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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Habitualmente, dissertacdes de mestrado sdo escritas na forma de capitulos,
organizados j& no formato de artigos cientificos, visando uma praticidade para a posterior
publicacdo dos resultados obtidos, além de uma melhor organizacdo dos diversos temas
trabalhados no projeto. Também € bastante frequente a escrita ja em inglés, uma vez que
é a lingua universal da ciéncia, o que amplia as possibilidades de revistas a serem
consideradas para a publicacdo, de forma a ndo somente se ater a revistas nacionais, mas

também as internacionais, o que permite a divulgacédo global da pesquisa.

Este trabalho, no entanto, foi intencionalmente escrito como um “dossié” sobre o
assunto pesquisado, no formato de monografia, com uma introducdo que esmiuca a
premissa do trabalho, ou seja, 0 estudo de um género de crustaceos endémicos da América
do Sul, com varias espécies de ocorréncia nacional distribuidas em sua maioria em areas
de Mata Atléntica, o bioma brasileiro mais degradado, e com um nimero expressivo de
representantes figurando nas listas nacionais de espécies ameacadas. Portanto, nosso
proposito foi dar um passo adiante neste “universo” ainda pouco explorado do status de
conservagdo de espéecies neotropicais brasileiras de valor inestimavel, por conta de seu

elevado grau de endemismo.

Os principais mecanismos internacionais e nacionais utilizados para a avaliagéo
do status de conservacédo de espécies foram descritos, além de uma introdugdo ao género
Aegla de crustaceos estudados, sua distribuicéo e atual status de conservacao das espécies,
principais ameacas sofridas pelos crustaceos de dgua doce e formas de avaliacdo da acdo
do impacto antrépico sobre essa fauna. Na secdo de Material e Métodos ha uma descrigédo
detalhada do protocolo desenvolvido para os principais experimentos laboratoriais
abordados, alem dos indices utilizados para descri¢do da qualidade da &gua dos ambientes

para a sobrevivéncia da fauna. Os resultados foram apresentados de forma a representar



uma visao qualitativa, através de fotos de microscopia e uma visdo quantitativa, através
de gréficos, tabelas e andlises estatisticas. Por fim, a discussdo permeia tudo o que foi

observado nos resultados para entdo chegar as conclusdes.

A escolha da escrita nesse formato objetiva registrar pela primeira vez este tema
em nosso laboratério, o Laboratorio de Biologia de Invertebrados Aquaticos (LablAqua),
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 inedito desenvolvido. O texto também foi trabalhado de
forma a apresentar o tema para qualquer pessoa que nao tenha contato prévio com as
informacgdes, incluindo a populacdo em geral. Portanto, além da escrita em portugués, em
alguns momentos exploramos com profundidade conceitos que normalmente seriam

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

Futuramente o texto sera dividido em duas producdes bibliogréficas, uma focada
no protocolo de extracdo e andlise de hemolinfa e outra voltada as anélises de taxa de
apoptose e morfologia das células do sistema imune de Aegla através da técnica de
citometria de fluxo da hemolinfa e associacdo desses dados com os de qualidade da agua,

cumprindo o Viés conservacional da premissa desse estudo.

Também sera possivel acrescentar as sugestfes e correcdes da banca de defesa
antes da consolidagdo do texto para armazenamento no repositorio da Unesp, de forma
que tanto o arquivo final, quanto os artigos a serem confeccionados, contemplardo os
apontamentos colocados. Essa dissertacdo foi escrita de acordo com o enfoque do “Plano
de Acgdo Nacional para Conservacao dos Peixes e Eglas da Mata Atlantica Ameacados de
Extingao” (CEPTA, ICMBIio) em conscientizar a populacdo sobre esses animais,
apresentando-os e discutindo as diversas ameacas a que estdo submetidos, além de

possiveis agdes conservacionistas.



2. RESUMO

Analises de morfologia e viabilidade celular na hemolinfa sdo ferramentas empregadas
com crustaceos para diagnosticar as condi¢Ges biologicas de espécies ambientalmente
impactadas através do “estado de saude” dos animais. Os ecossistemas aquaticos
neotropicais se destacam por concentrarem um maior numero de espécies endémicas
ameacadas de extingdo por agdes antropicas. Com base nisso, a morfologia e taxa de
apoptose dos hemdcitos (células do sistema imune presentes na hemolinfa) dos anomuros
de agua doce Aegla spp. foram estudadas em areas mais e menos impactadas por
atividades humanas. As coletas dos espécimes foram realizadas em trés locais: Riacho
Pedra Preta (Avaré-SP); Salto Puxa Nervos (Tibagi-PR) e Rio lapo (Castro-PR). A
hemolinfa dos animais foi extraida para analise dos processos de apoptose através de
citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia, utilizando um protocolo desenvolvido
durante este projeto e foi feita uma descricdo morfoldgica dos hemacitos atraves de
microscopia Optica. Para a caracterizacdo das areas de estudo, foram realizadas analises
de diversos parametros abioticos da &gua dos ambientes, além da presenca e concentracédo
de substancias tdxicas. Foram observados e descritos 3 tipos celulares de hemdcitos:
hialindcitos, semigranuldcitos e granulécitos. As taxas de apoptose se mostraram
significativamente maiores nos espécimes de Avaré-SP em comparacdo com o0s de
Castro-PR, entretanto, ndo houve diferencas significativas entre os espécimes de Tibagi-
PR e demais locais. Avaré teve os piores indices de qualidade de dgua, enquanto Castro
e Tibagi apresentaram qualidade regular. Portanto, a combinacdo das analises de
hemolinfa com os fatores ambientais pode fornecer o “espelhamento” do status ambiental

vs status imunolégico de Aegla spp, o que poderia ser replicado para outros crustaceos.

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

fluorescéncia; status de conservacéo.
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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 lapé (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. INTRODUCAO

A conservacao e a preservacao de espécies animais e vegetais exigem estratégias
nos mais diversos niveis cientificos/sociais para manutencdo do equilibrio trofico e da
biodiversidade, permitindo o sustento e a coexisténcia harménica entre humanos e
animais. Alguns exemplos dessas estratégias seriam: acOes de conscientizacdo da
sociedade sobre quais espécies convivem proximas aos humanos em areas urbanas e

rurais, os habitos e principais ameacas a essas especies, riscos para 0s humanos etc.

Um dos métodos mais utilizados para divulgar o status de conservacdo da
biodiversidade mundial consiste na “Lista Vermelha” de espécies ameagadas de extingao,
criada pela Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN) (Peres et al.
2011). Essas listas providenciam informacgdes sobre a biodiversidade, tamanho das
populaces, habitat e ecologia, uso e/ou comércio, ameacas e acdes para a conservagao
de espécies de todos os grupos de animais (IUCN, 2023), e fazem uma estimativa da
probabilidade ou risco relativo de extingdo de um taxon, incluindo-os em categorias de

risco (IUCN Standards and Petitions Committee, 2022).

Especificamente no Brasil, as Listas Nacionais de Espécies Ameacadas de
Extingdo, publicadas pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA), constituem uma das
ferramentas mais importantes de conservacdo, baseando-se em aspectos ecoldgicos,
sociais e econdmicos para definir as espécies que as compdem (Peres et al. 2011). Com a
criagédo do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo0), 0 6rgéo
passou a ser responsavel por elaborar estratégias de conservacdo baseadas em
informacdes sobre risco de extingdo, taxonomia, distribuicdo geografica, tendéncias
populacionais, biologia reprodutiva, longevidade, principais ameacas, tipos de uso, areas

criticas e acOes para a conservacdo das espécies (Peres et al. 2011).
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Tais planos sdo elaborados para espécies encontradas nos mais variados
ecossistemas e, entre eles, os de d4gua doce se destacam por possuirem uma grande
biodiversidade, com aproximadamente um terco de todos os vertebrados conhecidos,
vivendo neles (Dudgeon et al. 2006). Segundo Balian et al. (2008), o nimero total de
espéecies descritas em agua doce (aquatica e semiaquéatica) é de aproximadamente
126.000, das quais 60,4% sdo insetos; 14,5% sdo vertebrados; 10% sdo crustaceos; 5%
sdo aracnideos e 4% sdo moluscos, com o restante distribuido entre outros grupos de
invertebrados. No entanto, toda essa biodiversidade pode estar sendo submetida a
diversos niveis de acdo antropica e subsequente estresse ambiental, por conta da
construcdo de reservatdrios d’agua sem os devidos cuidados com o ambiente; da
destruicdo das matas de galeria e 0 consequente processo de assoreamento de rios e lagos,
além da poluicdo das aguas; da introducdo de espécies exdticas e da pesca, que acabam

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

Dentre os diversos animais que habitam as aguas continentais, encontra-se o grupo
de crustaceos do género Aegla Leach, 1821, pertencentes a familia Aeglidae Dana, 1852.
Aegla spp. sdo “caranguejos” anomuros dulcicolas e endémicos da regido sul da América
do Sul, estando distribuidos por paises como Brasil, Argentina, Chile, Uruguai, Paraguai
e Bolivia (Martin e Abele 1986; Pérez-Losada et al. 2004). As espécies ocorrem em lagos,
riachos, terras alagadicas e cavernas (Pérez-Losada et al. 2004) e diversos de seus
representantes estdo ameacados de extin¢do (Santos et al. 2017). Com 93 espécies
descritas (Paez et al. 2018; Trombetta et al. 2019; Marcal et al. 2020; Bueno et al. 2021;
Marcal et al. 2021a; Marcal et al. 2021b), Aegla € provavelmente o género mais ameacado
entre os decapodes de dgua doce da América do Sul (Bueno et al. 2016), com 57 das 82
especies (67%) avaliadas em 2017, consideradas ameacadas segundo os critérios da

IUCN (Santos et al. 2017). A categoria “ameagada” da IUCN considera atualmente trés
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niveis distintos de protecdo a espécies: criticamente em perigo, em perigo e vulneravel,
de forma que das 82 espécies avaliadas, 17 estavam “criticamente em perigo”, 24 “em

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

Considerando as 42 espécies de ocorréncia nacional conhecidas até 2014, a
Avaliacdo de 2010-2014 registrada no Livro Vermelho dos Crustaceos do Brasil afirma
que um percentual de 62% se encontrava ameagada, estando 19,05% “criticamente em
perigo”, 28,57% “em perigo” e 14,26% “vulneraveis”, 0 que torna a conservagao desse

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

Na lista mais recente feita pelo Sistema de Avaliacdo do Risco de Extincdo da
Biodiversidade — SALVE (ICMBio, 2023), que contemplou 49 das 61 espécies
brasileiras, 8 se encontram “criticamente em perigo”, 8 “em perigo” e 2 “vulneraveis”,
totalizando 18 espécies ameacadas (36,7%). Apesar da diminui¢do da porcentagem de
fauna em risco, trata-se de espécies endémicas presentes em sua maioria em areas de Mata

Atlantica, amplamente devastada no Brasil.

O status de conservacdo das espécies, como as da familia Aeglidae, é avaliado
através de dados sobre sua distribuicdo espacial (extensdo de ocorréncia e/ou area de
ocupacdo), padrdes de distribuicdo (alto endemismo e/ou severa fragmentagdo no padréo
de distribuicdo de espécies altamente endémicas resultando em subpopulacdes
reprodutivamente isoladas) e habitat e qualidade (continua degradacdo das condi¢cbes
ambientais e perda de habitat) (IJUCN Standards and Petitions Committee 2022;

ICMBIO/MMA 2018; MMA 2014).

Dada a fragilidade e o preocupante status de ameaga mencionados, foi criado
recentemente pelo ICMBio o “Plano de A¢do Nacional (PAN) para Conservacdo dos

Peixes e Eglas da Mata Atlantica Ameagados de Extin¢ao”, com vigéncia de 2019 a 2024,
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que objetiva justamente atenuar o status de ameaca dessas espécies de Aegla. A criagédo
desse PAN, vinculado ao Ministério do Meio Ambiente, enfatiza e justifica a necessidade

de esforcos em pesquisas conservacionistas para esse grupo animal.

Outro importante ponto ao se interpretar o status de preservacao de uma espécie é
0 impacto antropico na saude e bem-estar dos animais. Nesse sentido, por exemplo, pode-
se considerar trabalhos que avaliaram a acdo de microplasticos nos mecanismos
cognitivos de sele¢do de conchas por ermitdes (Crump et al. 2020), aléem da fragmentacédo
desses microplasticos atraves dos processos digestivos de crustaceos, contribuindo para
a sua degradacdo no ambiente (Cau et al. 2020; Mateos-Cardenas et al. 2020); a
contaminacdo de estuarios por metais pesados e seus efeitos nos mecanismos de
osmorregulacdo e consumo de oxigénio de caranguejos Brachyura da fauna local
(Capparelli et al. 2016); alteracbes comportamentais e fisioldgicas em eglideos causadas
pelo aquecimento global e consequente aumento de temperatura das aguas (Cogo et al.
2018); e ainda o efeito da poluicdo por metais e agroquimicos nos marcadores de estresse

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

Considerando que os eglideos sdo (1) encontrados em &guas continentais e que a
manutenc¢do desses animais em laboratério é comprovadamente possivel (Cogo e Santos
2013; Cogo et al. 2018); (2) j& foram testados e usados em estudos de anélise de impactos
no ambiente, como os citados anteriormente; e (3) podem ser considerados modelos para
a elaboragdo de protocolos de anélise do “bem-estar” animal, seria possivel entdo, medir
a qualidade de vida de individuos que estejam sob impacto de disturbios ambientais em

seu habitat?

Uma possivel abordagem para estudar os efeitos dos poluentes humanos nos
crustaceos, bem como o seu status imunoldgico, envolve a observacdo de alguns

parametros da hemolinfa, fluido transportador de nutrientes, horménios e produtos do
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metabolismo celular dos artropodes (Grubhoffer et al. 2013). Analogamente aos
hemogramas realizados em pacientes acometidos por doencas e alteracdes e que sao
fundamentais para diagndsticos e tomadas de decisdo, essa analise em crustaceos também

traz informacGes importantes acerca da salde e potenciais estressores.

Em particular, a analise dos hemdcitos dos eglideos, células circulantes na
hemolinfa e que fazem parte do processo de defesa do organismo, pode fornecer
informagdes sobre o estado de satde do animal (Cérdenas et al. 2000). Os hemdcitos tém
um papel vital no sistema imune dos crustaceos e nos decapodes, embora a morfologia
das células varie, sdo habitualmente encontrados em 3 tipos celulares distintos:
granuldcitos, semigranulécitos e hialindcitos (Bauchau, 1981). E o caso tanto para
decapodes marinhos, como o camarao branco chinés Fenneropenaeus chinensis (Osbeck,
1765) (Xing et al. 2017), o camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis (Pérez Farfante,
1967) e o camardo-branco Litopenaeus vannamei Boone, 1931 (Bandeira et al. 2020),
quanto para decapodes de agua salobra, como o caranguejo Carcinus aestuarii Nardo,
1847 (Matozzo e Marin 2010) e de agua doce, como o lagostin Procambarus zonangulus

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

A distinta morfologia dos hemdcitos reflete suas variadas funcGes. Uma vez que
0s crustdceos ndo possuem processos de defesa adaptativa, como os mamiferos por
exemplo, os hemdcitos constituem as células imunocompetentes responsaveis por
produzir uma resposta inata a, por exemplo, esporos de bactérias, fungos e virus
(Soderhall et al. 1994; Guise et al. 2005). Os hialindcitos (sem ou com poucos granulos e
um nucleo ovoide ou fusiforme) tém envolvimento com a fagocitose; enguanto o0s
granulécitos (repletos de grénulos em seu interior e um ndcleo ovoide) podem
desempenhar o armazenamento e liberacdo do sistema profenoloxidase, além da

citotoxicidade. Ja os semigranulécitos (com menos granulos em seu interior em
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comparacdo aos granuldcitos) podem estar envolvidos na encapsulacdo de parasitas
grandes demais para serem internalizados por um sé hemdcito e também no sistema
profenoloxidase (Unestam e Soderhall 1977; Ratcliffe e Rowley 1979; Smith e Soderhéll
1983a; Smith e Soderhéll 1983b; Kobayashi et al. 1990; Johansson et al. 2000; Xian et

al. 2012, 2021).

O sistema profenoloxidase ¢ um sistema de reconhecimento e acdo contra
particulas exdgenas e estranhas aos crustaceos. Este processo de identificacdo das
particulas se da através de uma cascata de reacdes enzimaticas que envolvem a producao
de melanina (Smith e Soderhall 1983a; Sdderhéll et al. 1994), cuja sintese em artropodes
esta associada com respostas celulares a parasitas ou microrganismos invasores (Ratcliffe
e Rowley 1979; Smith e S6derh&ll 1983a). Ao limitar infecgdes nos periodos iniciais de
exposicdo a agentes causadores de doencas (Guise et al. 2005), o sistema profenoloxidase
é uma das razdes pela qual o sistema imune dos crustaceos representa a sua primeira linha
de defesa, uma vez que as barreiras fisicas sdo vencidas (exoesqueleto), sendo, portanto,

de extrema importancia para a resisténcia a distrbios ambientais.

Uma forma de se analisar a hemolinfa presente nos crustaceos foi descrita por
Cérdenas et al. (2000), que testou a utilizacdo da técnica de citometria de fluxo para
estudar a imunidade celular em lagostins através das respostas dos hemacitos ao estimulo
por um elemento presente nas paredes celulares de fungos. A citometria de fluxo se tornou
essencial na pesquisa clinica humana e animal (Cardenas et al. 2000), sendo empregada
para obter informagfes sobre alguns processos bioldgicos, particularmente a morte
celular (Galhardas 2014). Seu principio consiste na passagem de particulas ou células em
suspensdo por um feixe luminoso na presenca de filtros e detectores posicionados para
captar sinais gerados pela interacdo entre os elementos e a luz. Esses sinais fornecem

informacdes sobre as diferentes propriedades fisico-quimicas, morfologicas e estruturais
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da célula. Os detectores sédo calibrados para medir a luz absorvida e emitida pela amostra
em andlise e 0 uso de marcadores fluorescentes estende as possibilidades de uso da
técnica. Os sinais luminosos detectados séo entdo transformados em impulsos elétricos e,
posteriormente, em sinais digitais interpretados por um computador (Galhardas 2014;

Bajgelman 2019).

Embora possa ser um processo passivo de carater degenerativo que ocorre em
situacdes de lesdo celular e infeccdo (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 ameacar sua homeostase (Hengartner 2000) e uma
das formas de fazerem isso € 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 aquaticos, este processo apoptotico pode
ser influenciado, entre outros fatores, por poluentes presentes na dgua. Alguns estudos
constataram que crustaceos submetidos a diferentes concentraces de nitrito, o poluente
mais comum observado em sistemas de aquicultura, apresentaram um aumento no seu
namero de células em apoptose (Xian et al. 2011; Guo et al. 2013). A mesma situacao foi
observada em crustaceos expostos a diversas concentracdes de cobre, um metal pesado
(Xian et al. 2010; Guo et al. 2017). Portanto, a analise do processo apoptdtico nas células
da hemolinfa dos crustaceos pode fornecer uma indicacdo do estado de saude desses
animais. Nesse sentido, a utilizacdo de alguns marcadores celulares pode auxiliar na

deteccdo de células apoptoticas ou até mesmo ja necrosadas.

Considerando o status de conservagdo preocupante de crustaceos endémicos,
como os eglideos, além de sua existéncia em ambientes aquaticos mais e menos

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

identificando células vivas, em estagios iniciais de apoptose e ja mortas;

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

(3) associar dados bidticos e abidticos dos locais de coleta para identificar alguns dos

efeitos das atividades humanas na fauna de crustaceos de agua doce.

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

(1) encontrar mais hemacitos vivos na hemolinfa dos individuos de ambientes menos

impactados por algum tipo de acdo antropica;

(2) encontrar mais hemdcitos em estadgio de apoptose e necrose nos individuos de

ambientes considerados mais degradados.

Este trabalho contribui para a conservacdo in situ e ex situ de Aegla spp. ao
elaborar um procotolo de analise de hemolinfa analogo ao hemograma feito no sangue
dos humanos, uma ferramenta universal para acompanhar o status imunoldgico dos
animais in loco e em laboratoério, sendo essencial para tomadas de decisdo de cunho
conservacionista que antecedem extin¢des nao desejadas. Tanto o protocolo, quanto a
descricdo da morfologia dos tipos de hemdcitos e suas taxas de apoptose constituem dados

inéditos para Aeglidae.

19



8. CONSIDERACOES FINAIS

Concluindo, foram observados os trés tipos celulares habitualmente encontrados
para hemocitos em decapodes e, embora as analises de agua demonstrem uma
“fotografia” do ambiente no momento da retirada da agua e ndo um panorama completo
anual, os quadros encontrados com relacdo ao IVA das amostras parecem refletir as
diferentes taxas de apoptose observadas nos especimes coletados. Foi encontrada uma
média menor de hemacitos em apoptose tanto no Rio lapd, em Castro — PR, quanto no
Salto Puxa Nervos — PR, ambientes em melhores condi¢cbes ambientais do que Avarée —

SP, onde foi encontrada uma média maior de apoptose.

Embora diversos fatores, tais como: pHs &cidos, menores concentracfes de
oxigénio dissolvido e possiveis diferencas imunolégicas entre espécies do género Aegla,
possam influenciar nas diferentes taxas de apoptose de hemdcitos, bem como na
abundancia de espécimes encontrados nos ambientes de coleta, este estudo demonstra que
mesmo em um local com maior abundancia de individuos, como é o caso de Avaré, 0s
espécimes podem ndo estar tdo saudaveis, com uma alta taxa de apoptose de hemacitos.
Esta seria mais uma possivel maneira de medir o nivel de estresse dos crustaceos, de
forma a integrar e complementar os atuais métodos utilizados para avaliar o status de

conservacao desses animais.
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