lamina da
agua e a regido mais profunda do tanque, onde foi
verificada estabilidade nos parametros avaliados,
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uma vez que, nao foi observada diferenca no pH,
na temperatura e nem no teor de oxigénio
dissolvido. Cabe ressaltar que o tanque rede
atingia a profundidade de 8m, permitindo o livre
fluxo de deslocamento dos animais. A seguir,
passou-se a avaliar as condi¢bes metereologicas
no periodo das coletas sendo constatado um
padrao de homogeneidade dos parametros, nao
apresentando valores estatisticamente diferentes
como indicado na Tabela 1.

Dentro da proposta em tela, foi avaliada a
partir do perfil de 24 horas, a dinamica do peixe em
armazenar glicogénio no tecido hepéatico. Assim, esta
avaliacdo realizada no periodo matutino, as 8h,
mostrou reservas 120,0% maiores se comparadas
3s observadas as 4 horas. No mesmo contexto, as
amostras coletadas no perfodo vespertino, as 12h,
apresentaram-se 6,0% maiores do que a amostra
anterior. Por outro lado, as amostras coletadas as
16h diferenciaram-se das avaliacdes anteriores, uma
vez que, foi observada uma reducao de 32,0% nas
reservas. Este padrao de reducdo das reservas foi
replicado na analise das amostras coletadas no
periodo noturno, subsequentes as 20, 24 e 4h, nos
quais as reservas apresentaram-se reduzidas em
28.0%, 8,0% e 7,5%, respectivamente (Figura 1).

Uma vez que, as caracteristicas fisiologicas
da espécie estao ligadas a movimentagao continua
do animal no tanque em busca de alimento, a
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avaliacdo das reservas glicogénicas musculares,
se reveste de fundamental importancia. Nesse
contexto, foram avaliadas as reservas do musculo
branco, o qual mostrou um comportamento de
distribuicdo de forma homogénea, assim, esse
musculo exibiu o seguinte perfil, a saber: entre as
4h e 8h as reservas foram elevadas em 60%; entre
as 8h e 12h houve elevacdo de 25%, por sua vez,
as amostras coletadas as 16h apresentaram
reducdo de 10%; as 20h a reducao atingiu 16%;
as 24h a reducdo continuou a progredir chegando
a 13% e por fim as 4h as reservas foram ainda
mais reduzidas atingindo valores 30% menores
(Figura 2).

Uma caracteristica peculiar dos peixes se re-
fere & presenca de musculo vermelho na linha lateral,
fato sugestivo para a avaliacdo do comportamento
das reservas glicogénicas nesta tipagem de fibra.
Assim, ao avaliar o contetdo de glicogénico, ve-
rificou-se que o musculo vermelho se comporta
diferentemente do musculo branco, uma vez que,
as 8h o nivel de glocogénio apresentou-se elevado
em 87,5% se comparado com o apresentado as 4h.
No entanto, a partir dai, foi observada reducao nas
reservas atingindo 12,0%, 18,0%, 12,0%, 8,0% e
13,0%, respectivamente as 12h,16h, 20h, 24h e 4h
como pode ser observado na Figura 3.

Com relacdo a anélise do perfil bioguimico
iniciou-se pela avaliacdo da concentracao

Tabela 1. Caracteristicas ambientais no periodo da coleta. Os valores representam as médias = epm, n=6. Sdo Paulo (SP), 2007-2008.

Periodo da Radiacao Solar Insolacdo Precipitacao Temperatura
coleta Global cal/cm.d h/d mm Maximo °C Minimo °C Meédia °C
Setembro 2007 444 A 1.9 31,3 15,2 23,2
Outubro 2007 467 6,9 92,6 32,4 17,3 24,9
Novembro 2007 462 6,1 120,3 28,8 17,4 23,1
Total M=457 M=6,8 M=71,6 M=23,8 M=16,6 M=23,7
ota
EPM=6,9 EPM=0,4 EPM=35 EPM=8,2 EPM=0,7 EPM=0,5

Setembro 2007 456 7.6 46,1 27,1 13,3 20,2
Qutubro 2008 445 59 108,7 29,5 17,6 2355
Novembro 2008 522 7.4 24,3 30,1 17,6 23,9
Total M=474 M=6,9 M=59,7 M=28,9 M=16,1 M=22,5

a
e EPM=24 EPM=0,5 EPM=25 EPM=0,9 EPM=1,4 EPM=1,1

M: Média, EPM: Erro-Padrao da Média.
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Horas

Figura 1. Conteido hepético de glicogénio (mg/100mg) do pacu
(Piaractus mesopotamucus Holmberg, 1987).
Nota: Os valores correspondem a média erro-padrao, n=24. *p<0,05
comparado ao horéric anterior.

mg/100mg

8 12 16 20 24 4
Horas
Figura2. Contetdo de glicogénio do musculo branco (mg/100mg)
do pacu (Piaractus mesopotamucus Holmberg, 1987).
Nota: Os valores correspondem & média erro-padrdo, n=24. *p<0,05
comparado ao horério anterior.

8 12 16 20 24 4

Horas

Figura 3. Conteudo de glicogénio do musculo vermelho (mg/
100mg) do pacu (Piaractus mesopotamucus Holmberg,
1987)
Nota: Os valores correspondem a média erro-padrao, n=24. *p<0,05
comparado ao horério anterior.
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plasmatica de triacilglicerol sendo observada
elevacdo de 16% e 30% na interface das 8-12h e
das 12h-16h passando a manifestar reducio de
5%, 12% e 10% nos horérios das 20h, 24h e 4h,
respectivamente. Avaliou-se também o perfil da
concentracao plasmatica de acidos graxos livres
sendo observada elevacdo de 80% na interface
das 8 as 12h, passando para valores 207% maiores
entre 12h e 16 horas. Neste mesmo sentido foi
observada reducédo de 80% entre 16h e 20h
permanecendo neste perfil até as 24h quando a
concentracao comeca a declinar atingindo valores
similares durante as préximas 8h.

No que se refere ao perfil glicemico observou-
-se elevacao de 65% na interface das 8h as 12h
passando por elevacdo adicional de 41% as 16h,
guando o valor passa por reducao de 35% e 28%
na interface das 20h as 24h, apés este horario os
valores ndo mais diferiram (Tabela 2).

DISCUSSAO

O pacu é um dos peixes brasileiros de impor-
tancia comercial, na pesca e na aquicultura (Silva,
1985). O interesse em conhecer o comportamento
fisiologico dessa espécie, fundamenta-se no con-
texto de que o pacu se alimenta preferencialmente
de frutas e apresenta requisitos nutricionais liga-
dos a utilizacdo de elevadas quantidades de car-
boidrato além de exibir uma grande capacidade
para armazenar gordura (Menton, 1989: Metdn
et al., 2003).

A aquiicultura € um campo das Ciéncias
Biologicas que tem crescido expressivamente nos
ultimos anos e se destaca pela contribuicdo na
producdo de proteina de origem animal. Neste
sentido, investigacdes.de cunho cientifico
realizadas na area de producdo de peixes sao
indispensdveis para contribuir com o crescimento
da atividade no pais. Nas dindmicas de tratamento
do plantel de peixes tem sido amplamente utilizada
a adicdo de carboidratos como suprimento de
substratos meta-bolizaveis, assim, sua inclusao em
concentracoes adequadas pode assegurar uma
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melhor eficiéncia na utilizacao de nutrientes
durante o transcorrer do dia (Wilson, 1994).

A adocao de estratégias de alimentacao
com restricdo alimentar e realimentacao é uma
forma de explorar a capacidade natural de
recuperacdo metabolica e crescimento dos peixes
que permite economia no fornecimento de racao
(Souza et al., 2003). Cuidados intensivos no de-
senvolvimento da piscicultura podem reduzir as
taxas de catabolismo, além de melhorar a for-
macao das reservas energéticas de glicose (Sua-
rez & Mommsen, 1987). Um reflexo importante
que pode ser constatado é o efeito poupador de
proteina, uma vez que a glicose & um importan-
te combustivel metabdlico para os tecidos suprin-
do funcdes metabdlicas e indiretamente reduzindo
a protedlise (Cowey et al., 1977; Hilton et al.,
1987)

Foi observado que o comportamento meta-
bolico do pacu apresenta ritmicidade durante 24h,
prevalecendo a via metabdlica que da suporte a
demanda em cada periodo, sendo utilizadas as
reservas glicogénicas e concomitante a progressao
do perfodo de jejum observa-se mudanca no perfil
metabolico com dominio do padrao lipidico.

Tem sido descritas evidéncias indiretas
suge-rindo que a entrada de glicose nas células
dos peixes ¢ mediada por transportadores da
familia GLUT, de forma similar ao observado nos
mamiferos. Em um estudo com tilapia, um peixe
onivoro, anticorpos contra GLUT-1 de mamiferos
reagiram com uma proteina presente no coracao
e cérebro dos peixes (Krasnov et al., 1999).

Atividade alimentar do pacu em tanque rede

Adicionalmente, Planas et al. (2000) identi-
ficaram, na truta, uma molécula de GLUT com
alta homologia do GLUT-4 de mamiferos, que se
expressou no musculo esquelético, rim e
branquias, tecidos com alta utilizacdo de glicose.
Nesse estudo identificou-se que as reservas
glicogénicas modificam seu perfil de acordo com
a periodicidade circadiana apresentando grandes
reservas pela manha e sequencial reducao no
transcorrer do dia até a noite, coincidindo com
maiores indices de ingesta pela manha e reduzido
consumo na interface da tarde para a noite.

A importancia da temperatura na regulacao
da ingestdo alimentar e crescimento permanece
pouco descrita para os peixes, mas sabe-se que a
maioria destes animais se alimenta melhor quando
as temperaturas estao altas permitindo que as
taxas de crescimento tendam a ser mais altas na
primavera e verdo (Paul et al., 1995). Essas obser-
vacbes tem relacdo direta com as condicdes am-
bientais apresentadas no presente estudo, uma
vez que o periodo de anélise apresentou tem-
peraturas elevadas, de forma que, pode ter
influenciado enquanto fator facilitador da ativacao
direta do eixo secretorio insulinico e/ou na capta-
cdo de diferentes substratos energéticos, facili-
tando tanto a geracao de energia quanto a forma-
cao das reservas.

Outro fator, que é importante ressaltar se
fundamenta no fato dos peixes onivoros serem
capazes de utilizar niveis mais altos de
carboidratos na dieta, devido a maior atividade
da amilase no trato digestdrio (Hidalgo et al.,1999).

Tabela 2. Concentracio plasmatica de Triacilgliceral (TG), Acidos Graxos Livres (AGL) e glicose (mg/dL) coletados de acordo com a hora do dia
ou noite do pacu (Piaractus mesopotamucus Holmberg, 1987).

- TG (mg/dL) AGL ( mmol/L ) Glicemia ( mg/dL)

M EPM M EPM M EPM
8:00 303,52 8 0,30 0,05 58,0 5,0
12:00 352.55 i 0,54 0,04 96,0" 2,07
16:00 457,43 6’ 1,66 0,05 135,4 10,07
20:00 472,92 7 0,33 0,02 100,0 4,0
24:00 422,36 10° 0,35 0,01 72,0 10,00
4:00 381,45 2 0,36 0,03 67,0 52

Os valores correspondem a Média (M) e Erro-Padrao da Media (EPM), n=24.
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Sabe-se que os peixes alternam periodos
de alimentacdo e jejum, em resposta a varios
fatores, tais como a temperatura, reproducéo,
disponibilidade de alimento. Durante periodos de
baixa disponibilidade de substratos metabolizaveis
uma complexa rede de alteracoes sao deflagradas
para promover o ajuste bioldgico que se caracteri-
za pela mobilizacao de diferentes substancias
(Souza et al., 2000).

A capacidade do peixe em mobilizar glico-
génio hepatico esta diretamente relacionada a
manutencdo das concentracbes glicémicas durante
pericdo de restricao alimentar durante a fase inicial
do jejum (Higuera & Cardenas, 1984). Em um
estudo de Souza et al. (2000) com pacus jovens
submetidos a restricao alimentar verificou-se redu-
cao da concentracao de glicogénio hepatico no
inicio da restricao, sugerindo gue o contetdo glico-
génico € uma reserva prontamente disponivel e
pronta a favorecer a homeostase glicémica, sendo
mantida ou restabelecida, posteriormente, pela
mobilizacdo de outras fontes de energia tais como
os lipidios e as proteinas. Esses autores obser-
varam, ainda, que', em periodos curtos de restricdo
alimentar, a concentracdo plasmatica de acidos
graxos livres foi elevada no plasma, fato também
observado no presente estudo e apresentado de
forma pioneira enquanto mobilizacdo com perfil
circadiano.

O aumento das concentracdes plasmaticas
de acidos graxos livres pode inibir competitiva-
mente a utilizacdo da glicose pelos tecidos
periféricos e a liberacdo de glicose pelo figado,
modulando a homeostase glicémica e a gliconeo-
génese a partir de lipidios.

Tem sido demonstrado que a realimentacao
resulta na recuperacao das concentracdes normais
de glicogénio tanto no figado quanto no musculo,
na manutencdo de normoglicemia, aminoacidos
plasmaticos, acidos graxos livres plasméticos,
proteina total plasmatica, como também da com-
posicao corporal (Hung et al., 1997; Souza et al.,
2000). Assim, corroboramos com as observacoes
indicando que apés um periodo sem alimento, a
exposicao novamente a dieta, promove a recupe-
racdo dos principais reservatorios.
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CONCLUSAO

O pacu apresenta um perfil alimentar carac-
terizado por uma significativa variacao nas reservas
energeéticas durante 24 horas. Esta caracteristica
indica um metabolismo mais oxidativo sob nor-
moxia, utilizando de uma estratégia bioquimica
de armazenamento de glicogénio, para situacdes
de hipoxia, em que passaria a um metabolismo
mais anaerobio.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetive estudar o polimorfismo GIn604Glu do gene
ABCG5 e a sua correlagao com os pardmetros lipidicos, em uma populacdo de
voluntérios residentes na cidade de Sao Roque (SP), em 2009. Foram determinados
os perfis lipidicos de 150 voluntarios por meio de métodos enzimaticos
colorimétricos (Advia-1650-Bayer) e em seguida a realizacdo de analise do
polimorfismo GIn604Glu do gene ABCG5 pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase seguida de analise de enzima de restricdo. Os resultados mostraram
que 45% dos individuos apresentaram hipercolesterolemia, 31% “exibiram
hipertriacilglicerolemia e 11% hipoalfalipoproteinemia. A analise do polimorfismo
GIn604Glu do gene ABCGS5 demonstrou que 55% dos individuos eram
heterozigotos, 37% homozigotos normais e 8% homozigotos mutantes. Nao foi
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observada diferenca significativa entre os perfis lipidicos dos homozigotos
selvagens, homozigotos mutantes e heterozigotos, ndo existindo correlagdo entre
os perfis lipidicos e o polimorfismo. Os resultados sugerem que na populagao
estudada, a presenca do polimorfismo ndo pode ser considerada como um
biomarcador para dislipidemia. Sendo necessarios estudos mais amplos que
avaliem a relacdo entre o perfil genético do individuo e a resposta ao tratamento
preconizado.

Palavras-chave: ABCG5/G8. Dislipidemia. Farmacogenética. Hipercolesterolemia.
Polimorfismo. Sitosterolemia.

ABSTRACT

The aim of the present work is to study the GIn604Glu polymorphism of the
ABCGS5 gene and its correlation with the lipid profile in a volunteer population
resident in the city of Sdo Roque in the state of Sao Paulo (2009). For the analysis
of the lipid profile and the GIn604Glu polymorphism, we used the techniques of
colorimetric analysis, Polymerase Chain Reaction (PCR) and Restriction fragment
Length Polymorphism (RFLP), respectively. The results showed that 45% of the
individuals presented with hypercholesterolemia, 31% with hypertriacylglyce-
rolemia and 11% with hypoalphalipoproteinemia. The analysis of the GIn604Glu
polymorphism showed that 55% of the individuals were heterozygous, 37%
normal heterozygous and 8% mutant heterozygous. No significant difference
was observed between the lipid profiles of the wild homozygous, mutant
homozygous and heterozygous, there being no correlation between the lipid
profile and polymorphisms. The results suggest that the presence of polymorphism
cannot be used as a dyslipidemia biomarker, in the studied population. Broader
studies are required that can evaluate the relationship between the genetic profile
of the individual and the response to the advocated treatment.

Key words: ABCG5/G8. Dyslipidemia. Pharmacogenetics. Hypercholesterolemia.
Polymorphism. Sitosterolemia.

INTRODUCAO

Segundo a Organizacao Mundial da Saude
(OMS), as desordens cardiovasculares sao principal
causa de mortalidade no mundo, responsaveis por
um em cada trés ébitos (World Health Qrganization,
2000; 2007).

As dislipidemias sao um dos fatores de riscos
mais importantes para o surgimento de eventos
cardiovasculares. Sdo modificacbes nas concen-
tracoes de lipides e/ou lipoproteinas e/ou apo-
proteinas. Podem ser primérias quando apresentam
causas genéticas, ou secundérias a varias doengas e
ao uso de algumas drogas. Muitas vezes sao mistas

(primarias e secundarias). Quando a causa nao é
identificada sdo denominadas de esporadicas ou
poligénicas. As dislipidemias classificam-se em
hipertriacilglicerolemias isoladas, hipercolestero-
lemias isoladas, hiperlipidemias mista e Lipoprotei-
na de Alta Densidade-colesterol (HDL-c) baixo (De
Faria & Castilho, 2006).

As estatinas sdo recomendadas para o
controle da hipercolesterolemia isolada e podem ser
administradas em associacao a ezetimiba, colestira-
mina e eventualmente a fibratos ou acido nicotinico.
No tratamento da hipertrigliceridemia isolada séo
indicados, primeiramente, os fibratos e, em segundo
lugar, o acido nicotinico ou a associagdo de ambos.
O &cido nicotinico e os fibratos sao indicados para o

Bioikos, Campinas, 26(1):43-50, jan/jun., 2012



D. Baratelli et al.

tratamento da hipoalfalipoproteinemia (Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 2007).

Em consequéncia da alta incidéncia dessas
co-morbidades, existe a necessidade de desen-
valvimento de novas terapias farmacoldgicas. Con-
tudo, as respostas aos tratamentos hipolipemiantes
exibem distingdes interindividuais, sendo que,
enqguanto em alguns apresentam respostas efetivas,
outros apresentam auséncia de resposta ou mesmo
toxicidade inesperada (Metzger et al., 2006). A
busca de ferramentas terapéuticas mais eficazes e
seguras, que possam predizer quais pacientes
responderdo ou ndo a uma terapia € extremamente
valida. Atualmente, aliada aos avancos da genética,
biologia molecular e o sequenciamento do genoma
humano, tem sido muito destacada a influéncia de
variacbes genéticas nas respostas as drogas (Nebert,
1999; Sandrim et al., 2006).

Estes novos avancos deram inicio a farmaco-
genética, uma nova area que utiliza a genética para
auxiliar na previsdo da eficacia farmacolégica da
monoterapia ou da associacado de um ou mais far-
macos, podendo trazer vantagens ao tratamento das
dislipidemias, devido a maior adesdo do paciente
ao tratamento em resposta a diminuicao das reacoes
adversas e maior eficacia do mesmo, o que leva a
uma diminui¢do no tempo de tratamento e no nu-
mero de internagdes, fator de importante impacto
na saude publica (Fiegenbaum & Hutz, 2006; Hirata
et al., 2006; Metzger et al., 2006).

Recentemente, foi caracterizado um grupo de
proteinas transmembranares conhecidas como
cassete ATP-ligante (ABC), formadoras da familia que
medeia o transporte unidirecional, dependente de
ATP, de uma gama seletiva de moléculas, como ions,
acucares, proteinas, compostos hidrofilicos, xenobid-
ticos, esterois e lipidios (Dean & Hamon, 2001;
Vaisman et al., 2001). Pelo menos 5 sub-familias
dos transportadores ABC medeiam o efluxo de esterdis
em mamiferos, sao eles 0 ABCA1, ABCG1, ABCG4,
ABCG5e ABCGS8. O ABCG5 e ABCG8 (ATP-Binding
Cassette, Subfamily G, Member 5 e 8) séo
heterodimeros altamente expressos no figado,
intestino delgado, vesicula biliar e em menor quanti-
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dade nos célons intestinais (Graf et al., 2002). Essas
proteinas desempenham papel crucial na homeostase
do colesterol, pois produzem transportadores com
uma grande especificidade para a eliminacao dos
esterdis de origem animal e vegetal e, em casos
de mutacdes, h& acimulo de fitoesterdis na circula-
cdo sanguinea, fato conhecido como sitoestero-
lemia (Bhattacharyya & Connor, 1974).

A sitosterolemia é uma doenca de heranca
autossdmica recessiva caracterizada pela hiperfitoste-
rolemia e hipercolesterolemia (Bhattacharyya &
Connor, 1974; Hubacek et al., 2001; Lee et al.,
2001; Heimerl et al., 2002).

Recentemente, o polimorfismo C1950G
(GInB04—Glu) do gene ABCGS foi caracterizado como
causa de erros inatos de metabolismo gue culminam
em dislipidemias (Weggemans et a/., 2002; Herron
et al., 2006, Caamano ef al.,, 2008). O objetivo
deste estudo foi determinar os perfis lipidicos e
genéticos e verificar a existéncia de correlacao
entre o polimorfismo de uma Unica base (C1950G)
do gene ABCGS5 com as dislipidemias, em
individuos da cidade de Sao Roque (SP).

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Este foi um estudo randomizado, realizado
em 2009, com 150 individuos voluntérios que residem
na cidade de Sao Rogque (SP). Como critérios de
inclusdo, foram considerados o nao uso de medi-
camentos que pudessem vir a interferir no metabolis-
mo lipidico ou de carboidratos e o ndo tratamento
de doencas metabdlicas. Os dados de cada um dos
individuos como peso e altura foram medidos em
momento anterior a coleta e o restantes dos dados
pessoais foi obtidos através de questionario, os testes
bioquimicos e genéticos foram realizados a partir de
amostras biolégicas sanguineas. O questionario e a
coleta foram realizados apés assinatura do termo
de consentimento livre esclarecido. Este tipo de estudo
¢ considerado de risco minimo para os voluntarios,
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conforme definicao da resolucao 01/88 do Conselho
Nacional de Salde e recebeu parecer favoravel do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP - Universidade
de Sorocaba (processo n°026/06).

Determinacdo do perfil lipidico

A determinacdo das concentracdes séricas
do Colesterol Total (CT), HDL-c e Triacilglicerol (TG)
foram realizados por métodos enzimaticos
colorimétricos (Sera Pak Plus) em sistema de auto-
macao Advia-1650 (Bayer). As fracbes Lipo-
proteina de Baixa Densidade e Lipoproteina de
Muito Baixa Densidade e do colesterol (LDL-c e
VLDL-c) foram estimadas pela equacdo de
Friedewald (Friedewald & Frederickson,1972), para
TG<400mg/dL. O sangue foi coletado com o pa-
ciente respeitando jejum de 12 horas.

Para avaliacdo dos perfis lipidico e lipopro-
téico foram utilizados os valores de referéncia
baseados nas recomendacdes do National Choles-
terol Education Program (NCEP, 1993) que conside-
ra hipercolesterolemia a elevacdo do LDL-c
(e”160mg/dL), hipertriacilglicerolemia a elevacao
do TG (2"150mg/dL), hipoalfalipoproteinemia a
reducao do HDL-c (d"40mg/dL) e hiperlipidemia
mista valores aumentados de ambos, LDL-c
(e"160mg/dL) e TG (e”150mg/dL). Nos casos em
que os TG eram e"”400mg/dL, o calculo do LDL-c
pela formula de Friedewald era inadequado, sen-
do considerado a hiperlipidemia o colesterol
e”200mg/dL (National Cholesterol Education
Program, 1993).

Determinagao do perfil genético

A extracdo do DNA gendmico foi baseada
em Sambrook et al. (1989). Os ensaios de Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) foram modificados
a partir de Hubéatek et al. (2004). Para realizacao
da PCR as concentracdes utilizadas foram aproxi-
madamente 5ng de DNA gendmico, 400nM de
cada primer, 5x Tampao de reacdo, 2mM de MgCl,

Polimarfisma génico & Colesterolemia

0,2mM de deoxinucleotideos (dNTP) e 2,5U deTaq
DNA polimerase, soh as seguintes condicoes: 95°C
por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C por 5 minutos,
60°C por 1 minuto, 72°C por 4 minutos e 72°C por
5 minutos.

Os fragmentos obtidos pela PCR foram de
117ph. Estes seguidamente foram expostos a res-
tricdo enziméatica com a enzima Xho-/ (Fermentas)
por 16h a 37°C. Os alelos mutantes nao possuem
sitio de restricao da enzima, logo permaneceram
inalterados, enquanto que os alelos normais foram
divididos em 2 fragmentos (31pb + 86pb).

As bandas foram visualizadas em gel de
agarose 1000 Low melting a 2 e 4%, utilizando-

" se Blue Green Loading Dye | (LCG) sobre luz UV,

seguida de fotodocumentagao.

Quanto a analise estatistica, as caracteristicas
clinicas, bioguimicas e genéticas do grupo foram
feitas através de andlise descritiva. O teste de t Student
foi utilizado para a comparacéo de dados como me-
dia e desvio padrao e o teste de Fischer na compara-
céo de porcentagens, além de uma analise de va-
riancia com comparacdes multiplas de uma via One
Away Anova, sendo a significdncia estatistica assu-
mida para um p<0,05. Para a andlise dos dados foram
utilizados os programas GraphPadinStat da Graphpad
Software Inc., San Diego, (CA) e Minitab 14.

RESULTADOS

O grupo em estudo foi constituido de 150
individuos, sendo 87% brancos e 13% negros,
58% do sexo feminino e 42% do sexo masculino,
com idade média de 38 anos e [ndice de Massa
Corporal (IMC) médio de 25,Tkg/m?.

Em média, os voluntarios eram normolipidé-
micos (Tabela 1), entretanto, alteracdes importantes
nas concentracoes dos lipides plasmaticos foram
observadas, como hipercolesterolemia (45%),
hipertriacilglicerolemia (31%) e hipoalfalipopro-
teinemia (11%). Entre os hipealfalipoproteinemicos,
56,25% apresentaram também hipertriacilglice-
rolemia, de acordo com a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2007).
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A andlise do perfil genético foi realizada O estudo da correlacao dos parametros das
em 147 individuos, sendo observado que 55% eram fracdes lipidicas e IMC com a mutacdo GIn604Glu
heterozigotos, 37% homozigotos normais e 8% ndo mostrou correlacdo estatisticamente significa-
de homozigotos mutantes (Figura 1). tiva (Tabela 3).

Os individuos foram subdivididos em homo-
zigotos selvagens, heterozigotos e homozigotos DISCUSSAO
mutantes, e as medias dos perfis lipidicos mos-
traram a nao ocorréncia de diferencas significa- No presente trabalho foi possivel observar
tivas entre os resultados (Tabela 2). que a maioria dos voluntdrios era portador de

Tabela 1. Caracterizacdo do perfil lipidico e lipoproteico dos pacientes. Sao Roque (SP), 2009.

Perfil lipidico Media Desvio-Padrao
Colesterol Total (mg/dL) 198,44 40,81
VLDL-colesterol (mg/dL) 25,67 14,75
LDL-colesterol (mg/dL) 121,22 33,60
HDL-colesterol (mg/dL) 51,12 9,01
Triacilglicerol (mg/dL) 131,12 77,85

n:150; VLDL: Lipoproteina de Muito Baixa Densidade; LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade: HDL: Lipoproteina de Alta Densidade.

Tabela 2. Distribuicdo dos lipides de acordo com o perfil genético e comparacao dos subgrupos. Sdo Rogue (SP), 2009.

Variavel Homozigoto Mutante Heterozigoto Homozigoto Selvagem
n=12 (8%) n=81 (55%) n=54 (37%)

Perfil genético (%) M DP M DP M DP
Colesterol total (mg/dL) 1832 36,2 "196,7 43,4 "206,8 358
VLDL-colesterol (mg/dL) 19,8 82 24,8 15,4 269 14,8
LDL-colesterol (mg/dL) 123 32,4 1223 34,2 "126,8 31,1
HDL-colesterol (mg/dL) 51,1 8,3 50,9 8.5 51,6 10,3
Triacilglicerol (mg/dL) 98,8 41,0 "125,0 76,6 ‘134,4 74,2

Analise estatistica realizada por ANOVA “one way” . "p>0,05; VLDL: Lipoproteina de Muito Baixa Densidade; LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade;
HDL: Lipoproteina de Alta Densidade; M: Média; DP: Desvio-Padrio.

Tabela 3. Perfil genético mutante em relacdo as fracoes lipfdicas e 53 e S SIS ) R T e A G
ao IMC. Sao Rogue (SP), 2009.

Perfil genético p (valor)

Colesterol Total vs Gendtipo 0,317 SR

Indice de massa corporal vs Genétipo 0,744 P M N HZ

Triaciglicerol vs Genc’)tip-)o_ 0,809 100 pb l:":l I:I —— - —

HDL-colesterol vs Genétipo 0,744

VLDL-colesterol vs Genédtipo 0,373

LDL=colesterol vs Gendtipo 0,744
'p=>0,05; HDL: Lipoproteina de Alta Densidade; VLDL: Lipoproteina Figura 1. Figura ilustrativa para identificacdo dos homozigotos
de Muito Baixa Densidade; LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade; mutantes (HM), heterozigotos (HZ) e homozigotos nor-
IMC: [ndice de Massa Corporal. mais (HN).
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hiperlipidemias (hipercolesterolemia ou hipertri-
gliceremia), além disso, mais da metade desses
individuos apresentaram também dislipidemia mis-
ta (hipertriacilglicerolemia associada a hipoal-
falipoproteinemia), corroborando com o que ja
esta descrito na literatura a respeito de quéo fre-
guente é a associacao entre esses diferentes tipos
de dislipidemias (Law et al., 1994).

Recentemente foram realizados estudos,
referente a genes importantes do metabolismo
lipidico como os genes ABCG5/G8, buscando
caracterizar e definir qual o seu verdadeiro papel
molecular e fisiopatologico (Lida et al.,, 2002;
Fitzgerald et al., 2010).

No presente estudo detectou-se gue mais da
metade dos voluntarios eram portadores do poli-
morfismo (GIN604Glu) do gene ABCGS (heterozigotos
e homozigotos), havendo notoriamente um ndmero
maior de individuos heterozigotos (G/C). Dados
referentes ao polimorfismo do gene ABCG5 na
populacao brasileira sdo inexistentes. Embora exis-
tam estudos na populacao brasileira referente a
outras mutacoes diretamente relacionadas com o
metabolismo de lipoproteinas, entre elas estao
mutacoes que interferem no Metilenotetrahidro-
folato Redutase (MTHFR), Apo (Al-1l), Apo (C-III),
Apo (B), Apo E, receptores de LDL-c (LDLr), e casos
de hipercolesterolemia familiar (Bydlowsky et al.,
1996; Cavalli et al., 2000; Salazar et al., 2002,
Santos & Zago, 2003; Fiegenbaum et al., 2007;
Sabino et al., 2009).

Pesquisas que correlacionaram a dislipidemia
e a mutacdo do gene ABCGS5, apesar de terem
algumas distingdes de delineamento, sao contro-
versas em relacao as mutacdes estarem ou nao
associadas as dislipidemias. No presente trabalho,
nao foi encontrada correlagdo entre os parametros
do perfil lipidico e o polimorfismo GIn604Glu do gene
ABCGS. Resultados semelhantes foram encontrados
por Hubatek et al. (2004), ao estudarem 285
voluntérios tchecos (70,0% homozigotos normais,
27,0% heterozigotos e 2,8% homozigotos mutantes)
visto gque nao encontraram correlacdo ente o poli-
morfismo e a colesterolemia. Entretanto, Weggemans
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et al. (2002) ao estudarem uma populacdo holandesa
identificaram uma relevante significancia dos
homozigotos mutantes do gene ABCG5 (GIn604Glu)
com 0s niveis séricos dos lipidios. Estudo realizado
na populacao chilena, Caamafno et al. (2008)
constataram que dentre os 222 voluntarios 118
eram hipercolesterémicos, sendo aproximadamen-
te 49 destes homozigotos mutantes (42,0%), suge-
rindo que a mutagao no gene ABCG5 (GIn604Glu)
estava altamente correlacionada com a hipercoles-
terolemia. Além disso, Acalovschi et al. (2006)
constataram, em 68 individuos com calculos renais,
gue a mesma mutacao no ABCG5 estava associada
a hipertriacilglicerolemia e que o polimorfismo

- pode contribuir com variacées nos niveis dos li-

pidios plasméticos e na saturacdo do colesterol
biliar.

Segundo Weggemans et al. (2002), sao ne-
cessarios novos estudos epidemiolégicos para verificar
a real atuacao do polimorfismo supra citado sobre
as dislipidemias e as suas consequentes co-mor-
bidades e complicacdes, tais como as Doencas Ar-
teriais Coronarianas (DAC).

E sabido que a prescricao dos hipolipemiantes
se dé de modo empirico onde ndo é levada em conta
a chamada “individualizacdo bioquimica e tera-
péutica". A variabilidade de farmacos ilustra a
heterogeneidade de resposta as drogas entre
pacientes, e isso é parcialmente devido a compo-
sicdo genética Unica que cada individuo apresenta
(Metzger et al., 2006).

E importante salientar que, apesar de nao
termos realizados testes que avaliassem o papel dos
polimorfismos na eficacia do tratamento, a relevancia
do presente trabalho também reside no fato da
identificacdo de mutacdes em genes especificos que
podem ajudar numa predicéo farmacolédgica mais
adequada visto que no presente trabalho foi
detectada a presenca de polimorfismo de uma unica
base (GIn604Glu) no gene ABCG5 com frequéncia
genotipica de 63% de mutacoes. A terapia farma-
cologica comumente utilizada para o tratamento da
hipercolesterolemia é, principalmente, a base de
estatinas que atuam no metabolismo do colesterol,
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enquanto que estudos demonstram que no caso
de individuos com mutacées no gene ABCGS e
ABCG8 a ezetimiba, que atua na absorcao
intestinal do colesterol, possui maior eficiéncia
(Tunstall-Pedoe et al., 2000; Mansur et al., 2001;
Graf et al., 2002; Freeman et al., 2004; Neal &
Jones, 2006). Uma maior especificidade de
repostas aos medicamentos trard melhoras a
atencdao médica e farmacéutica (Hirata et al.,
2006; Metzger et al., 2006)

CONCLUSAO

A analise do perfil genético do grupo
detectou na populagao a presenca de polimorfismo
GIn604Glu no gene ABCG5 com freqiéncia
genotipica de 63% de mutacdo (55% - hetero-
zigotos e 8% - homozigotos mutantes). Nao houve
diferenca significativa entre o perfil lipidico dos
individuos homozigotos mutantes e heterozigotos
quando comparados aos homozigotos selvagens,
nem correlacdo significativa entre a presenca do
polimorfismo e as concentragbes séricas dos lipi-
des. Desta forma, nao é possivel afirmar que a
mutacao a GIn604Glu do gene ABCGS5 pode ser
considerada como um biomarcador associado as
dislipidemias. Os resultados sugerem que na popu-
lacao estudada, a presenca do polimorfismo nao
pode ser usada como um biomarcador para disli-
pidemia. Sao necessarios estudos mais amplos que
avaliem a relacdo entre o perfil genético do indi-
viduo e a resposta ao tratamento preconizado.
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INSTRUGCOES AOS AUTORES

A Revista Bioikos publica trabalhos cientificos ariginais, artigos
de revisao e comunicagdes cientificas relacionados as diversas areas da
Biologia. A partir de 2010, a Bioikos foi subdividida em grandes areas
tematicas para publicacao, com Editores Associados especificos para
cada area, que foram assim definidas:

= Ambiental, que contempla:
- Botanica
- Ecologia
- Zoologia

- Recursos Pesqueiros

= Ensino, quecontempla:
- Educacao, Sociedade e Ambiente

- Ensino de Ciéncias e Biologia

Portanto, é solicitado que os autores, ao encaminhar o
manuscrito, definam a grande a area temética e a subdrea contemplada.

PROCEDIMENTOS EDITORIAIS

1. Avaliagdo de manuscritos

Os manuscritos submetidos a revista, que atenderem a
politica editorial e &s instrucées aos autores, sao pré-selecionados
pelos editores, que consideram o mérito cientifico da contribuicao.
Caso contrério, sao devolvidos para adequacdo as normas, inclusao
de carta ou de outros documentos eventualmente necessarios.

Recomenda-se fortemente que ofs) autor(es) busque(m)
assessoria linguistica profissional (revisores e/ou tradutores certificados
em lingua portuguesa e inglesa) antes de submeter(em) originais que
possam conter incorregoes efou inadequagdes morfologicas, sintticas,
idiomaticas ou de estilo.

Originais identificados com incorrecées e/ou inadequacdes
morfologicas ou sintaticas sdo devolvidos antes mesmo de serem
submetidos a avaliacao quanto ao mérito do trabalho e a conveniéncia
de sua publicacao.

Aprovados nesta fase, os manuscritos sao encaminhados aos
revisores ad hoc selecionados pelos editores. Cada manuscrito é enviado
para dois revisores de reconhecida competéncia na tematica abordada.
Em casode desacordo, o original é enviado para uma terceira avaliacio

O processo de avaliagao por pares é o sistema de bfind review,
em procedimento sigiloso quanto & identidade tanto dos autores

quanto dos revisores. Por isso, 0s autores devem empregar todos os
meios possiveis para evitar a identificacao de autoria do manuscrito.

No caso da identificacdo de conflito de interesse por parte dos
revisores, 0 Comité Editorial encaminha o manuscrito a outro revisor ad
hoc.

Os pareceres dos consultores comportam trés possibilidades:
a)aceitacaointegral; b) aceitacdo com reformulacées; ¢) recusaintegral.
Em qualquer desses casos, o autor & comunicado. A decisao final sobre
a publicacao ou nao do manuscrite ¢ sempre dos editores, a0s quais &
reservado o direito de efetuar os ajustes que julgarem necessarios. Na
deteccdo de problemas de redacao, o manuscrito é devolvido acs autares
para as alteraces devidas; o trabalho reformulado deve retornar no
prazo maximo determinado.

Manuscritos aceitos: manuscritos aceitos podem retornar aos
autores paraaprovacao de eventuais alteraces, no processo de editoracao
e normalizacao, de acordo com o estilo da revista.

Provas: sao enviadas provas tipograficas aos autores para a
correcao de erros de impressao. As provas devem retornar ao Niicleo de
Editoracdo na data estipulada. Outras mudancas no manuscrita original
nao sao aceitas nesta fase.

2.Submissaodetrabalhos

Os autores devem indicar, obrigatoriamente, no momento da
submissao, o nome de trés revisores com as respectivas informacoes
profissionais e de contato.

5do aceitos trabalhos acompanhados de carta assinada por
todos os autores (assinaturas originais ou eletrénicas), com descricao do
tipo de trabalho, declaracao de que o trabalho esta sendo subme-tido
apenas a Biofkos e de concordancia com a cessdo de direitos autorais.
A carta deve indicar nome, endereco, nimeros de telefone e e-mail do
autor para o qual a correspondéncia deve ser enviada.

Casohaja utilizacao de figurasou tabelas publicadas em outras
fontes, deve-se anexar documento que ateste a permissao para seu Uso.

Enviar os manuscritos via e-mail <sbi.ne_biomed@puc-
campinas.edu.br>, preparados em espaco entrelinhas 1,5, com fonte
Arial 11. O arquivo deverd ser gravado em editor de texto similar ou
superior a versac 97-2003 do Word (Windows).

3. Estruturado artigo

A Revista Bioikos publica artigos nas categorias originais, de
revisao e notas cientificas. A publicacao pode serem portugués, espanhol
ou inglés e o texto deve ter de 15 a 20 laudas. As folhas devem ter
numeracao personalizada desde a folha de rosto (que deve apresentar
o numero 1). O papel deve ser de tamanho A4, com formatacdo de
margens superior e inferior (no minimao 2,5cm), esquerda e direita (no
minimo 3,0cm).
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Os artigos devem ter, aproximadamente, trinta referéncias,
exceto no caso de artigos de revisao, que podem apresentar em torno
de cinguenta.

Todas as paginas devem ser numeradas a partir da pagina de
identificacdo. Para esclarecimentos de eventuais duvidas quanto a
forma, sugere-se consulta a este fasciculo.

Versao reformulada: a versao reformulada devera ser
encaminhadavia e-maif <sbi.ne_biomed@puc-campinas.edu.br>. O(s)
autor(es) devera(ao) enviar apenas a ultima versao do trabalho.

O texto do artigo deve empregar fonte colorida (cor azul) para
todas as alteracdes, juntamente com uma carta ao editor, reiterando o
interesse em publicar nesta revista e informando quais alteracoes foram
processadas no manuscrito. Se houver discordancia quanto as
recomendacbes dos revisores, ofs) autor(es) deve(m) apresentar
argumentos que justifiguem sua posicdo. O titulo e o cddigo do
manuscrito devem ser especificados.

A pagina do titulo deve conter:

a. Titulo completo - deve ser conciso, evitando excesso de

palavras, como "avaliacdodo...”, “consideracoesacercade...”, “estudo
exploratorio...”;

b. Short title com até quarenta caracteres (incluindo espacos),
em portugués (ou espanhol, caso seja o idioma do artigo) e inglés;

¢ Nomesde todos os autores por extenso, indicandoafiliacao
institucional de cada um. Sera aceita uma Unica titulacao e filiacao por
autor. O(s) autor(es) deve(m), portanto, escolher entre suas titulagdes e
filiagoes institucionais aquela que julgar(em) a mais importante;

d. Todos os dados da titulacao e da filiacao devem ser
apresentados por extenso, sem siglas;

e. Indicacao dos enderecos completos de as universidades as
quais estao vinculados os autores;

f. Indicacao de endereco para correspondéncia com o autor
para a tramitacao do original, incluindo fax, telefone e endereco ele-
trénico.

Observacao: esta devera ser a unica parte do texto com a
identificacdo dos autores.

Resumo: todos os artigos submetidos em portugués ou
espanhol devem ter resumo no idioma original e em inglés, com um
minimode 150 palavrase méximo de 250 palavras. Os artigos submetidos
em inglés devern vir acompanhados de resumo em portugués, além do
abstract em inglés. Os resumos devem destacar os objetivos, a
metodologia, informagao sobre o local, populacdo e amostragem da
pesquisa, resultados e conclusdes mais relevantes, considerando os
objetivos do trabalho e indicando formas de continuidade do estudo.
0 resumo nao deve conter citacdes, siglas e abreviaturas. Destacar no
minimo trés e no maximo seis palavras-chave.

Texto: com excecao dos manuscritos apresentados como
artigo de revisao e nota cientifica, os trabalhos devem seguir aestrutura
formal para trabalhos cientificos:

-Introdugdo: deve conter revisao daliteratura atualizadae
pertinente ao tema, adequada a apresentacao do problema e que
destaque suarelevancia. Nao deve ser extensa, a nao serem manuscritos
submetidos como artigo de revisao.

- Material e Métodos: deve conter descricaoclaraesucinta
do método empregado, acompanhada da correspondente referéncia
bibliografica, incluindo procedimentos adotadas, universo e amostra;
instrumentos de medidae, se aplicavel, método de validacao; tratamento
estatistico. Emrelacao a analise estatistica, os autores devem demonstrar
que os procedimentos utilizados foram nac somente apropriados para
testar as hipoteses do estudo, mas também corretamente interpretados.
Os niveis de significancia estatistica (ex. p<0,05; p<0,01; p<0,001)
devem ser mencionados. Ao relatar experimentos com animais, indicar
se asdiretrizes de conselhos de pesquisa institucionais ou nacionais - ou
se qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais de
laboratério - faram seguidas, e fornecer o nimero do processo.

-Resultados: sempre que possivel, os resultados devem ser

apresentados em tabelas ou figuras, elaboradas de forma que sejam

autoexplicativas e com anélise estatistica. Deve-se evitar repetirdados no
texto. Tabelas, quadros e figuras devem ser limitados a cinco no conjunto
e numerados consecutiva e independentemente com algarismos
arabicos, de acordo com a ordem de mencao dos dados; devem virem
folhas individuais e separadas, com indicacao de sua localizacao no
texto. Eimprescindivel ainformacao dolocal e ano do estudo. A cadaum
deve-se atribuir um titulo breve. Os quadros e tabelas devem ter as
bordas laterais abertas. O(s) autor(es) responsabiliza(m)-se pela qualidade
das figuras (desenhos, ilustracdes, tabelas, quadros e graficos), que
devem permitir reducdo sem perda de definicdo para os tamanhos de
uma ou duascolunas(7,6 e 16,2cm, respectivamente). Nao é permitido
oformato paisagem. Figuras digitalizadas devem terextensao JPEG e
resolugao minimade 300 dpi. A publicacdo de imagens coloridas, apos
avaliacio da viabilidade técnica de sua reproducao, é custeada pelo(s)
autor(es). Em caso de manifestacio de interesse por parte do(s) autor(es),
a Bioikos providencia um orcamento dos custos envolvidos, que podem
variar de acordo com o numero de imagens, a distribuicao em paginas
diferentes e a publicacao concomitante de material em cores por parte
deoutro(s) autor(es). Asfiguras deverao serenviadasemimpressao de
alta qualidade, em preto-e-branco efou diferentes tons de cinza e/ou
hachuras. £ necessério o envio dos graficos, separadamente, emarquivos
no formato WMF (Windows Metafile) e no formato do programaem que
foram gerados (SPSS, Excel), acompanhados de seus parametros
quantitativos, em forma de tabela e com nome de todas as varidveis. As
imagens de satélite e fotografias devem ser submetidas nos seguintes
tipos de arquivo: TIFF (Tagged Image Fife Format) ou BMP (Bitmap). A
resolucdo minima deve ser de 300dpi (pontos por polegada), com
tamanho minimo de 16,2cm de largura. Uma vez apresentado ao(s)
autor(es) o orcamento dos custos correspondentes ao material de seu
interesse, este(s) deve(m) efetuar depdsito bancério. As informagoes
para o depésito sao fornecidas oportunamente.

- Discussao (este topico pode ser apresentado com o
topico Resultados): deve explorar adequada e objetivamente os
resultados, discutidos & luz de outras observacdes ja registradas na
literatura.
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- Conclusao: deve apresentar as concluses relevantes,
considerando os objetivos do trabalho, e indicar formas de conti-
nuidade do estudo. N3o sao aceitas citacoes bibliograficas nesta
secao.

- Agradecimentos: pode existir uma secao de
agradecimentos, em paragrafo nao superior a trés linhas, dirigidos a
instituicoes ou individuos que tenham prestado efetiva colaboracao
para o trabalho.

- Nome cientifico: o nome cientifico completo de uma
espécie deve ser mencionado nas legendas das ilustracées (figuras,
tabelas e quadros), no abstract, resumo e introducao; posteriormente,
0 nome genérico deve ser abreviado.

- Anexos: devem ser incluldos apenas guando
imprescindiveis a compreensao do texto. Cabe aos editores julgar a
necessidade de sua publicacdo.

- Abreviaturas e siglas: devem ser utilizadas de forma
padronizada, restringindo-se apenas aquelas usadas con-
vencionalmente ou sancionadas pelo uso, acompanhadas do
significado, por extenso, na primeira citacao no texto. Nao devem ser
usadas no titulo e no resumo.

-Referéncias: devem serrelacionadas alfabeticamente, no
final do texto, pelos sobrenomes dos autores e cronclogicamente por
autor. No caso de publicagdes com dois autores, até o limite de seis,
citam-se todos; acima de seis autores, citam-se os seis primeiros, seguido
de et al. Os titulos dos periadicos devem ser referidos por extenso. Nao
530 aceitas citacbes/referéncias de monografias de conclusao de curso
de graduacdo, de resumos de trabalhos de congressos, simpésios,
workshops, encontros, entre outros, bem como de textos nao publicados
(exemplos, aulas, entre outros). Citacoes de dissertaces e teses devem
serevitadas ao maximo. Se um trabalho nao publicado de autoria de um
dos autores do manuscrito for citado (ou seja, um artigo in press), é
necessarioincluir a carta de aceitacao da revista que publicara o referido
artigo. Se dados nao publicados obtidos por outros pesquisadores
forem citados no manuscrito, & necessério incluiruma carta de autorizacéo
do uso dos mesmos por seus autores.

- Citagbes no texto: devem constar na lista de referéncias.
Citar o sobrenome do autor, seguido do ano de publicacao, como em
Rocha (2008); se forem dois autores, o tltimo sobrenome de ambos
separados por &, como em Santos & Martins (2008); e se forem trés ou
mais autores, a sobrenome do primeiro autor sequido de etal. e doano
da publicacao, como em Rafael et al. (2008). As citagdes devem ser
separadas por ponto e virgula e em ordem cronolégica, como no
exemplo: (Santos, 2003; Almeida et al., 2004; Oliveira & Rocha, 2006).
A exatidao e a adequacdo das referéncias a trabalhos que tenham sido
consultados e mencionados no texto do artigo sao de responsabilidade
do autor.

- Exemplosde referéncias

Periddico
Dois autores

Thatcher, V.E. & Brasil-Sato, M.C. (2008). Ergasilussalmini sp. nov.
(Copepoda: Ergasilidae) a branchial parasite of "dourado”, Salminus
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franciscanus from the upper Sao Francisco River, Brazil. Revista Brasileira
de Zoologia, 25(3):555-7.

Mais de dois autores

Rafael, J.A.; Silva, N.M. &Dias, R.M.N.S.(2008). Baratas (Insecta, Blattaria)
sinantropicas na cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. Acta Amazénica,
38(1):173-8.

Livro

Angelo, C. & Mayr, E. (2008). Isto é biologia: a ciéncia do mundo vivo.
Sao Paulo: Companhia das Letras.

Mais de dois autores

Alberts, B.; Bray, D.; Lewis, J.; Johnson, A.; Raff, M.; Roberts, K. et al.
(2007). Fundamentos da biologia celular. 2.ed. Porto Alegre: Artmed.

Capitulode Livro

Alterthum, F. (2005). Crescimento bacteriano. In: Trabulsi, L.R. &
Alterthum, F. Microbiologia. 4. ed. Sao Paulo: Atheneu. Biblioteca
Biomédica.

Dissertacoes e Teses

Silva, A.B. (2008). Planejamento experimental e modelagem estatistica
do efeito do uso do lodo de esgoto em solos. Dissertacio em
Desenvolvimento de Processos Ambientais, Universidade Catdlica de
Pernambuco.

Trabalhos apresentados em congressos e similares

Tubino, R.A.; Paes, E.T. & Monteiro-Neto, C. (2007). Determinacao
objetiva de guildas ecologicas de peixes da regido costeira de Itaipu,
Niteroi-Rj, Brasil. Anais do X/l Congresso Latino Americano de Ciéncias
do Mar - COLACMAR, 2007, Florianopolis. v.1.

Material eletrénico deverdinformar: disponivel em: <http://
www...>. (acesso: 4 jun. 2008).

LISTA DE CHECAGEM

- Declaracao de responsabilidade e transferéncia de direitos
autorais assinada por cada autor;

-Indicar a drea e subarea da revista para a qual esta submetendo
0 manuscrito;

- Enviar ao editor quatro vias do original {um original e trés
copias) e um CD-ROM etiquetado com as seguintes informacoes: nome
do(s) autor(es) e do arquivo. Na reapresentacao, incluir o numero do
protacolo;

- Verificar se o texto, incluindo resumos, tabelas e referéncias,
esta reproduzido com letraarial, tamanho 11 e espacamentoentrelinhas
1,5, ecomformatacao de margens superior e inferior (no minimo 2,5cm),
esquerda e direita (no minimo 3cm);”

- Verificar se estao completas as informacoes de legendas das
figuras e tabelas;

- Preparar pagina de rosto com as informacgaes solicitadas;
-Incluirnomes de agéncias financiadoras e nimero do processo;

-Indicar se o artigo é baseado em tese/dissertacao, colocando
o titulo, 0 nome da instituicao, o ano de defesa e o nimero de paginas;

- Incluir titulo do manuscrito, em portugués e ingleés;
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- Incluir titulo abreviado (short title) com quarenta caracteres,
para fins de legenda em todas as paginas;

- Incluir resumos com no minimo 150 e no maximo 250
palavras nos dois idiomas, portugués e inglés, ou em espanhal, nos
casos em que se aplique, com palavras-chave;

- Verificar se as referéncias estao normalizadas segundo estilo
adotado pela revista, ordenadas alfabeticamente, e se todas estao
citadas no texto;

- Incluir permissao de editores para reproducdo de figuras ou
tabelas publicadas;

- Incluir parecer do Comité de Etica da instituico.

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE
E TRANSFERENCIA DE DIREITOS AUTORAIS

Cada autor deve ler e assinar os documentos Declaracao de
Responsabilidade (1) e Transferéncia de Direitos Autorais (2), nos
quais devem constar:

- Titulo do manuscrito;

- Nome por extenso dos autores (na mesma ordem em gue
aparecem no mManuscrito);

- Autor responsavel pelas negociagdes.

1. Declaracdo de responsabilidade: todas as pessoas
relacionadas como autoras devem assinar declaraces de
responsabilidade nos termos abaixo:

- “Certifico que participei da concepcado do trabalho para
tornar publica minha responsabilidade pelo seu contetdo, que ndo
omiti quaisquer ligagdes ou acordos de financiamento entre os autores
e companhias que possam ter interesse na publicacao deste artigo”;

- "Certifico que o manuscrito é original e que o trabalho, em
parte ou na integra, ou qualquer outro trabalho com contelido
substancialmente similar de minha autoria nao foi enviado a outra
revista e nao o serd enquanto sua publicacdo estiver sendo
considerada pela Bioikos, quer seja no formato impresso ou no
eletrénico”.

2. Transferéncia de direitos autorais:

- "Declaro que, em caso de aceitacdo do artigo, a Bioikos passa
a ter os direitos autorais a ele referentes, que se tornarao propriedade

~ exclusiva darevista, e fica vedada qualquer reproducao, total ou parcial,

em qualquer outra parte ou meio de divulgacao, impressa ou eletrénica,
sem queaprévia e necessaria autorizagao sejasolicitada e, se obtida, farei
constar o competente agradecimento a revista”.
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