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Resumo 

Devido à sua ampla distribuição na costa do Brasil e atributos necessários aos bioindicadores, como acumu-

lar o poluente, possuir hábito séssil e ser abundante no ambiente estudado, o mexilhão Perna perna (Bival-

via, Mytilidae) tem sido uma espécie frequentemente utilizada em estudos de diagnóstico ambiental. Uma 

das técnicas mais empregadas consiste na avaliação da estabilidade da membrana lisossômica através do En-

saio do tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro. A análise final se baseia principalmente na inter-

pretação visual da coloração e tamanho das células expostas aos corantes, o que, apesar de eficiente, eventu-

almente provoca erros interpretativos que podem prejudicar as conclusões. Para oferecer um melhor trata-

mento às incertezas consideradas nas interpretações dos dados, apresenta-se, neste trabalho, uma forma de 

interpretação quantitativa dos resultados na qual são utilizados os fundamentos de uma lógica não clássica, 

denominada de Lógica Paraconsistente Anotada com anotação de dois valores (LPA2v). Como demonstração 

da técnica, um estudo numérico comparativo é efetuado em uma fonte secundária de dados, e os resultados 

mostraram-se promissores no que concerne a uma nova forma de interpretação que pode servir de referência 

para os estudos que tratam da utilização da resposta celular do mexilhão Perna perna. 

Palavras-chave: Ecologia. Integridade lisossômica. Lógica Paraconsistente. Algoritmo. Poluição marinha. 

Techniques based on Paraconsistent Annotated  

Logic in the assessment of the mussel Perna perna response 

(Linnaeus, 1758) 

Abstract 

Due to its wide distribution on the coast of Brazil and necessary attributes to bioindicators, how to accumu-

late the pollutant, sessile habit and have to be abundant in the environment studied, the mussel Perna perna 

(Bivalvia, Mytilidae) has been a species commonly used in environmental assessment studies. One of the 

techniques more used consists in assessing the Lysosomal membrane stability through the test of time Neu-

tral red dye retention. The final analysis is based mostly on visual interpretation of the coloring and size of 

cells exposed to dyes, which eventually causes the interpretative errors that may affect the conclusions. To 

provide better treatment to the uncertainties considered interpretations of the data, we present in this paper a 

quantitative interpretation of the results in which is used the basics of a non-classical logic called Paracon-
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sistent Annotated logic with annotation of two values (PAL2v). For techniques demonstration a numerical 

comparison study is performed in a secondary source of data and the results were promising with regard to a 

new form of interpretation that can serve as a reference for studies that deal with the use of the cellular re-

sponse of Mussel Perna perna. 

 

Keywords: Ecology, Lysosomal Integrity, Paraconsistent logic, Algorithm, Marine pollution. 

 

1. Introdução  

A Zona Costeira Brasileira, ao longo de várias dé-

cadas, vem sendo impactada pela ação humana devido à 

grande exploração de recursos e sua importância comer-

cial para a produção pesqueira e cultivo de organismos 

através da aquicultura.  

Esses fatores acabam agindo como estressores con-

tínuos dos organismos que ali habitam, causando um 

desequilíbrio fisiológico não só em um indivíduo, mas 

em toda uma população, gerando alterações no ecossis-

tema.  

Atualmente as análises ecotoxicológicas chegaram 

a um novo patamar de avaliação, que é feita através da 

utilização de biomarcadores. Esses biomarcadores apre-

sentam respostas biológicas evidenciadas como altera-

ções bioquímicas, celulares, histológicas ou comporta-

mentais (Lowe, 1995).  

A utilização de biomarcadores tem sido indicada 

em programas de avaliação ambiental devido, entre ou-

tros aspectos, à alta sensibilidade, curto prazo de resposta 

e baixo custo de análise (Pereira et al, 2003).  

No Brasil, o mexilhão Perna Perna tem sido uma 

das espécies mais utilizadas como biomonitor, devido à 

sua ampla distribuição na costa e apresentação dos atri-

butos necessários aos bioindicadores, como acumular o 

poluente, possuir hábito séssil e ser abundante no ambi-

ente estudado (Borenfreund, 1995). 

 

2. O Mexilhão Perna perna (Linnaeus, 1758)  

Devido à sua ampla distribuição na costa do Brasil 

e atributos necessários aos bioindicadores, como acumu-

lar o poluente, possuir hábito séssil e ser abundante no 

ambiente estudado, o mexilhão Perna perna tem sido 

uma das espécies mais utilizadas para se fazer o diagnós-

tico ambiental.  

A técnica utilizada é geralmente realizada por meio 

da análise do estresse, nos organismos teste, detectado 

pela alteração em nível bioquímico e celular que consiste 

em visualizar e efetuar contagem do tempo em que se 

causou dano oxidativo que resultaram na desestabiliza-

ção lisossômica das células.  

A análise final se baseia principalmente no encontro 

de significância estatística entre os tempos médios de 

retenção nos pontos considerados poluídos em relação ao 

ponto referência, o que eventualmente provoca erros 

interpretativos que podem interferir nas conclusões.  

Para oferecer um melhor tratamento às incertezas 

consideradas nas interpretações dos dados, apresentamos, 

neste trabalho, uma nova forma de interpretação quanti-

tativa dos resultados na qual são utilizados os funda-

mentos de uma lógica não clássica, denominada de Ló-

gica Paraconsistente Anotada com anotação de dois va-

lores.  

 

3. Lógica Paraconsistente Anotada (LPA)  

A Lógica Paraconsistente Anotada - LPA pertence 

às famílias das lógicas não clássicas e tem como principal 

propriedade a capacidade de tratar sinais de informação 

contraditórios.  

Conforme pode ser visto em Da Silva Filho et al 

(2011), com base nos fundamentos da LPA podem-se 

elaborar interpretações em um Reticulado associado no 

qual se obtêm equações paraconsistentes.  

Em Damin e Da Silva Filho (2012), através dessas 

interpretações foi elaborado um algoritmo capaz de tratar 

valores de amostras coletadas em sítios ecológicos dedi-

cados à determinada espécie de interesse, utilizando téc-

nicas que unem processos estatísticos e as equações pa-

raconsistentes.  

O algoritmo originado da união da estatística com a 

LPA é denominado de “Paraconsistente/Estatístico Des-

critivo”, e inicialmente transforma a densidade de fre-

quência de células estressadas coletadas em graus de evi-

dência estabelecidos em um valor normalizado no inter-

valo fechado entre 0 1 pertencente ao conjunto dos nú-

meros reais.  

Depois dessa primeira ação, o Algoritmo utiliza as 

equações paraconsistentes e faz o tratamento lógico dos 

valores transformados em forma de Graus de evidência.  

Ao final da análise, é oferecido como resultado um 

Grau de Evidência resultante que representa um valor 

quantitativo correspondente à proposição analisada. Estes 

procedimentos serão detalhados a seguir. 
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4. Materiais e Métodos 

4.1 Método de Retenção do Vermelho Neutro 

O método utilizado para análise do tempo de reten-

ção do Corante Vermelho Neutro em lisossomos de he-

mócitos é descrito por Lowe et AL (1995). De maneira 

geral, usando uma seringa hipodérmica de 2 ml contendo 

0,5 ml de solução fisiológica, coleta-se 0,5 ml de hemo-

linfa do músculo adutor posterior do mexilhão.  

O conteúdo da seringa é transferido para tubos de 

microcentrífuga de 2 ml, onde será suavemente homoge-

nizado. São pipetados 40 µl desta solução (hemolinfa + 

solução fisiológica) sobre a superfície de uma lâmina 

tratada previamente com poly-L-lisina. Essas lâminas são 

incubadas por 15 minutos em câmara escura e úmida. 

Após o tempo de incubação, pipetam-se sobre as lâminas 

40 µl de solução de Vermelho Neutro. São necessários 

mais 15 minutos de incubação em câmara escura e úmida 

antes de se iniciarem as observações.  

Na primeira hora, as lâminas são examinadas a cada 

15 minutos e, na segunda hora, a cada 30 minutos. A 

observação final é feita após 180 minutos de exposição. 

O tempo de retenção do VN pelos lisossomos (Ni-

cholson, 2001) é obtido pela estimativa da proporção de 

células exibindo liberação do corante para o citosol e/ou 

exibindo anormalidades no tamanho e cor dos lisossomos 

e no formato das células. A cada contagem, as condições 

são anotadas em uma tabela.  

Na observação e anotação dos resultados, a cada 

contagem as condições são anotadas em uma tabela, 

conforme a figura 1. A anotação do processo observado é 

feito do seguinte modo: 

- Quando mais do que 50% das células observadas 

não apresentam sinais de stress, usa-se o sinal + no 

campo da tabela respectivo ao animal examinado.  

- Quando as células apresentam algum sinal de 

stress, o sinal +/- pode ser utilizado.  

A análise termina quando 50% ou mais das células 

exibem anomalias estruturais ou vazamento do corante 

para o citosol, e o sinal – é marcado na tabela (King 

2000).  

 

 

 

  

+ ⇒ nenhum efeito, hemócitos normais; +/- ⇒ algum sinal de 

estresse; - ⇒ mais de 50% de hemócitos estressados 
 

Figura 1. Exemplo da anotação em tabela do tempo de 

retenção do Vermelho Neutro. 

 

4.2 Métodos de Análise Quantitativa Estatísti-
co/Paraconsistente  

Recentemente múltiplas teorias e técnicas de trata-

mento de sinais incertos estão sendo desenvolvidas em 

Inteligência Artificial, aplicando lógicas não clássicas 

nas mais variadas áreas. Entre estas diferentes lógicas, as 

Lógicas Paraconsistentes, que têm como principal van-

tagem a capacidade de tratar convenientemente infor-

mações contraditórias, apresentam, em alguns casos, 

significativas vantagens em relação à lógica clássica bi-

nária (Da Silva Filho, 2012).  

Em Da Silva Filho et al (2012), foram apresentados 

métodos com os algoritmos estatísticos paraconsistentes, 

conforme o apresentado a seguir. 

4.3 Algoritmo Estatístico/Paraconsistente para 
extração e analise  

Apresenta-se a seguir o Algoritmo completo para se 

fazer a extração dos valores referentes ao Grau de Evi-

dência da Frequência (μfrN) modelados conforme os fun-

damentos da LPA. Estes valores, portanto, sinais de in-

formação obtidos das técnicas da Estatística Descritiva 

serão utilizados como entradas nos processos de análises 

lógicas paraconsistentes fundamentados em LPA2v. A 

descrição a seguir mostra o algoritmo de extração [Da 

Silva Filho et al, 2011b]. 

 

4.4 Algoritmo de Extração do Grau de Evidên-

cia da Densidade de Frequência  
 

1. Apresente um conjunto de dados Amostrais de tama-

nho de amostra N. 

            
1 2 }{ , ,... nC n n n=  

2. Determine o número de categorias (ou de classes) de-

sejado Nc . 

                 5Nc ≥  

3. Determine a Frequência Relativa  

     3.a.  Para processos por categorias (sem agru-

pamento 

              de classes). 
           3.a.1. Faça a contagem de quantas vezes 

cada item ou objeto coletado aparece em cada categoria. 
Número de objetos Categoria A = Frequência Categoria A = fA 

Número de objetos Categoria B = Frequência Categoria B = fB 

                    ... 

 Número de objetos Categoria n = Frequência Categoria n = fn 

            3.a.2. Determine a frequência relativa (fr) 

de cada Categoria do Universo Amostral.   

                  
  

   
r

Frequência da Categoria
f

Tamanho da Amostra N
=  

    3.b. Para processos com agrupamento de classes. 
            3.b.1. Faça o cálculo da amplitude A: 
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                   A nValormaior nValormenor= −  

          3.b.2. Determine a largura da classe L: 

          
A

L
Nc

=    Obs. Arredonda-se L caso dê 

valor decimal. 

               3.b.3. Faça: 

                       

1nValormenor L ValormáxiClasse+ =               

1 1 min 2ValormáxiClasse Valor Classe+ =  

          3.b.4. Faça:  

min 2 2Valor Classe L ValormáxiClasse+ =  

    2 1 min 3ValormáxiClasse Valor Classe+ =  

         3.b.5. Faça:   

min 3 3Valor Classe L ValormáxiClasse+ =  

3 1 min 4ValormáxiClasse Valor Classe+ =  

         3.b.6. Faça:   

min 4 4Valor Classe L ValormáxiClasse+ =  

4 1 min 5ValormáxiClasse Valor Classe+ =  

        3.b.7. Faça:  

                   ...  

minValor ClasseN L ValormáxiClasseN+ =  

1 min ( 1)ValormáxiClasseN Valor Classe N+ = +  

      3.b.8. Determine a frequência das Classes. 

       Faça a contagem de quantas vezes cada valor do 

Banco de Dados aparece em cada classe. 

       Classe 1 = Frequência da Classe1 = f1 

       Classe 2 = Frequência da Classe2 = f2 

                       ... 

       Classe n = Frequência da Classe n = fn 

     3.b.9. Determine a frequência relativa (fr) de cada 

classe.   

     
  

   
r

Frequência da Classe
f

Tamanho da Amostra N
=  

4. Ordene do menor para o maior valor da Frequência 

Relativa das Categorias (ou das Classes).  

  1 2{ , ,... }fr r r rNC f f f= onde 

                1rf < 2rf <...< rNf  

5. Determine o Grau de Evidência da frequência da Ca-

tegoria (ou da Classe) de interesse (frint) no Universo 

Amostral: 

      5.1. Para a frequência Relativa da Categoria (ou 

da classe) de interesse menor que a maior Frequência 

Relativa do Universo Amostral: 

   Se     intr rNf f<     então 

       5.1.a.  Faça: 

       (Considere dentro do Universo Amostral o Grau 

de Evidência unitário como sendo o maior valor da fre-

quência relativa)  1fr rNfµ =  

       5.1.b. Determine o Grau de Evidência da Fre-

quência de cada Categoria (ou de cada classe) relacio-

nando seu valor ao valor da frequência considerada o 

Grau de Evidência unitário, fazendo: 

              
1

1

1

r

fr

rN

f

f
µ =  

               
2

2

1

r
fr

rN

f

f
µ =  

                      . 

                      . 

                      . 

              
1

1rN

frN

rN

f

f
µ = =  

     5.2.  Para a frequência Relativa da Categoria (ou 

da classe) de interesse ( intrf ) igual a maior Frequência 

Relativa do Universo Amostral:   

    Se   intr rNf f=   então 

            5.2.a.  Faça: 

       (Considere dentro do Universo Amostral o valor 

menor de Frequência Relativa ( 1rf ) e some seu valor ao 

valor da frequência Relativa da Categoria (ou da classe) 

de interesse ( intrf ))     

                  int 1r rf f+  

            5.2.b.  Faça: 

        Considere dentro do Universo Amostral o Grau 

de Evidência unitário como sendo o valor da soma da 

frequência Relativa da Categoria (ou da classe) de inte-

resse com o menor valor da frequência relativa:   

int 1fr r rf fµ = +  

           5.2.c. Determine o Grau de Evidência da 

Frequência de cada Categoria (ou da classe) relacionando 

valor da soma da frequência Relativa da Categoria (ou da 

classe) de interesse com o menor valor da frequência 

relativa considerada o Grau de Evidência unitário, fa-

zendo: 

            
( )

1
1

int 1

r
fr

r r

f

f f
µ =

+
 

            
( )

2
2

int 1

r
fr

r r

f

f f
µ =

+
 

                      . 

                      . 

                      . 

             
( )int 1

rN

frN

r r

f

f f
µ =

+
 

            
( )int 1

1rN

frN

r r

f

f f
µ = =

+
 

6. Fim  
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Após a extração dos Graus de Evidência da Densi-

dade de Frequência, estes serão tratados conveniente-

mente por Algoritmos especiais fundamentados em Ló-

gica Paraconsistente [Da Silva Filho, 2012]. O Algoritmo 

NAP-Nó de Análise Paraconsistente é apresentado a se-

guir. 

 

4.5 Algoritmo de Análise Paraconsistente NAP.  
 Nó de Análise Paraconsistente  

 

Apresentamos abaixo o descritivo NAP – Nó de 

Analise Paraconsistente típico que será utilizado nas aná-

lises dos Graus de Evidência da Densidade da Frequên-

cia. 

 

1. Entre com os valores de Entrada. 

µ  */ Grau de Evidência favorável   0 1µ≤ ≤  

λ  */ Grau de Evidência desfavorável  0 1λ≤ ≤  

2. Calcule o Grau de Certeza. 

         
CG µ λ= −    

3. Calcule o Grau de Contradição.  

        ( ) 1ctG µ λ= + −  

4. Calcule a distância  d  

        2 2(1 | |)
C ct

d G G= − +  

5. Calcule o Grau de Contradição normalizado. 

           
2

ctr

µ λ
µ

+
=  

6. Calcule o Intervalo de Evidência resultante.  
              1 | 2 1|E ctrϕ µ= − −   

7. Determine o sinal da Saída.  

  Se  0,25Eϕ ≤  ou  d > 1, então  faça: 

  1 0, 5S =  e 
( )2 ES ϕ ±= : Indefinição e vá para o 

item 11 

   Senão vá para o próximo item 

8. Determine o Grau de Certeza real. 

      Se  0CG >         (1 )CRG d= −   

      Se 0CG <          ( 1)CRG d= −   

9. Calcule o Grau de Evidência resultante real. 

           
1

2

CR
ER

G
µ

+
=  

10. Apresente os resultados na saída. 

        Faça 1
ER

S µ=   e  
( )

2
E

S ϕ
±

=    

11. Fim. 
 

 

4.6 Algoritmo Extrator de Contradição  
 

O Algoritmo denominado de Extrator de Efeitos da 
Contradição [Da Silva Filho et al.,2012], recebe um grupo 
de sinais e, independentemente de outras informações 

externas tem a função fazer uma análise paraconsistente 
em seus valores subtraindo os efeitos causados pela con-
tradição, e apresentar na saída um único Grau de Evidên-
cia resultante real representativo do grupo [Da Silva Filho 
et al, 2012]. O algoritmo utilizado no processo de extra-
ção de efeitos da contradição é descrito a seguir: 

1. Apresente os valores de Graus de Evidência do 
grupo em estudo. 

    Gμest= (μA , μB , μC, ..., μn )   */ Graus de Evidência 
0,0 ≤ μ  ≤ 1,0  */    

2. Selecione o maior valor entre os Graus de Evidên-

cia do grupo em estudo. 

 μmaxA=  Max (μA , μB , μC, ..., μn )     

3. Selecione o menor valor entre os Graus de Evidên-

cia do grupo em estudo.  

 μminA=  Min (μA , μB , μC, ..., μn )     

4. Faça a análise Paraconsistente entre os valores se-

lecionados μmaxA e μminA: 

   μR1  = μmaxA ◊ μminA  */ Utilização de um NAP */   

   5. Acrescente o valor obtido μR1 no grupo em estudo 

excluindo deste os dois valores μmax e μmin selecionados 

anteriormente.   

        Gμest= (μA , μB , μC, ..., μn, μR1) - (μmaxA, μminA)    

6. Retorne ao item 2 até que o Grupo em estudo tenha 

um único elemento considerado o valor resultante das 

análises.  

            Gμest= (μER ) 

 

Nesta técnica que utiliza os algoritmos Paraconsis-

tentes são usados os resultados de um biomarcador apli-

cado ao mexilhão Perna perna, onde na fase inicial, os 

valores da densidade da frequência encontrados pela 

contagem de células estressadas através da analise por 

Tempo de Retenção do Vermelho Neutro (TRVN) são 

transformados em graus de evidência representativos do 

processo. Em seguida, estes valores de Graus de evidên-

cia expressos por uma normalização, portanto represen-

tados por um número real entre o intervalo fechado [0,1], 

são tratados com a técnica Paraestatística Descritiva e 

interpretações fundamentadas em Lógica Paraconsistente 

Anotada (LPA). 

 

 

5. Resultados 

 
  Para demonstrar a aplicação do método 

Estatístico/Paraconsistente, considerou-se um estudo 

numérico comparativo a partir de dados obtidos de uma 

fonte secundária e extraídos de uma investigação da 

condição da Baía do Espírito Santo, publicados em 

Souza et al (2008). A coleta foi realizada com o bivalve 

Perna perna (Linnaeus, 1758) pela metodologia de 

desestabilização da membrana lisossômica por meio do 

Tempo de Retenção do Vermelho Neutro (TRVN).  
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Dos dados brutos publicados nesse trabalho de 

referência, foram escolhidas duas tabelas e adaptadas às 

condições fictícias como fonte secundária apenas para o 

tratamento dos dados através do método estatístico 

paraconsistente.  

As duas tabelas adaptadas com dados e respectivos 
valores transformados dos Graus de evidência são 

apresentadas na figura 2. Seguindo os procedimentos, 

aplicando o Algoritmo da LPA “Paraconsisten-

te/Estatístico Descritivo”, as densidades de frequência 

das células estressadas pelo corante vermelho neutro são 

transformadas em Graus de Evidência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em seguida, para cada 10 lâminas com os seus corres-

pondentes Graus de Evidência, é aplicado o Algoritmo 

Extrator de Efeitos da Contradição. Dessa forma, é obti-

do como resultado um único Grau de Evidencia, cujo 

valor é o representativo do Grupo composto pelas 10 

lâminas. 

As tabelas da figura 3 mostram os resultados, nos 

quais, por comparação visual, pode-se inferir como con-

clusão que o Local 1, em setembro de 2010, mostrava-se 

mais poluído que o mesmo Local 1 no mês de fevereiro 

de 2011. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
     Resultado anotado da coleta no mês de fevereiro de 2011 

 
Figura 2. Tabelas com dados fictícios adaptados de Souza, I. C. et AL (2008) 

 

 
   Resultado anotado da coleta no mês de setembro de 2010. 
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Figura 3. Tabelas com os resultados lógicos paracon-

sistentes após as aplicações dos algoritmos. 

 

 

6. Conclusões 

 
 Apresentou-se neste trabalho um método de analise 

quantitativa fundamentado em lógica paraconsistente 

envolvendo técnicas consolidadas para analise de polui-

ção marinha. A técnica apresentada teve como finalidade 

investigar possibilidades de agregar qualidade ao trata-

mento de dados no processo que utiliza a resposta ce-

lular do mexilhão Perna perna que é baseado em ob-

servação e tratamento estatístico dos resultados. A apli-

cação do método Estatístico Descritivo Paraconsistente 

neste tipo de análise mostrar uma nova forma de inter-

pretação que pode servir de referência para os estudos 

que tratam da utilização da resposta celular do mexilhão 

Perna perna.  
Verificou-se que aplicando os algoritmos da LPA2v 

foi possível criar um padrão de evidência que capacitará 

futuros estudos de diagnóstico ambiental utilizando o 

método estatístico/paraconsistente alimentado com valo-

res obtidos por meio do Ensaio do Tempo de Retenção 

do Vermelho Neutro (TRVN). Este trabalho, sendo pio-

neiro na aplicação de lógicas não clássicas para análise 

de dados dessa natureza, abre novos caminhos para pes-

quisas futuras, utilizando métodos e análises técnicas 

fundamentadas em lógicas diferentes da clássica.   
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