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1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 Habitualmente, dissertações de mestrado são escritas na forma de capítulos, 

organizados já no formato de artigos científicos, visando uma praticidade para a posterior 

publicação dos resultados obtidos, além de uma melhor organização dos diversos temas 

trabalhados no projeto. Também é bastante frequente a escrita já em inglês, uma vez que 

é a língua universal da ciência, o que amplia as possibilidades de revistas a serem 

consideradas para a publicação, de forma a não somente se ater a revistas nacionais, mas 

também às internacionais, o que permite a divulgação global da pesquisa. 

 Este trabalho, no entanto, foi intencionalmente escrito como um “dossiê” sobre o 

assunto pesquisado, no formato de monografia, com uma introdução que esmiuça a 

premissa do trabalho, ou seja, o estudo de um gênero de crustáceos endêmicos da América 

do Sul, com várias espécies de ocorrência nacional distribuídas em sua maioria em áreas 

de Mata Atlântica, o bioma brasileiro mais degradado, e com um número expressivo de 

representantes figurando nas listas nacionais de espécies ameaçadas. Portanto, nosso 

propósito foi dar um passo adiante neste “universo” ainda pouco explorado do status de 

conservação de espécies neotropicais brasileiras de valor inestimável, por conta de seu 

elevado grau de endemismo.  

 Os principais mecanismos internacionais e nacionais utilizados para a avaliação 

do status de conservação de espécies foram descritos, além de uma introdução ao gênero 

Aegla de crustáceos estudados, sua distribuição e atual status de conservação das espécies, 

principais ameaças sofridas pelos crustáceos de água doce e formas de avaliação da ação 

do impacto antrópico sobre essa fauna. Na seção de Material e Métodos há uma descrição 

detalhada do protocolo desenvolvido para os principais experimentos laboratoriais 

abordados, além dos índices utilizados para descrição da qualidade da água dos ambientes 

para a sobrevivência da fauna. Os resultados foram apresentados de forma a representar 
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uma visão qualitativa, através de fotos de microscopia e uma visão quantitativa, através 

de gráficos, tabelas e análises estatísticas. Por fim, a discussão permeia tudo o que foi 

observado nos resultados para então chegar às conclusões.  

 A escolha da escrita nesse formato objetiva registrar pela primeira vez este tema 

em nosso laboratório, o Laboratório de Biologia de Invertebrados Aquáticos (LabIAqua), 

servindo de base para futuras pesquisas de alunos e alunas ingressantes e, assim, 

permitindo que qualquer pesquisador que queira reproduzir experimentos similares, tenha 

meios de replicar o protocolo inédito desenvolvido. O texto também foi trabalhado de 

forma a apresentar o tema para qualquer pessoa que não tenha contato prévio com as 

informações, incluindo a população em geral. Portanto, além da escrita em português, em 

alguns momentos exploramos com profundidade conceitos que normalmente seriam 

tomados como “de conhecimento comum para a comunidade científica”.  

 Futuramente o texto será dividido em duas produções bibliográficas, uma focada 

no protocolo de extração e análise de hemolinfa e outra voltada às análises de taxa de 

apoptose e morfologia das células do sistema imune de Aegla através da técnica de 

citometria de fluxo da hemolinfa e associação desses dados com os de qualidade da água, 

cumprindo o viés conservacional da premissa desse estudo.  

 Também será possível acrescentar as sugestões e correções da banca de defesa 

antes da consolidação do texto para armazenamento no repositório da Unesp, de forma 

que tanto o arquivo final, quanto os artigos a serem confeccionados, contemplarão os 

apontamentos colocados. Essa dissertação foi escrita de acordo com o enfoque do “Plano 

de Ação Nacional para Conservação dos Peixes e Eglas da Mata Atlântica Ameaçados de 

Extinção” (CEPTA, ICMBio) em conscientizar a população sobre esses animais, 

apresentando-os e discutindo as diversas ameaças a que estão submetidos, além de 

possíveis ações conservacionistas.  
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2. RESUMO 

Análises de morfologia e viabilidade celular na hemolinfa são ferramentas empregadas 

com crustáceos para diagnosticar as condições biológicas de espécies ambientalmente 

impactadas através do “estado de saúde” dos animais. Os ecossistemas aquáticos 

neotropicais se destacam por concentrarem um maior número de espécies endêmicas 

ameaçadas de extinção por ações antrópicas. Com base nisso, a morfologia e taxa de 

apoptose dos hemócitos (células do sistema imune presentes na hemolinfa) dos anomuros 

de água doce Aegla spp. foram estudadas em áreas mais e menos impactadas por 

atividades humanas. As coletas dos espécimes foram realizadas em três locais: Riacho 

Pedra Preta (Avaré-SP); Salto Puxa Nervos (Tibagi-PR) e Rio Iapó (Castro-PR). A 

hemolinfa dos animais foi extraída para análise dos processos de apoptose através de 

citometria de fluxo e microscopia de fluorescência, utilizando um protocolo desenvolvido 

durante este projeto e foi feita uma descrição morfológica dos hemócitos através de 

microscopia óptica. Para a caracterização das áreas de estudo, foram realizadas análises 

de diversos parâmetros abióticos da água dos ambientes, além da presença e concentração 

de substâncias tóxicas. Foram observados e descritos 3 tipos celulares de hemócitos: 

hialinócitos, semigranulócitos e granulócitos. As taxas de apoptose se mostraram 

significativamente maiores nos espécimes de Avaré-SP em comparação com os de 

Castro-PR, entretanto, não houve diferenças significativas entre os espécimes de Tibagi-

PR e demais locais. Avaré teve os piores índices de qualidade de água, enquanto Castro 

e Tibagi apresentaram qualidade regular. Portanto, a combinação das análises de 

hemolinfa com os fatores ambientais pôde fornecer o “espelhamento” do status ambiental 

vs status imunológico de Aegla spp, o que poderia ser replicado para outros crustáceos.  

 

Palavras-chave: apoptose; citometria de fluxo; crustáceos; imunologia; microscopia de 

fluorescência; status de conservação. 
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3. ABSTRACT 

Analyses of morphology and cell viability in hemolymph are tools used with crustaceans 

to diagnose the biological conditions of environmentally impacted species by accessing 

their "health status". Neotropical aquatic ecosystems stand out for concentrating a greater 

number of endemic species threatened with extinction by human actions. Based on this, 

the morphology and apoptotic cell ratio of hemocytes (immune system cells present in 

the hemolymph) of freshwater anomura Aegla spp. were studied in areas more and less 

impacted by human activities. Specimens were collected in three locations: Riacho Pedra 

Preta (Avaré-SP); Salto Puxa Nervos (Tibagi-PR) and Rio Iapó (Castro-PR). The 

hemolymph of the animals was extracted for analysis of the apoptotic processes by flow 

cytometry and fluorescence microscopy, using a protocol developed during this project, 

and a morphological description of the hemocytes was made by optical microscopy. For 

the characterization of the study areas, analyses of several abiotic parameters of the water 

in the environments were carried out, in addition to the presence and concentration of 

toxic substances. Three types of hemocytes have been observed and described: 

hyalinocytes, semigranulocytes and granulocytes. The apoptotic ratios were significantly 

higher in the specimens from Avaré-SP compared to those from Castro-PR, however, 

there were no significant differences between the specimens from Tibagi-PR and other 

sites. Avaré had the worst water quality indexes, while Castro and Tibagi had regular 

quality. Therefore, the combination of hemolymph analysis with environmental factors 

could provide the "mirroring" of the environmental status vs immune status of Aegla spp, 

which could be replicated for other crustaceans.  

 

Keywords: apoptosis; flow cytometry; Crustaceans; immunology; fluorescence 

microscopy; conservation status.  
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4. INTRODUÇÃO 

 A conservação e a preservação de espécies animais e vegetais exigem estratégias 

nos mais diversos níveis científicos/sociais para manutenção do equilíbrio trófico e da 

biodiversidade, permitindo o sustento e a coexistência harmônica entre humanos e 

animais. Alguns exemplos dessas estratégias seriam: ações de conscientização da 

sociedade sobre quais espécies convivem próximas aos humanos em áreas urbanas e 

rurais, os hábitos e principais ameaças a essas espécies, riscos para os humanos etc. 

Um dos métodos mais utilizados para divulgar o status de conservação da 

biodiversidade mundial consiste na “Lista Vermelha” de espécies ameaçadas de extinção, 

criada pela União Internacional para a Conservação da Natureza (IUCN) (Peres et al. 

2011). Essas listas providenciam informações sobre a biodiversidade, tamanho das 

populações, habitat e ecologia, uso e/ou comércio, ameaças e ações para a conservação 

de espécies de todos os grupos de animais (IUCN, 2023), e fazem uma estimativa da 

probabilidade ou risco relativo de extinção de um táxon, incluindo-os em categorias de 

risco (IUCN Standards and Petitions Committee, 2022).  

Especificamente no Brasil, as Listas Nacionais de Espécies Ameaçadas de 

Extinção, publicadas pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA), constituem uma das 

ferramentas mais importantes de conservação, baseando-se em aspectos ecológicos, 

sociais e econômicos para definir as espécies que as compõem (Peres et al. 2011). Com a 

criação do Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio), o órgão 

passou a ser responsável por elaborar estratégias de conservação baseadas em 

informações sobre risco de extinção, taxonomia, distribuição geográfica, tendências 

populacionais, biologia reprodutiva, longevidade, principais ameaças, tipos de uso, áreas 

críticas e ações para a conservação das espécies (Peres et al. 2011).  
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Tais planos são elaborados para espécies encontradas nos mais variados 

ecossistemas e, entre eles, os de água doce se destacam por possuírem uma grande 

biodiversidade, com aproximadamente um terço de todos os vertebrados conhecidos, 

vivendo neles (Dudgeon et al. 2006). Segundo Balian et al. (2008), o número total de 

espécies descritas em água doce (aquática e semiaquática) é de aproximadamente 

126.000, das quais 60,4% são insetos; 14,5% são vertebrados; 10% são crustáceos; 5% 

são aracnídeos e 4% são moluscos, com o restante distribuído entre outros grupos de 

invertebrados. No entanto, toda essa biodiversidade pode estar sendo submetida a 

diversos níveis de ação antrópica e subsequente estresse ambiental, por conta da 

construção de reservatórios d’água sem os devidos cuidados com o ambiente; da 

destruição das matas de galeria e o consequente processo de assoreamento de rios e lagos, 

além da poluição das águas; da introdução de espécies exóticas e da pesca, que acabam 

por deteriorar os ambientes aquáticos (Bond-Buckup et al. 2010).  

Dentre os diversos animais que habitam as águas continentais, encontra-se o grupo 

de crustáceos do gênero Aegla Leach, 1821, pertencentes à família Aeglidae Dana, 1852. 

Aegla spp. são “caranguejos” anomuros dulcícolas e endêmicos da região sul da América 

do Sul, estando distribuídos por países como Brasil, Argentina, Chile, Uruguai, Paraguai 

e Bolívia (Martin e Abele 1986; Pérez-Losada et al. 2004). As espécies ocorrem em lagos, 

riachos, terras alagadiças e cavernas (Pérez-Losada et al. 2004) e diversos de seus 

representantes estão ameaçados de extinção (Santos et al. 2017). Com 93 espécies 

descritas (Páez et al. 2018; Trombetta et al. 2019; Marçal et al. 2020; Bueno et al. 2021; 

Marçal et al. 2021a; Marçal et al. 2021b), Aegla é provavelmente o gênero mais ameaçado 

entre os decápodes de água doce da América do Sul (Bueno et al. 2016), com 57 das 82 

espécies (67%) avaliadas em 2017, consideradas ameaçadas segundo os critérios da 

IUCN (Santos et al. 2017). A categoria “ameaçada” da IUCN considera atualmente três 
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níveis distintos de proteção a espécies: criticamente em perigo, em perigo e vulnerável, 

de forma que das 82 espécies avaliadas, 17 estavam “criticamente em perigo”, 24 “em 

perigo” e 16 “vulneráveis” (Santos et al. 2017).  

Considerando as 42 espécies de ocorrência nacional conhecidas até 2014, a 

Avaliação de 2010-2014 registrada no Livro Vermelho dos Crustáceos do Brasil afirma 

que um percentual de 62% se encontrava ameaçada, estando 19,05% “criticamente em 

perigo”, 28,57% “em perigo” e 14,26% “vulneráveis”, o que torna a conservação desse 

grupo uma ação emergencial (Pérez-Losada et al. 2004).  

Na lista mais recente feita pelo Sistema de Avaliação do Risco de Extinção da 

Biodiversidade – SALVE (ICMBio, 2023), que contemplou 49 das 61 espécies 

brasileiras, 8 se encontram “criticamente em perigo”, 8 “em perigo” e 2 “vulneráveis”, 

totalizando 18 espécies ameaçadas (36,7%). Apesar da diminuição da porcentagem de 

fauna em risco, trata-se de espécies endêmicas presentes em sua maioria em áreas de Mata 

Atlântica, amplamente devastada no Brasil. 

O status de conservação das espécies, como as da família Aeglidae, é avaliado 

através de dados sobre sua distribuição espacial (extensão de ocorrência e/ou área de 

ocupação), padrões de distribuição (alto endemismo e/ou severa fragmentação no padrão 

de distribuição de espécies altamente endêmicas resultando em subpopulações 

reprodutivamente isoladas) e habitat e qualidade (contínua degradação das condições 

ambientais e perda de habitat) (IUCN Standards and Petitions Committee 2022; 

ICMBIO/MMA 2018; MMA 2014).  

Dada a fragilidade e o preocupante status de ameaça mencionados, foi criado 

recentemente pelo ICMBio o “Plano de Ação Nacional (PAN) para Conservação dos 

Peixes e Eglas da Mata Atlântica Ameaçados de Extinção”, com vigência de 2019 a 2024, 
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que objetiva justamente atenuar o status de ameaça dessas espécies de Aegla. A criação 

desse PAN, vinculado ao Ministério do Meio Ambiente, enfatiza e justifica a necessidade 

de esforços em pesquisas conservacionistas para esse grupo animal.  

Outro importante ponto ao se interpretar o status de preservação de uma espécie é 

o impacto antrópico na saúde e bem-estar dos animais. Nesse sentido, por exemplo, pode-

se considerar trabalhos que avaliaram a ação de microplásticos nos mecanismos 

cognitivos de seleção de conchas por ermitões (Crump et al. 2020), além da fragmentação 

desses microplásticos através dos processos digestivos de crustáceos, contribuindo para 

a sua degradação no ambiente (Cau et al. 2020; Mateos-Cárdenas et al. 2020); a 

contaminação de estuários por metais pesados e seus efeitos nos mecanismos de 

osmorregulação e consumo de oxigênio de caranguejos Brachyura da fauna local 

(Capparelli et al. 2016); alterações comportamentais e fisiológicas em eglídeos causadas 

pelo aquecimento global e consequente aumento de temperatura das águas (Cogo et al. 

2018); e ainda o efeito da poluição por metais e agroquímicos nos marcadores de estresse 

oxidativo em Aegla spp. (Piassão et al. 2019; Borges et al. 2022).  

Considerando que os eglídeos são (1) encontrados em águas continentais e que a 

manutenção desses animais em laboratório é comprovadamente possível (Cogo e Santos 

2013; Cogo et al. 2018); (2) já foram testados e usados em estudos de análise de impactos 

no ambiente, como os citados anteriormente; e (3) podem ser considerados modelos para 

a elaboração de protocolos de análise do “bem-estar” animal, seria possível então, medir 

a qualidade de vida de indivíduos que estejam sob impacto de distúrbios ambientais em 

seu habitat?  

Uma possível abordagem para estudar os efeitos dos poluentes humanos nos 

crustáceos, bem como o seu status imunológico, envolve a observação de alguns 

parâmetros da hemolinfa, fluido transportador de nutrientes, hormônios e produtos do 
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metabolismo celular dos artrópodes (Grubhoffer et al. 2013). Analogamente aos 

hemogramas realizados em pacientes acometidos por doenças e alterações e que são 

fundamentais para diagnósticos e tomadas de decisão, essa análise em crustáceos também 

traz informações importantes acerca da saúde e potenciais estressores.  

Em particular, a análise dos hemócitos dos eglídeos, células circulantes na 

hemolinfa e que fazem parte do processo de defesa do organismo, pode fornecer 

informações sobre o estado de saúde do animal (Cárdenas et al. 2000). Os hemócitos têm 

um papel vital no sistema imune dos crustáceos e nos decápodes, embora a morfologia 

das células varie, são habitualmente encontrados em 3 tipos celulares distintos: 

granulócitos, semigranulócitos e hialinócitos (Bauchau, 1981). É o caso tanto para 

decápodes marinhos, como o camarão branco chinês Fenneropenaeus chinensis (Osbeck, 

1765) (Xing et al. 2017), o camarão-rosa Farfantepenaeus paulensis (Pérez Farfante, 

1967) e o camarão-branco Litopenaeus vannamei Boone, 1931 (Bandeira et al. 2020), 

quanto para decápodes de água salobra, como o caranguejo Carcinus aestuarii Nardo, 

1847 (Matozzo e Marin 2010) e de água doce, como o lagostin Procambarus zonangulus 

Hobbs & Hobbs, 1990 (Cárdenas et al. 2000). 

A distinta morfologia dos hemócitos reflete suas variadas funções. Uma vez que 

os crustáceos não possuem processos de defesa adaptativa, como os mamíferos por 

exemplo, os hemócitos constituem as células imunocompetentes responsáveis por 

produzir uma resposta inata a, por exemplo, esporos de bactérias, fungos e vírus 

(Söderhäll et al. 1994; Guise et al. 2005). Os hialinócitos (sem ou com poucos grânulos e 

um núcleo ovoide ou fusiforme) têm envolvimento com a fagocitose; enquanto os 

granulócitos (repletos de grânulos em seu interior e um núcleo ovoide) podem 

desempenhar o armazenamento e liberação do sistema profenoloxidase, além da 

citotoxicidade. Já os semigranulócitos (com menos grânulos em seu interior em 



 17 

comparação aos granulócitos) podem estar envolvidos na encapsulação de parasitas 

grandes demais para serem internalizados por um só hemócito e também no sistema 

profenoloxidase (Unestam e Söderhäll 1977; Ratcliffe e Rowley 1979; Smith e Söderhäll 

1983a; Smith e Söderhäll 1983b; Kobayashi et al. 1990; Johansson et al. 2000; Xian et 

al. 2012, 2021).  

O sistema profenoloxidase é um sistema de reconhecimento e ação contra 

partículas exógenas e estranhas aos crustáceos. Este processo de identificação das 

partículas se dá através de uma cascata de reações enzimáticas que envolvem a produção 

de melanina (Smith e Söderhäll 1983a; Söderhäll et al. 1994), cuja síntese em artrópodes 

está associada com respostas celulares a parasitas ou microrganismos invasores (Ratcliffe 

e Rowley 1979; Smith e Söderhäll 1983a). Ao limitar infecções nos períodos iniciais de 

exposição a agentes causadores de doenças (Guise et al. 2005), o sistema profenoloxidase 

é uma das razões pela qual o sistema imune dos crustáceos representa a sua primeira linha 

de defesa, uma vez que as barreiras físicas são vencidas (exoesqueleto), sendo, portanto, 

de extrema importância para a resistência a distúrbios ambientais. 

Uma forma de se analisar a hemolinfa presente nos crustáceos foi descrita por 

Cárdenas et al. (2000), que testou a utilização da técnica de citometria de fluxo para 

estudar a imunidade celular em lagostins através das respostas dos hemócitos ao estímulo 

por um elemento presente nas paredes celulares de fungos. A citometria de fluxo se tornou 

essencial na pesquisa clínica humana e animal (Cárdenas et al. 2000), sendo empregada 

para obter informações sobre alguns processos biológicos, particularmente a morte 

celular (Galhardas 2014). Seu princípio consiste na passagem de partículas ou células em 

suspensão por um feixe luminoso na presença de filtros e detectores posicionados para 

captar sinais gerados pela interação entre os elementos e a luz. Esses sinais fornecem 

informações sobre as diferentes propriedades físico-químicas, morfológicas e estruturais 
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da célula. Os detectores são calibrados para medir a luz absorvida e emitida pela amostra 

em análise e o uso de marcadores fluorescentes estende as possibilidades de uso da 

técnica. Os sinais luminosos detectados são então transformados em impulsos elétricos e, 

posteriormente, em sinais digitais interpretados por um computador (Galhardas 2014; 

Bajgelman 2019).  

Embora possa ser um processo passivo de caráter degenerativo que ocorre em 

situações de lesão celular e infecção (Grivicich et al. 2007), a morte celular também pode 

ser um evento ativo. Animais multicelulares muitas vezes precisam se livrar de células 

potencialmente perigosas que possam ameaçar sua homeostase (Hengartner 2000) e uma 

das formas de fazerem isso é através do mecanismo conhecido como apoptose, termo 

cunhado em 1972 por Kerr, Wyllie e Currie para indicar um tipo comum de morte celular 

programada (Kerr et al. 1972; Hengartner 2000).  

Nos animais que vivem em ambientes aquáticos, este processo apoptótico pode 

ser influenciado, entre outros fatores, por poluentes presentes na água. Alguns estudos 

constataram que crustáceos submetidos a diferentes concentrações de nitrito, o poluente 

mais comum observado em sistemas de aquicultura, apresentaram um aumento no seu 

número de células em apoptose (Xian et al. 2011; Guo et al. 2013). A mesma situação foi 

observada em crustáceos expostos a diversas concentrações de cobre, um metal pesado 

(Xian et al. 2010; Guo et al. 2017). Portanto, a análise do processo apoptótico nas células 

da hemolinfa dos crustáceos pode fornecer uma indicação do estado de saúde desses 

animais. Nesse sentido, a utilização de alguns marcadores celulares pode auxiliar na 

detecção de células apoptóticas ou até mesmo já necrosadas. 

Considerando o status de conservação preocupante de crustáceos endêmicos, 

como os eglídeos, além de sua existência em ambientes aquáticos mais e menos 

impactados pelas atividades humanas, os objetivos deste trabalho foram:  
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(1) analisar as taxas de apoptose dos hemócitos das espécies de Aegla estudadas, 

identificando células vivas, em estágios iniciais de apoptose e já mortas;  

(2) descrever a morfologia dos tipos de hemócitos presentes na hemolinfa de Aegla; 

(3) associar dados bióticos e abióticos dos locais de coleta para identificar alguns dos 

efeitos das atividades humanas na fauna de crustáceos de água doce. 

 Além disso, esperava-se através da análise da hemolinfa por citometria de fluxo: 

(1) encontrar mais hemócitos vivos na hemolinfa dos indivíduos de ambientes menos 

impactados por algum tipo de ação antrópica; 

(2) encontrar mais hemócitos em estágio de apoptose e necrose nos indivíduos de 

ambientes considerados mais degradados.   

Este trabalho contribui para a conservação in situ e ex situ de Aegla spp. ao 

elaborar um procotolo de análise de hemolinfa análogo ao hemograma feito no sangue 

dos humanos, uma ferramenta universal para acompanhar o status imunológico dos 

animais in loco e em laboratório, sendo essencial para tomadas de decisão de cunho 

conservacionista que antecedem extinções não desejadas. Tanto o protocolo, quanto a 

descrição da morfologia dos tipos de hemócitos e suas taxas de apoptose constituem dados 

inéditos para Aeglidae. 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Caracterização das áreas de estudo 

 As amostragens foram realizadas em três locais que correspondem à distribuição 

geográfica previamente publicada dos eglídeos (Wolf 2018): um ponto no Riacho Pedra 

Preta (23°09’S-48°46’O, altitude 635 m), na cidade de Avaré, estado de São Paulo; e mais 

dois pontos localizados no estado do Paraná: Salto Puxa Nervos (24°56’S-50°52’O, 
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altitude 785 m), na cidade de Tibagi e Rio Iapó (24°81’S-49°85’O, altitude 1001 m), na 

cidade de Castro. 

 

Riacho Pedra Preta (Avaré - SP) 

 Área com ampla ocorrência de mata ripária e alternância entre trechos lóticos e 

lênticos, além da presença de gado nos arredores. O riacho possui várias áreas de abrigo 

para os animais, constituídas por rochas.  

 

Salto Puxa Nervos (Tibagi - PR) 

Localizada dentro de uma fazenda privada, a cachoeira fica numa região com 

fragmentos de vegetação original, composta por floresta ombrófila mista, estepes e 

cerrado e conta com a presença de gado nas proximidades. Os arredores do rio apresentam 

mata ripária, a cobertura vegetal do local é fechada e o rio também possui alternância de 

trechos lóticos e lênticos e presença de áreas de abrigo para os animais. 

 

Rio Iapó (Castro - PR) 

Localizado abaixo de uma rodovia, o trecho do rio possui uma faixa descontínua 

de mata ripária ao seu redor, além de gramíneas e fica numa área desmatada. Nos 

arredores há plantações em terras irregulares ou desmatadas. A cidade de Castro tem uma 

economia baseada em atividades de agricultura, pecuária de leite e de corte, criação de 

porcos e aves e extração de minérios (Fasolo et al. 2002) e sua vegetação é composta pelo 

bioma Mata Atlântica (Floresta Ombrófila Densa com remanescentes de Floresta 

Ombrófila Mista) (Denadai et al. 2022). 



 21 

4.2. Amostragem biológica 

 Os espécimes de Aegla spp. foram obtidos por meio de coleta passiva, utilizando 

armadilhas de plástico perfuradas e em formato retangular [medidas aproximadas: 24 cm 

x 17 cm x 7 cm (comprimento x largura x altura)]. Estas foram distribuídas aleatoriamente 

nos pontos amostrais no final da tarde e inspecionadas no início da manhã seguinte afim 

de verificar os indivíduos capturados, uma vez que as atividades comportamentais 

exploratórias em eglídeos são mais notórias em período noturno, como demonstrado por 

Sokolowicz et al. (2007) para Aegla longirostri Bond-Buckup & Buckup, 1994 e para 

Aegla castro Schmitt, 1942 (De Almeida et al. 2021). Cada armadilha contém uma 

abertura para a entrada dos animais, que foram atraídos pelo odor da isca (ração de gato 

sabor peixe) colocada dentro de uma pequena vasilha de plástico perfurado (figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Armadilha para as coletas dos animais. A: Armadilha aberta com a seta preta indicando o depósito 

onde a isca é colocada e a seta vermelha indicando o local de entrada dos animais. B: Seta preta indicando 

o depósito de isca aberto e a seta vermelha indicando o local de entrada dos animais. C: Armadilha fechada. 

 

 A entrada da armadilha fica posicionada na direção oposta à corrente d’água, 

permitindo que o animal perceba a presença do alimento e se desloque em direção a ele, 
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entrando na armadilha, que foi montada com uma inclinação, de forma que uma vez 

dentro da caixa, o animal não consiga mais sair. Essa metodologia já vem sendo 

empregada para a realização de estudos com eglídeos e tem como principal estratégia, 

atrair aleatoriamente os indivíduos pelo odor da ração sem saciá-los (Bueno et al. 2007; 

Grabowski et al. 2013; da Silva et al. 2016). Na ausência ou baixo número de indivíduos 

capturados na coleta passiva, os animais foram coletados ativamente com uma rede em D 

(figura 2) e peneiras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Rede em D utilizada para as capturas ativas de animais. 
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Os animais foram mantidos em laboratório por 1 a 3 dias, em aquários aerados, 

equipados com um sistema de recirculação constante, com temperatura entre 15 e 20°C e 

rochas para abrigo (figura 3), e foram alimentados com ração Tetra Color Bits. A água 

utilizada nos aquários foi obtida do ambiente de origem, a temperatura do ar no entorno 

foi mantida entre 20 e 21°C e foi feito um controle de fotoperíodo (12h de luz e 12h de 

escuridão) (adaptado de Cogo et al. 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Aquário montado com filtro modular de 3 níveis, contando com barreira física (malha), biológica 

(bactérias nitrificantes) e química (carvão ativado), bomba circulante de água com mangueira de ar 

acoplada e rochas do ambiente original como abrigos naturais, além de abrigos artificiais feitos de pedaços 

de cano PVC. 
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Espécimes de três regiões distintas foram coletados durante o outono de 2023, 

com um deles identificado em nível de espécie e dois em nível de gênero, sendo eles: 

Aegla sp. (figura 4); Aegla castro Schmitt, 1942 (figura 5), ambas coletadas em 16 e 17 

de maio de 2023 e Aegla sp. (figura 6), coletadas em 29 e 30 de maio de 2023. O número 

de animais amostrados foi: 9 espécimes de Aegla castro; 19 de Aegla sp. coletada em 

Tibagi e 18 de Aegla sp. coletada em Avaré, totalizando 46 espécimes. Para essas 

amostragens biológicas, contamos com autorização com finalidade científica do 

MMA/ICMBIO/SISBIO e COTEC. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Espécimes de Aegla sp. coletados na cidade de Tibagi - PR. A: macho vista dorsal. B: macho 

vista ventral, sem a presença de pleópodes no pléon. C: fêmea vista dorsal. D: fêmea vista ventral, com a 

presença de pleópodes no pléon (seta branca). Barra de escala branca – 1 cm. 
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4.3. Retirada da hemolinfa 

 A hemolinfa foi extraída da base do 4° pereópode de ambos os lados dos animais 

(adaptado de Gollas-Galván et al. 1997), totalizando aproximadamente 300 µl de cada 

um dos espécimes. Foi utilizada uma agulha hipodérmica de 26G ½ 13x0,45 mm com o 

bisel sempre voltado para cima, acoplada a uma seringa de 1 ml contendo um volume de 

solução anticoagulante/nutritiva refrigerada de Alsever (8 g/L de citrato de sódio, 20,5 

Figura 6. Aegla sp. coletada em Avaré - SP. A: vista dorsal. B: vista ventral. Barra de escala branca – 1 cm. 

Figura 5. Aegla castro coletada na cidade de Tibagi - PR. A: vista dorsal. B: vista ventral. Barra de escala branca 

– 1 cm. 
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g/L de glicose, 4,2 g/L de cloreto de sódio e pH de 7,5) (Xian et al. 2010, 2011, 2012, 

2021; Zhou et al. 2017; Guo et al. 2013, 2017) igual ao volume de hemolinfa coletada e 

essa mistura foi imediatamente suspensa em 1800 µl de solução de Alsever (AS) 

devidamente refrigerada. 

  Esse procedimento se deve ao fato de os crustáceos apresentarem uma rápida 

capacidade de coagulação por conta de possuírem um sistema circulatório aberto, de 

forma que qualquer injúria ao seu exoesqueleto poderia causar uma massiva perda de 

hemolinfa (Söderhäll et al. 1994; Vazquez et al. 2009). Foram utilizados apenas 

indivíduos no período de intermuda, em que o exoesqueleto se mantém rígido, 

constituindo a primeira linha de defesa destes espécimes, que fica periodicamente 

enfraquecida durante a ecdise, quando aumentam as oportunidades de patógenos 

circundantes invadirem a cavidade do corpo (Moret et al. 2010). 

 

4.4. Viabilidade celular dos hemócitos 

Para a viabilidade celular em termos qualitativos, foi utilizado o kit LIVE/DEAD 

Sperm Viability (Thermofisher, USA). Uma alíquota de aproximadamente 100 μL foi 

diluída 20x (maiores detalhes, ver Guise et al. 2005) e corada com Iodeto de Propídio e 

SYBR-14 de acordo com as instruções do fabricante. Essa amostra corada foi empregada 

para análise através de microscopia de fluorescência em um microscópio (Nikon Ni, 

Tokyo, Japan) dotado de um conjunto de filtros específicos para SYBR-14 

(excitação/emissão: 488/610 nm) e Iodeto de Propídio (493/636).  

As imagens foram projetadas através de uma câmera tipo CCD (DiSR2, Nikon, 

Tokyo, Japan) e capturadas pelo software Nis-Ar Elements (Nikon, Tokyo, Japan), com 

os hemócitos marcados de verde com o SYBR-14 representando células vivas, uma vez 
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que esse é um corante de núcleo celular, permeável à membrana plasmática. Já as células 

mortas foram coradas de vermelho com o Iodeto de Propídio, que também marca o núcleo 

celular, mas que por conta de sua não permeabilidade à membrana, só consegue entrar 

caso o citoplasma já esteja rompido, indicando a morte celular. Essa mesma amostra foi 

caracterizada morfologicamente através de microscopia de Contraste Interferencial 

Diferencial (DIC). 

A contagem celular foi feita numa câmara de Neubauer utilizando o corante Azul 

de Tripan, responsável por marcar o núcleo de células mortas ao entrar em seu citoplasma 

rompido, nunca ultrapassando 1 x 106 células. A viabilidade celular em termos 

quantitativos foi analisada através da análise de hemócitos apoptóticos através da 

citometria de fluxo, utilizando o kit de detecção de apoptose por Anexina V-FITC/IP (BD 

Pharmingen, BD Biosciences), seguindo as instruções do fabricante. 

Para isso, após a contagem celular, um eppendorf com a mistura de hemolinfa e 

solução anticoagulante/nutritiva foi separado e adicionado a 1 mL de uma solução de 

formaldeído 4% por 30 minutos, para que fosse feito o controle de morte, de modo a 

calibrar o citômetro. Em seguida, todos os eppendorfs com a mesma mistura, inclusive o 

do controle de morte, foram centrifugados em modo spin (meio minuto, a 8ºC em 

velocidade de 10.000 RPM) e o volume final foi ressuspendido em 100 µl de solução de 

Alsever/tampão de anexina (BD Pharmingen, BD Biosciences) na proporção 9/1. O 

controle de morte foi dividido em quatro tubos, sendo: 1 não marcado; 1 marcado com 5 

µl de Anexina V-FITC; 1 marcado com 2 µl de Iodeto de Propídio e 1 marcado tanto com 

Anexina, quanto Iodeto de Propídio e cada um desses tubos foi também ressuspendido 

em 100 µl de solução de Alsever/tampão de anexina na proporção 9/1. 

A proteína Anexina V se mostrou útil na detecção de células apoptóticas e sua 

conjugação com o corante Isotiocianato de Fluoresceína (FITC) permite identificar e 
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quantificar células em apoptose através da citometria de fluxo. Essa proteína interage com 

a fosfatidilserina, um fosfolipídio originalmente presente na camada interna da membrana 

plasmática, mas que é externalizado durante os estágios iniciais da apoptose. Portanto, se 

for utilizada em associação com o Iodeto de Propídio, um marcador nuclear fluorescente 

capaz de identificar os estágios finais da apoptose, permite a detecção de células viáveis, 

células apoptóticas em estágio inicial e células apoptóticas em estágio final, ou mesmo já 

mortas (Van Engeland et al. 1998; Galhardas 2014).  

Os demais tubos com a solução foram marcados com 5 µl de Anexina V-FITC e 

2 µl de Iodeto de Propídio e incubados por 15 min no escuro junto aos tubos do controle 

de morte, cobertos por um papel alumínio, para então serem completados com 200 µl da 

solução de Alsever/ tampão de anexina e analisados no citômetro de fluxo. A Anexina V-

FITC é capaz de identificar as células em estágios iniciais de apoptose. O Iodeto de 

Propídio é capaz de corar núcleos celulares através da utilização de marcadores celulares 

que ao serem atingidos por um espectro de luz, emitem fluorescência, permitindo 

identificar as células de interesse, no caso os hemócitos em estágios finais de apoptose, 

que devem aparecer nas leituras dos lasers (Braga et al. 2016). 

As taxas de apoptose obtidas para os 3 locais foram confrontadas com os valores 

de um Índice de Qualidade das Águas para cada um destes ambientes, de forma a 

comparar o observado em cada um deles em termos de qualidade da água, com as 

proporções de hemócitos viáveis ou não. Os dados foram testados quanto a sua 

normalidade através do Teste de Shapiro-Wilk e quanto a sua homoscedasticidade através 

do Teste de Levene, para determinar se eram paramétricos ou não-paramétricos. Como 

os dados se mostraram paramétricos, foi feita uma análise de variância (ANOVA), 

determinando a existência de diferenças entre as taxas de apoptose dos 3 locais e um pós-
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teste de comparações múltiplas (Tukey), para avaliar entre quais conjuntos de dados essas 

diferenças existiam.  

As análises qualitativas foram conduzidas no Centro Nacional de Pesquisa e 

Conservação de Peixes Continentais (CEPTA) do ICMBio, em Pirassununga, sob a 

orientação do Prof. Dr. George Shigueki Yasui e da Dra. Lucia Suárez López.  

Já as análises quantitativas foram conduzidas no Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – Campus de 

Botucatu, utilizando um protocolo desenvolvido durante este estudo, sob a coordenação 

do Prof. Dr. Antonio Leão Castilho, Prof. Dr. George Shigueki Yasui, Profa. Dra. 

Graziela Gorete Romagnoli Castilho e da Dra. Larissa Ragozo Cardoso de Oliveira, além 

do citômetro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences) dotado de um conjunto de filtros 

para a leitura e consolidação dos histogramas. A análise de dados do citômetro e 

construção de gráficos de pontos foram feitos através do software FlowJo, versão vX.10.6 

(Tree Stars Inc.). 

 

4.5. Análises ambientais e componentes abióticos 

  A água dos ambientes foi coletada em galões de plástico, refrigerada e analisada 

de acordo com os parâmetros do IPMCA Índice de Variáveis Mínimas para a Preservação 

da Vida Aquática (CETESB 2021) e que leva em consideração a presença e concentração 

de contaminantes químicos tóxicos (cobre, zinco, chumbo, cromo, mercúrio, níquel, 

cádmio e surfactantes), seu efeito sobre os organismos aquáticos (toxicidade) e duas das 

variáveis consideradas essenciais para a biota (pH e oxigênio dissolvido). Os valores 

foram analisados de acordo com uma tabela de comparação (tabela 1) e para o cálculo do 

IPMCA foi utilizada a equação: 
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𝐼𝑃𝑀𝐶𝐴 =  𝑉𝐸 ×  𝑆𝑇 

 Onde: 

 VE: valor da maior ponderação do grupo de variáveis essenciais; 

 ST: valor médio das três maiores ponderações do grupo de substâncias tóxicas.  

Este valor é um número inteiro e o critério de arredondamento deve ser o seguinte: 

valores menores que 0,5 são arredondados para baixo e valores maiores ou iguais a 0,5 

para cima. Cada variável do IPMCA é enquadrada em ponderações numéricas de 1 a 3 

que correspondem a padrões de qualidade de água estabelecidos pela Resolução 

CONAMA nº 357/2005 e padrões preconizados pelas legislações americana (USEPA, 

1991) e francesa (Code Permanent: Environment et Nuisances, 1986). Esses documentos 

estabelecem limites máximos permissíveis de substâncias químicas na água para evitar 

toxicidade crônica e aguda à biota aquática (CETESB, 2021) 

Para as análises de metais, foram utilizados 100 mL de água refrigerada de cada 

um dos locais de coleta. As determinações de cobre, zinco, chumbo, cromo, níquel e 

cádmio foram feitas por espectrometria de absorção atômica com atomização em forno 

de grafite, utilizando espectrômetro SHIMADZU AA-6800, equipado com um corretor 

de absorção de fundo com lâmpada de deutério e sistema auto reverso (SR), tubo pirolítico 

de grafite com plataforma integrada e amostrador automático ASC-6100. As medidas de 

absorbâncias dos padrões e amostras foram feitas utilizando lâmpada de cátodo oco 

Shimadzu e operada com corrente mínima de 12 mA e corrente máxima de 400 mA 

(corrente utilizada na correção de fundo – BG).  

As condições de análises utilizadas foram as seguintes: gás de arraste – argônio 

ultra puro com vazão constante de 1 L min-1 utilizado durante todo o programa de 

aquecimento, exceto na etapa de atomização, durante a qual o fluxo de gás foi 
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interrompido; tubo de grafite pirolítico de grafite com plataforma integrada – revestida 

com tungstênio atuando como modificador químico permanente; modificador químico 

coinjetado – foi utilizada uma solução contendo íons Paládio (Pd2+) que atuaram junto 

com os padrões e/ou via amostrador automático do espectrômetro; programação de 

temperatura do forno de grafite: Temperatura de Secagem – 90° C, 10 s; 220°C, 10 s; 

Temperatura de Pirólise – 800°C, 10 s, 1200°C, 10 s; Temperatura de Atomização -  

2200°C, 5 s e finalmente, Temperatura de Limpeza -  2400°C, 10 s (Leite et al. 2019).  

As determinações de mercúrio foram feitas utilizando o mesmo equipamento, mas 

com algumas modificações nas condições experimentais: modificador químico coinjetado 

– foi utilizada solução contendo íons Zr (Zr4+); programação de temperatura do forno de 

grafite: Temperatura de Secagem – 90°C, 5 s; 120°C, 5 s; Temperatura de Pirólise – 

250°C, 5 s, 800°C, 5 s; Temperatura de Atomização – 1600°C, 2 s e Temperatura de 

Limpeza -  1800°C, 5 s (Bittarello et al. 2020). As leituras de absorbância foram medidas 

em área de pico. 

Para as análises de toxicidade foram utilizados microcrustáceos da espécie 

Ceriodaphnia silvestrii cultivados nas instalações do Núcleo de Ecotoxicologia e 

Ecologia Aplicada da Universidade de São Paulo (NEEA-USP). O processo de cultivo 

ocorreu em béqueres de 1 L, cobertos por vidro de relógio, mantidos a 25°C e com 

fotoperíodo de 12h:12h. Para esse processo, a água utilizada apresentou pH entre 7,0 e 

7,6 (pHmetro B374- Micronal) e dureza de 40 a 48 mg CaCO3 L-1. O meio era renovado 

três vezes por semana, quando era também feita a alimentação dos organismos através de 

uma mistura de alga Raphidocelis subcapitata cultivada em meio L. C. Oligo (~ 6 x 104 

células L-1) e alimento composto (1 mL L-1), contendo leveduras e ração de peixe 

fermentada. A avaliação da sensibilidade dos organismos foi feita com NaCl como 

substância de referência, conforme descrito na carta-controle do NEEA-USP. 
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Os ensaios de ecotoxicidade aguda foram executados seguindo os procedimentos 

detalhados na norma NBR 13373:2017 (ABNT, 2017). Utilizaram-se recipientes 

plásticos de 50 mL nos quais foram adicionados 10 mL da amostra, juntamente com cinco 

organismos neonatos (entre 6 e 24 h de idade). Para cada condição investigada, foram 

estabelecidas quatro réplicas. A duração do ensaio foi de 48 h, com a temperatura mantida 

a 25 ± 2ºC, sob um ciclo de iluminação de 12 h: 12 h e com luminosidade artificial entre 

100 e 1000 lx. O endpoint do ensaio baseou-se na observação da imobilidade dos 

organismos neonatos, sendo considerada a imobilização como um indicativo de 

mortalidade. Para garantir a validade do ensaio, foi estabelecido que a mortalidade dos 

organismos nas amostras de controle deveria ser inferior a 20%. 

Os testes de avaliação da toxicidade crônica foram feitos conforme a NBR 

13373:2017 (ABNT, 2017), em copos plásticos de 50 mL, com 15 mL de amostra e um 

organismo neonato adicionado, com cinco réplicas. O teste teve duração de 8 dias, a 25 ± 

2 ºC, com fotoperíodo de 12h:12h, com luminosidade artificial entre 100 e 1000 lx, com 

adição de ração fermentada (fermento biológico e ração de peixe Tetramin®) e 1 x 105 

células mL-1 de cultura de alga R. subcapitata. O endpoint de toxicidade crônica foi dado 

pela reprodução dos organismos, considerando os neonatos gerados nas ninhadas. O 

ensaio foi considerado válido, pois houve mortalidade inferior a 20% dos organismos 

presentes nas amostras do controle e número médio de neonatos produzidos por fêmea no 

controle igual ou maior que quinze (15). 

Para as análises de surfactantes foi utilizado o método 5540 C da Standard 

Methods For the Examination of Water and Wastewater (SMEWW, 2017) para 

surfactantes aniônicos como Substâncias Ativas do Azul de Metileno (MBAS). Essas 

substâncias provocam a transferência do azul de metileno, um corante catiônico, de uma 

solução aquosa para um líquido orgânico imiscível após o equilíbrio. Isso ocorre através 
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da formação de pares iônicos pelo ânion MBAS e pelo cátion azul de metileno. A 

intensidade da cor azul resultante na fase orgânica é uma medida de MBAS. O método 

compreende três extrações sucessivas de meio aquoso ácido contendo excesso de azul de 

metileno em clorofórmio (CHCl3), seguidas por uma retrolavagem aquosa e medição da 

cor azul no CHCl3 por espectrofotometria a 652 nanômetros. 

Na tabela 1, ambientes de nível A indicam águas com características desejáveis 

para a sobrevivência e reprodução dos organismos aquáticos, atendendo aos padrões de 

qualidade da Resolução CONAMA n° 357/2005 para águas classes 1 e 2 (destinadas, 

entre outras funções, à proteção das comunidades aquáticas), com exceção do oxigênio 

dissolvido para classe 1, cujo valor é ≥ 6,0 mg L-1 O2. Os de nível B partilham das mesmas 

condições, entretanto nestes a reprodução pode ser afetada a longo prazo. Ambientes de 

nível C indicam características na água que podem comprometer a sobrevivência dos 

organismos aquáticos (CETESB 2021). Os níveis B e C foram estabelecidos de acordo 

com os limites obtidos das legislações francesa e americana (CODE PERMANENT: 

ENVIRONMENT ET NUISANCES, 1986; USEPA, 1991). 

Também foi avaliado o IET, Índice do Estado Trófico de Carlson modificado por 

(Lamparelli 2004), composto pelo Índice de Estado Trófico para o fósforo [IET(PT)] e 

para a clorofila [IET(CL)], com os valores de fósforo representando o potencial de 

eutrofização, por ele ser o agente causador do processo, e os valores de clorofila indicando 

o consequente nível de crescimento das algas (CETESB, 2021). Para o cálculo do IET 

foram utilizadas as equações: 

𝐼𝐸𝑇 (𝐶𝐿) = 10 ×  (6 −  (
−0,7 − 0,6 ×  (ln 𝐶𝐿)

2
)) − 20 

𝐼𝐸𝑇 (𝑃𝑇) = 10 × (6 −  (
0,42 − 0,36 ×  (ln 𝑃𝑇)

2
)) − 20 



 34 

Onde: 

PT: concentração de fósforo total medida à superfície da água, em μg.L-1; 

CL: concentração de clorofila a medida à superfície da água, em μg.L-1; 

ln: logaritmo natural. 

 Para conseguir o valor final do IET, foi feita uma média aritmética simples, com 

arredondamento da primeira casa decimal, dos índices de fósforo total e clorofila a, 

seguindo a equação: 

𝐼𝐸𝑇 =  [
𝐼𝐸𝑇 (𝑃𝑇) + 𝐼𝐸𝑇 (𝐶𝐿)

2
] 

 O valor final do IET foi analisado de acordo com uma tabela de comparação 

(tabela 2) e depois transposto para valores possíveis de serem utilizados na análise do 

IVA, Índice de Qualidade das Águas para Proteção da Vida Aquática e de Comunidades 

Aquáticas (tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 35 

Tabela 1: Variáveis componentes do IPMCA e suas ponderações (adaptado de CETESB 2021). 

Grupos Variáveis Níveis Faixa de variação Ponderação 

 OD (mg/L) A 

B 

C 

≥ 5,0 

3,0 a < 5,0 

< 3,0 

1 

2 

3 

Variáveis 

Essenciais 

(VE) 

pH (Sorensen) A 

B 

C 

6,0 a 9,0 

5,0 a < 6,0 e > 9,0 a 9,5 

< 5,0 e > 9,5 

1 

2 

3 

 Toxicidade A 

B 

C 

Não Tóxico 

Efeito Crônico 

Efeito Agudo 

1 

2 

3 

 Cádmio (mg/L) A 

B 

C 

≤ 0,001 

> 0,001 a 0,005 

> 0,005 

1 

2 

3 

 Cromo (mg/L) A 

B 

C 

≤ 0,05 

> 0,05 a 1,00 

> 1,00 

1 

2 

3 

 Cobre dissolvido 

(mg/L) 

A 

B 

C 

≤ 0,009 

> 0,009 a 0,05 

> 0,05 

1 

2 

3 

Substâncias 

Tóxicas 

(ST) 

Chumbo Total 

(mg/L) 

A 

B 

C 

≤ 0,01 

> 0,01 a 0,08 

> 0,08 

1 

2 

3 

 Mercúrio (mg/L) A 

B 

C 

≤ 0,0002 

> 0,0002 a 0,001 

> 0,001 

1 

2 

3 

 Níquel (mg/L) A 

B 

C 

≤ 0,025 

> 0,025 a 0,160 

> 0,160 

1 

2 

3 

 Surfactantes* 

(mg/L) 

A 

B 

C 

≤ 0,5 

> 0,5 a 1,0 

> 1,0 

1 

2 

3 

 Zinco (mg/L) A 

B 

C 

≤ 0,18 

> 0,18 a 1,00 

> 1,00 

1 

2 

3 

* Substâncias tensoativas que reagem com azul de metileno 

 

Tabela 2: Classificação do Estado Trófico para rios segundo Índice de Carlson Modificado (adaptado de 

CETESB 2021). 

Categoria (Estado 

trófico) 
Ponderação P-total – P (mg.m-³) Clorofila a (mg.m-3) 

Ultraoligotrófico IET ≤ 47 P ≤ 13 CL ≤ 0,74 

Oligotrófico 47 < IET ≤ 52 13 < P ≤ 35 0,74 < CL ≤ 1,31 

Mesotrófico 52 < IET ≤ 59 35 < P ≤ 137 1,31 < CL ≤ 2,96 

Eutrófico 59 < IET ≤ 63 137 < P ≤ 296 2,96 < CL ≤ 4,7 

Supereutrófico 63 < IET ≤ 67 296 < P ≤ 640 4,7 < CL < 7,46 

Hipereutrófico IET > 67 640 < P 7,46 < CL 

 

 



 36 

Tabela 3: Classificação do IET para cálculo do IVA (adaptado de CETESB 2021). 

Categoria (Estado Trófico) Ponderação 

Ultraoligotrófico 0,5 

Oligotrófico 1 

Mesotrófico 2 

Eutrófico 3 

Supereutrófico 4 

Hipereutrófico 5 

 

O pH, oxigênio dissolvido e concentração de clorofila na água foram medidos 

através de uma sonda multiparâmetros MANTA 2 da marca Eureka em maio e dezembro 

de 2023. A presença e concentração dos metais, assim como a concentração de fósforo 

total foram analisadas pelo Centro de Apoio Químico ao Ensino, à Pesquisa e de Prestação 

de Serviços (CEAQUIM) da Unesp Campus de Botucatu. A presença e concentração de 

surfactantes foram analisadas pelo laboratório Controle Analítico e as toxicidades aguda 

e crônica foram avaliadas pelo Núcleo de Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada da USP 

Campus de São Carlos, utilizando o microcrustáceo Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902. 

 Os resultados obtidos das análises citadas foram comparados com tabelas de 

valores de referência presentes no Relatório de Qualidade das Águas Interiores do estado 

de São Paulo (CETESB 2021) para determinação dos níveis de contaminação e o IVA, 

Índice de Qualidade das Águas para Proteção da Vida Aquática e de Comunidades 

Aquáticas, foi determinado através da equação: 𝐼𝑉𝐴 =  (𝐼𝑃𝑀𝐶𝐴 ×  1,2)  +  𝐼𝐸𝑇, com 

os valores comparados com uma tabela de Classificação do IVA (tabelas 4 e 5).  

 

Tabela 4: Cálculo do IVA integrando os valores do IET com os valores do IPMCA (adaptado de CETESB 

2021). 

   IPMCA    

 Ponderação 1 2 3 4 5 a 9 

 0,5 1,7 2,9 4,1 5,3 7,7- 11,3 

 1 2,2 3,4 4,6 5,8 8,2 – 11,8 

IET 2 3,2 4,4 5,6 6,8 9,2 – 12,8 

 3 4,2 5,4 6,6 7,8 10,2 – 13,8 

 4 5,2 6,4 7,6 8,8 11,2 – 14,8 

 5 6,2 7,4 8,6 9,8 12,2 – 15,8 
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Tabela 5: Classificação do IVA (adaptado de CETESB 2021). 

Categoria Ponderação 

Ótima IVA ≤ 2,5 

Boa 2,6 ≤ IVA ≤ 3,3 

Regular 3,4 ≤ IVA ≤ 4,5 

Ruim 4,6 ≤ IVA ≤ 6,7 

Péssima 6,8 ≤ IVA 

 

6. RESULTADOS 

 

5.1. Análises descritivas 

 Na figura 7 podemos ver imagens obtidas através de microscopia de fluorescência 

de hemócitos vivos e mortos, sem nenhum tipo de marcação, além dos mesmos hemócitos 

corados com os marcadores fluorescentes SYBR-14 e Iodeto de propídio. Foram 

observados três tipos de hemócitos na hemolinfa dos animais: granulócitos, células 

repletas de pequenos grânulos citoplasmáticos, geralmente com formato de gota e 

possuindo um núcleo circular não centralizado e pequeno; semigranulócitos, células com 

uma quantidade menor de grânulos no seu interior, projeções citoplasmáticas e um núcleo 

ovoide, relativamente grande e não centralizado; e hialinócitos, células de tamanho menor 

com formato circular, sem presença de grânulos citoplasmáticos e um grande núcleo 

central e esférico (figura 8). Esses três tipos de hemócitos foram observados na citometria 

de fluxo, através das análises de tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) (figura 9). 
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Figura 7. Microscopia de fluorescência dos hemócitos da hemolinfa de espécimes de Aegla sp. coletados 

em Avaré - SP. A: Célula viva. B: Mesma célula marcada com SYBR-14. C: Célula morta. D: Mesma 

célula marcada com Iodeto de Propídio.  

 

 

Figura 8. Hemócitos encontrados na hemolinfa de espécimes de Aegla sp. coletados em Avaré - SP. A: 

Granulócito. B: Semigranulócito. C: Hialinócito. 
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Figura 9. Gráfico de pontos dos 3 tipos de hemócitos de Aegla sp. coletada no Riacho Pedra Preta em 

Avaré - SP. O eixo FSC-A (forward scatter height) representa o tamanho celular, enquanto o eixo SSC-A 

(size scatter height) representa a granulosidade. 

 

5.2. Análises quantitativas 

 Foram analisados: 

- 9 espécimes de Aegla castro obtidos do Rio Iapó em Castro – PR, 7 machos, 1 fêmea e 

1 fêmea ovígera, com o comprimento da carapaça variando entre 14,9 mm e 26,3 mm;  
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- 19 espécimes de Aegla sp. obtidos do Salto Puxa Nervos em Tibagi – PR, sendo 15 

machos, 3 fêmeas e 1 fêmea ovígera e com o comprimento da carapaça variando entre 

14,7 mm e 25,2 mm;  

- 18 espécimes de Aegla sp. obtidos do Riacho Pedra Preta em Avaré – SP, todos machos 

e com o comprimento de carapaça variando entre 14,2 mm e 22,4 mm.  

A hemolinfa de um animal de cada um dos locais de coleta foi utilizada como 

controle de morte para a citometria de fluxo. 

 As taxas de apoptose inicial, final e necrose calculadas através de gráficos de 

pontos de hemócitos marcados com Anexina V-FITC e Iodeto de Propídio, foram 

representadas pelos hemócitos nos quadrantes B, C e D (figura 10). Os espécimes de 

Aegla castro coletados em Castro - PR apresentaram uma média de 27,16% de taxa de 

apoptose + necrose (soma das porcentagens dos quadrantes B, C e D); Aegla sp. coletada 

em Tibagi - PR apresentou um valor de 34,43% e Aegla sp. coletada em Avaré – SP, 

42,35% (figura 10). 
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Figura 10. Análise de citometria dos hemócitos dos 

espécimes de Aegla spp. coletados, marcados com 

Anexina V-FITC (Comp-FITC-A) e Iodeto de 

Propídio (Comp-PE-A) e as respectivas porcentagens 

de células em cada quadrante. a: Aegla sp. de 

Avaré/SP. b: Aegla sp. de Tibagi/PR. c: Aegla castro 

de Castro/PR. Células vivas (FITC-A-/PE-A-) estão 

no quadrante A; células em estágios iniciais de 

apoptose (FITC-A+/PE-A-), no quadrante B; células 

em estágios finais de apoptose (FITC-A+/PE-A+), no 

quadrante C e células em necrose (FITC-A-/PE-A+), 

no quadrante D.   

c 

b a 

7,48% 

2,79% 32,2

% 

3,78% 

1,01% 29,3

% 

9,94% 

1,58% 17,6

% 
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Os dados de taxa de apoptose foram testados quanto a sua normalidade através do 

Teste de Shapiro-Wilk e apresentaram uma distribuição normal com valor de p = 0,35. 

Para testar a homoscedasticidade foi utilizado o Teste de Levene, determinando dados 

paramétricos com valor de p = 0,40. Foi feita então uma análise de variância (ANOVA) 

que demonstrou diferenças entre os conjuntos de dados analisados dos 3 locais de coleta 

(Avaré, Salto Puxa Nervos e Castro), com valor de p < 0,05 e um pós-teste de 

comparações múltiplas (Tukey), indicando similaridade entre as taxas de apoptose dos 

animais coletados em Avaré e no Salto Puxa Nervos (p > 0,05); semelhança entre Castro 

e Salto Puxa Nervos (p > 0,05) e diferença entre Avaré e Castro (p < 0,05) (figura 11). 

 

Figura 11. Boxplot representando a taxa de apoptose dos espécimes de Avaré, Castro e Salto Puxa Nervos. 

As linhas horizontais em negrito dentro das caixas representam as medianas, ou seja, o valor central entre 

as medidas, com 50% delas sendo maiores ou menores do que ele; a parte superior das caixas representa o 

limite de 75% dos valores e a parte inferior, de 25%. Os valores máximos e mínimos encontrados são 

representados pelas linhas verticais ligadas às caixas e o ponto acima da caixa de Avaré representa um 

outlier. A distribuição indica uma diferença entre as taxas de apoptose de Avaré (a) e Castro (b) e 

semelhanças tanto entre as taxas de apoptose de Avaré (a) e Salto Puxa Nervos (ab), quanto entre Castro 

(b) e Salto Puxa Nervos (ab). Letras iguais indicam semelhança enquanto letras diferentes indicam 

diferença entre os conjuntos de dados.  
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5.3. Análises ambientais e componentes abióticos 

Os parâmetros ambientais do IPMCA foram compilados em uma tabela em que 

estão presentes os resultados dos 3 pontos de coleta (tabela 6). As concentrações foram 

comparadas com os valores de referência da tabela 1 para determinação das ponderações. 

Para os valores de OD, toxicidade e substâncias tóxicas, com exceção do Cromo, todos 

os ambientes apresentaram ponderação 1. No caso do Cromo, todos os ambientes 

apresentaram ponderação 2. Para pH, Tibagi e Castro apresentaram ponderação 2, 

enquanto Avaré apresentou ponderação 3.  

 

Tabela 6: Descrição dos parâmetros de água do IPMCA (Índice de Variáveis Mínimas para a Preservação 

da Vida Aquática) analisados para a determinação do IVA de cada um dos ambientes. 

Fatores abióticos Avaré Tibagi Castro 

OD (mg/L) 9,2 8,3 5,5 

pH (Sorensen) 4,9 5,0 5,1 

Toxicidade Não tóxico Não tóxico Não tóxico 

Cádmio (mg/L) n.d. n.d. n.d. 

Cromo (mg/L) 0,1683 0,0922 0,1483 

Cobre dissolvido (mg/L) 0,0064 0,0048 0,0037 

Chumbo Total (mg/L) n.d. n.d. n.d. 

Mercúrio (mg/L) n.d. n.d. n.d. 

Níquel (mg/L) 0,0038 0,0037 0,0038 

Surfactantes (mg/L) < 0,01 < 0,01 < 0,01 

Zinco (mg/L) 0,1028 0,0644 0,1097 

 n.d. não detectado 

 Os parâmetros ambientais do IET também foram organizados em uma tabela 

composta pelos resultados dos 3 ambientes de coleta (tabela 7) com o ajuste de suas 

ponderações de acordo com a tabela 3 para a adequação ao cálculo do IVA. 
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Tabela 7: Descrição dos parâmetros de água do IET (Índice do Estado Trófico) analisados para a 

determinação do IVA de cada um dos ambientes. 

Locais Clorofila a 

µg/L 

Fósforo 

total µg/L 

IET 

clorofila a 

IET fósforo IET total Ponderação 

Avaré  0,621 179,53 45,97 60,90 53 2 

Salto Puxa 

Nervos 

0,72 414,1 47,26 65,24 56 2 

Castro 1,41 351,3 53,07 64,38 59 2 

 

 Os valores obtidos para o IVA foram de 5,6 para o Riacho Pedra Preta em Avaré 

– SP, classificando-o como um ambiente ruim; 4,4 para o Salto Puxa Nervos em Tibagi - 

PR, classificando-o como regular; e 4,4 para o Rio Iapó em Castro - PR, também regular. 

Para a determinação desses valores, foi utilizada a tabela 4 e os resultados foram 

comparados com a tabela 5 para a determinação da qualidade ambiental. 

 

7. DISCUSSÃO 

 Foram encontrados os 3 tipos de hemócitos habitualmente encontrados em 

decápodes (granulócitos, semigranulócitos e hialinócitos) e as taxas de apoptose variaram 

nas espécies dos diferentes ambientes. A figura 11 apontou diferenças significativas nas 

taxas de apoptose dos espécimes coletados em Avaré – SP, que apresentam os maiores 

valores de morte celular, quando comparados com os de Castro - PR, que apresentam os 

menores valores. Já as taxas de apoptose nos espécimes de Tibagi – PR apresentam 

semelhanças tanto com Avaré, quanto com Castro, constituindo valores intermediários 

entre os dois locais. Duas das variáveis essenciais que compõem o IVA, o Oxigênio 

Dissolvido e a Toxicidade, indicaram condições desejáveis para a sobrevivência dos 

organismos aquáticos nos três locais analisados, no entanto, a variável pH obteve 

classificação de nível B em Castro e no Salto Puxa Nervos e nível C em Avaré. 
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 A família Aeglidae é considerada uma boa indicadora de qualidade ambiental 

(Bond-Buckup et al. 2010) por conta de seu papel na ciclagem de nutrientes de matéria 

orgânica em ambientes de água doce (Cogo e Santos 2013), além de alta demanda por 

oxigênio dissolvido (Dalosto e Santos 2011), uma condição contemplada nos ambientes 

estudados, apesar dos níveis consideravelmente mais baixos em Castro (próximos do 

nível B), o que poderia ter relação com a menor abundância de espécimes encontrados no 

local. No entanto, níveis de pH ligeiramente ácidos (entre 6,2 e 6,6) se mostraram 

desfavoráveis à presença de Aegla rostrata Jara, 1977, uma espécie chilena (Correa-

Araneda et al. 2010). Embora a existência de espécimes de Aegla sp. tenha sido 

confirmada no Riacho Pedra Preta, em Avaré, os espécimes dessa região apresentaram as 

maiores taxas de apoptose, o que poderia estar relacionado aos baixos valores de pH 

(média de 4,9). 

 Valores de pH ácidos apareceram como fator limitante em crustáceos, sendo 

prejudiciais a distribuição de anfípodes (Stephenson e Mackie, 1986; Taylor et al. 1994), 

sobrevivência, crescimento e desenvolvimento do exoesqueleto em Macrobrachium 

rosenbergii (Kawamura et al. 2015) e crescimento e reprodução em Heterocypris 

incongruens (Ramdohr, 1808). Devido à baixa concentração de carbonato de cálcio 

(CaCO3), um dos principais constituintes do exoesqueleto dos crustáceos, em água doce, 

os animais presentes nestes ambientes dependem das concentrações de cálcio (Ca2+) e 

bicarbonato (HCO3
─) na água circundante para formar este envoltório (Whiteley, 2011; 

Kim et al. 2015). A reação entre esses dois elementos, capaz de formar o CaCO3 é 

denominada calcificação e depende de um meio alcalino para acontecer (Wood e 

Cameron, 1985), com pHs ácidos diminuindo as concentrações desses compostos. 

Alguns poluentes, como o sulfureto, o cobre e o nitrito podem interferir na 

contagem total de hemócitos (THC), fazendo-a diminuir, uma vez que eles começam a 
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entrar em apoptose, situação que, aliada ao possível comprometimento do sistema 

profenoloxidase, faz com que os animais possam ficar mais suscetíveis a infecções 

(Cheng et al. 2007; Xian et al. 2010, 2011, 2012; Guo et al. 2013, 2017). Os resultados 

da análise da presença e concentração de substâncias tóxicas na água, no entanto, 

indicaram que os 3 ambientes se enquadram no Nível de contaminação A para todas elas, 

com exceção do cromo, para o qual se enquadram no Nível B. Além disso não foi 

reportada toxicidade das amostras de água para os organismos nela viventes, de forma 

que para esses parâmetros, as águas apresentam condições desejáveis para a 

sobrevivência dos organismos aquáticos. 

Foram analisados machos e fêmeas, entretanto, a diferença entre os sexos não foi 

reportada como uma causadora de alterações nas contagens totais de hemócitos (THC), 

como observaram Cheng & Chen (2001, 2002) ao não encontrarem diferenças no THC 

entre machos e fêmeas de Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879) e Sawyer et al. 

(1970), em Callinectes sapidus Rathbun, 1896. Os estudos sobre taxa de apoptose 

também não discriminam sexos nos espécimes analisados (Xian et al. 2010, 2011, 2012, 

2021; Zhou et al. 2017; Guo et al. 2013, 2017). 

Os níveis de fósforo total na água também foram um ponto de destaque, visto que 

todos os pontos apresentaram concentrações eutróficas ou até supereutróficas. A 

eutrofização é um problema de escala global, por conta de seu envolvimento com a 

utilização de fertilizantes à base de nitrogênio e fósforo na agricultura e agropecuária e o 

despejo destes nas águas de rios (Howarth et al. 2002; Mainstone e Parr 2002), o que 

poderia ser a razão dos valores encontrados para o fósforo, visto que os 3 locais analisados 

possuíam estoques de gado nos seus arredores. Com o fósforo servindo como nutriente, 

o fitoplâncton, assim como algas e plantas aquáticas crescem a uma taxa maior do que a 

normal, de forma a bloquear a luz solar, impedindo a fotossíntese abaixo da superfície 
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(Khan e Ansari 2005). Além disso, ao morrerem, essas plantas e algas são decompostas 

por bactérias que utilizam o oxigênio dissolvido na água para realizarem esse processo, 

diminuindo ainda mais seus níveis (Khan e Ansari 2005). 

 Em rios e riachos rasos, no entanto, o processo de eutrofização é mais difícil de se 

estabelecer, pois a luz ainda consegue atingir as camadas mais profundas, além da 

constante movimentação da água auxiliar na difusão do oxigênio atmosférico para a água 

(Dodds 2006). Embora os níveis de fósforo estivessem altos em todos os ambientes 

analisados, as taxas de oxigênio dissolvido se mostraram ótimas em todos eles. Além 

disso, num corpo de água em que a eutrofização ainda não esteja estabelecida, os níveis 

de clorofila a não coincidem com os níveis de fósforo, indicando um estado melhor do 

que o refletido pelo fósforo, como indicado na tabela 7 em comparação com a tabela 2 

(CETESB 2021). Apesar disso, Castro se classificou como um ambiente mesotrófico 

muito próximo de eutrófico, o que aliado a circulação de água mais baixa do que nos 

outros 2 locais, poderia explicar as menores taxas de oxigênio dissolvido observadas. 

 Além das diferenças ambientais, há também a diferença de táxons tratados, uma 

vez que foram coletadas possivelmente três espécies distintas: Aegla castro no Rio Iapó 

em Castro – PR,  uma espécie ainda não definida de Aegla sp. no Salto Puxa Nervos em 

Tibagi – Pr, e outra espécie de Aegla sp. nas mesmas condições no Riacho Pedra Preta, 

em Avaré – SP. Embora em termos morfológicos os eglídeos apresentem um morfotipo 

geral relativamente conservador, de forma que o design corpóreo das espécies seja muito 

semelhante (Jara et al. 2003), é possível que cada uma apresente características 

fisiológicas particulares, podendo essa também ser uma razão para as diferentes taxas de 

apoptose encontradas. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Concluindo, foram observados os três tipos celulares habitualmente encontrados 

para hemócitos em decápodes e, embora as análises de água demonstrem uma 

“fotografia” do ambiente no momento da retirada da água e não um panorama completo 

anual, os quadros encontrados com relação ao IVA das amostras parecem refletir as 

diferentes taxas de apoptose observadas nos espécimes coletados. Foi encontrada uma 

média menor de hemócitos em apoptose tanto no Rio Iapó, em Castro – PR, quanto no 

Salto Puxa Nervos – PR, ambientes em melhores condições ambientais do que Avaré – 

SP, onde foi encontrada uma média maior de apoptose. 

 Embora diversos fatores, tais como: pHs ácidos, menores concentrações de 

oxigênio dissolvido e possíveis diferenças imunológicas entre espécies do gênero Aegla, 

possam influenciar nas diferentes taxas de apoptose de hemócitos, bem como na 

abundância de espécimes encontrados nos ambientes de coleta, este estudo demonstra que 

mesmo em um local com maior abundância de indivíduos, como é o caso de Avaré, os 

espécimes podem não estar tão saudáveis, com uma alta taxa de apoptose de hemócitos. 

Esta seria mais uma possível maneira de medir o nível de estresse dos crustáceos, de 

forma a integrar e complementar os atuais métodos utilizados para avaliar o status de 

conservação desses animais.   
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