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RESUMO

A presente tese investigou a contaminacdo por microplasticos (MPs), um
xenobidtico presente no meio ambiente, em uma espécie de peixe encontrada no Rio
dos Sinos, RS. O objetivo principal foi de analisar a contaminacdo de MPs no
cérebro, figado, rim e masculo figado, cérebro, rim e tecido muscular de peixes da
espécie Cyphocharax voga. Como hipétese do estudo foi testada a existéncia de
diferencas significativas na concentracdo de particulas plasticas nos Orgaos
estudados de 54 individuos, sendo 25 machos e 29 fémeas. Para a identificacdo dos
MPs foi utilizada a técnica de marcacdo quimica com o uso de corante Nile Red e
posterior analise em microscépio de fluorescéncia. Os resultados indicaram maior
concentracdo média de MPs/g no cérebro (192+124 MP/g), seguida pelo figado
(6537 MP/q), rim (47+25 MP/g) e tecido muscular (39+24 MP/g). A analise também
revelou diferencas significativas na contaminacédo de MPs entre os sexos dos peixes
no cérebro e no figado . Observou-se uma correlagédo significativa média entre o
figado e o rim (p = 0,004; r =-0,481), bem como entre o cérebro e o rim (p = 0,012;

= -0,424). Além disso, os resultados evidenciam presenca de MPs em todas as
partes amostradas e reforcam o cérebro como O6rgdo sensivel para
biomonitoramento. Fragmentos de MPs foram a forma observada em maior
quantidade, avaliada como significativamente diferente entre as demais
(espumas/filmes, esferas e fibras). Embora ndo tenha sido encontrada correlagao
entre a concentracdo de MPs e o fator de condicdo (Kn), um dos obijetivos
secundarios desse estudo, os resultados da pesquisa confirmam a hipétese inicial,
evidenciando a existéncia de diferencas na contaminacdo de MPs em cérebro,
figado, rim e tecido muscular dos organismos aquaticos e a necessidade de
monitoramento continuo da poluicdo por MPs em ambientes impactados pela acéo
humana. Este trabalho oferece conhecimentos importantes sobre a ocorréncia de
MPs em peixes de agua doce, que podem ser Uteis para estudos futuros sobre os
perigos desses poluentes para a saude dos ambientes aquaticos, ja que podem ser
considerados como modelo para outros vertebrados, inclusive humanos.
Palavras-chave: Microplasticos, Ecotoxicologia, Fator de condicéo, Diferenca

sexual.



ABSTRACT

This thesis investigated contamination by microplastics (MPs), a xenobiotic
present in the environment, in a fish species found in the Sinos River, RS. The main
objective was to analyze MP contamination in the brain, liver, kidney, and muscle
tissues of the species Cyphocharax voga. The study tested the hypothesis that there
are significant differences in the concentration of plastic particles among the organs
of 54 individuals, consisting of 25 males and 29 females. For the identification of MPs,
the chemical staining technique with Nile Red dye was used, followed by fluorescence
microscopy analysis.The results indicated a higher mean concentration of MPs/g in
the brain (192 + 124 MP/qg), followed by the liver (65 + 37 MP/qg), kidney (47 + 25
MP/g), and muscle tissue (39 + 24 MP/g). The analysis also revealed significant
differences in MP contamination between sexes in the brain and liver. A significant
mean correlation was observed between the liver and kidney (p = 0.004; r = -0.481),
as well as between the brain and kidney (p = 0.012; r = -0.424). Furthermore, the
results evidenced the presence of MPs in all sampled tissues and reinforced the brain
as a sensitive organ for biomonitoring. MP fragments were the most abundant form,
occurring in significantly higher amounts compared to foams/films, spheres, and
fibers.Although no correlation was found between MP concentration and the condition
factor (Kn), one of the secondary objectives of this study, the research results
confirmed the initial hypothesis, highlighting the existence of differences in MP
contamination in the brain, liver, kidney, and muscle tissues of aquatic organisms,
and underscoring the need for continuous monitoring of MP pollution in human-
impacted environments.This work provides important knowledge on the occurrence
of MPs in freshwater fish, which may be useful for future studies on the hazards of
these pollutants to the health of aquatic environments, as they can be considered a
model for other vertebrates, including humans.

Keywords: Microplastics, Ecotoxicology, Condition factor, Sexual difference.
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1. APRESENTACAO

A presente tese foi organizada de forma a descrever, inicialmente, os
principais aspectos cientificos que fundamentam esse trabalho, por meio do
referencial tedrico. Nesse sentido, os microplasticos (MPs) sdo apresentados de
maneira a destacar a relevancia do tema no contexto atual. Desde sua primeira
descoberta na década de 1970, esses poluentes se dispersaram por diversos
ecossistemas e, atualmente, s&o considerados onipresentes, ndo apenas em matrizes
ambientais, mas também nos organismos. No entanto, apesar do conhecimento
conceitual avancado sobre esses contaminantes, os efeitos deletérios potenciais nos
organismos selvagens de ambientes aquaticos ainda precisam ser mais bem
compreendidos.

O Capitulo 2 tem como propdésito caracterizar os MPs e discutir criticamente
sua presenca nos ecossistemas e organismos vivos, além de estabelecer critérios
para a escolha das matrizes biologica e ambiental utilizadas neste estudo. Busca,
ainda, embasar a definicdo dos objetivos e hipéteses que serdo apresentados ao
final do capitulo. Inicialmente, no item 2.1, é apresentada uma visao geral sobre 0s
MPs, contemplando sua origem, classificacdo e potenciais impactos ambientais. O
item 2.2 aborda o Rio dos Sinos, destacando sua importancia ecoldgica, o processo
de urbanizacdo da bacia hidrografica e a consequente vulnerabilidade a
contaminacdo por poluentes emergentes. No item 2.3, € descrita a espécie
Chyphocharax voga, um peixe Curimatideo endémico da América do Sul,
considerado um potencial organismo bioindicador na deteccédo de microplasticos. O
item 2.4 foi incluido nessa Tese para tratar do método central do trabalho, a
Marcacédo quimica com Nile Red, de forma a indicar pré-testes que justificaram essa
escolha. Por fim, o item 2.5 expbe as hipoteses e 0s objetivos da pesquisa,
formulados a partir das discussodes teoricas precedentes.

Na sequéncia, os Capitulos 3 e 4 sédo apresentados em formato de artigo, se
publicado/aceito, seguindo o modelo da revista, se ainda em submissao, seguindo as
normas da ABNT para trabalhos académicos. O Capitulo 3 esta formatado conforme
as normas da revista onde o trabalho foi publicado, e o Capitulo 4, submetido, segue
as diretrizes da ABNT.

O Capitulo 3, Artigo | - intitulado "Contaminacgé&o por microplasticos em figado
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de peixes ili6fagos em um rio urbanizado de clima subtropical no sul da América
do Sul", publicado narevista Acta  Biologica  Brasiliensia e investigou a
concentracdo de MPs no figado de peixes da espécie Cyphocharax voga, a possivel
correlacéo entre a concentracdo de MPs/g e o fator de condicdo (Kn), além de buscar
identificar diferencas estatisticamente significativas na contaminacéo por MPs entre
fémeas e machos. Esse foi o primeiro 6rgao dos peixes estudados a ser avaliado e
a escolha pela avaliacdo da correlacdo MP e Kn, além das variagdes entre sexo
seguiram algumas das hipéteses buscadas com essa pesquisa. Esse artigo serviu
ainda para consolidar o método adotado e a forma de se avaliar os resultados
obtidos.

No Capitulo 4 — Artigo Il - intitulado “Microplastic assessment in liver, kidney, brain,
and muscle tissue of the fish species Cyphocharax voga”, em fase de submissdo na revista
Environmental Science and Pollution Research (ISSN: 0944-1344), aprofunda-se na
discussédo sobre a presencga de MPs nos diferentes érgdos estudados, figado, cérebro, rim e
tecido muscular, de peixes da espécie Cyphocharax voga, coletados no Rio dos Sinos,
recurso hidrico localizado em regido urbanizada do sul do Brasil. Analisaram-se as particulas
presentes quanto a forma, tamanho e possiveis diferengcas na contaminacdo por MPs
associadas ao sexo e diferentes caracteristicas fisioldgicas dos individuos. O método
utilizado foi a coloracdo com Nile Red e microscopia de fluorescéncia®.

Porfim, asecdo " Consideracdes Finais” (Capitulo 5) apresenta as conclusdes
e reflexdes derivadas dos resultados obtidos ao longo da pesquisa e principais

destaques da pesquisa.

1 A andlise apresentada no primeiro artigo considerou todas as amostras coletadas, sem exclusdes. No segundo
artigo, por sua vez, procedeu-se a remogao das amostras cujos brancos experimentais apresentaram maiores
niveis de contaminacdo, de modo a minimizar possiveis vieses e garantir maior robustez na interpretacdo dos
resultados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Esse capitulo inicia com uma visdo geral sobre o tema “Microplasticos” (MPs)
e na sequéncia apresentam-se as caracteristicas do local de estudo, o Rio dos Sinos.
Por fim, a espécie estudada é descrita. Tudo € relacionado, a partir de resumo das
principais referéncias lidas, entre MPs, Cyphocarax voga e caracteristicas ambientais,
direcionando e finalizando o capitulo & apresentacao das hipéteses e objetivos dessa

pesquisa.

2.1. Microplasticos: uma visao geral

Materiais feitos de plastico possuem caracteristicas que os tornam ideais para
diversas aplicacdes. Em geral, séo leves, versateis, duraveis, e podem ser flexiveis
ou rigidos, além de apresentarem boas propriedades em relacdo a densidade,
desempenhando um papel essencial na sociedade moderna, sendo amplamente
utilizado (Gamboa et al. 2024) e, em virtude de seu baixo custo, sua demanda ocorre
de maneira frequente ao longo do século XXI (Souza; Parolin; Crispim, 2024).

Contudo, esse crescimento, aliado a ma gestédo dos residuos, tem resultado
em um problema grave: a contaminacéo persistente do ambiente natural por residuos
plasticos, que vem se tornando uma preocupacao crescente (Geyer et al. 2017).
Atualmente, esse problema se destaca como um dos principais desafios ambientais
e socioecondmicos (Shi et al. 2024).

Nos dultimos 50 anos, a poluicdo por plasticos, especialmente por
microplasticos (MPs), tem se tornado cada vez mais abundante no ambiente aquatico
(Crawford; Quinn, 2017). Na dultima década, sua presenca foi detectada em
praticamente todos os ambientes e, devido a sua ampla distribuicdo nos ecossistemas
e organismos vivos, esses fragmentos plasticos sdo considerados contaminantes
onipresentes (Montagner et al. 2021).

As primeiras evidéncias de poluicdo por MPs no meio ambiente e de sua
subsequente contaminacdo em animais datam da década de 1970. O artigo
Polystyrene spherules in coastal waters (Carpenter et al. 1972), publicado na revista
Science em 17 de novembro de 1972, ja alertava sobre a presenca de esférulas de

poliestireno (0,1-2 mm) nas aguas costeiras da Nova Inglaterra, com concentracao de
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5 partes por milhdo. Segundo os autores essas particulas, além de estarem
contaminadas por bifenilos policlorados e bactérias, estavam sendo consumidas por
peixes com riscos de causarem bloqueio intestinal.

Logo depois, em 1973, a presenca de MPs foi registrada pela primeira vez no
Rio Grande do Sul, sendo identificadas particulas de polietileno com volume médio de
29,3 mm3 ao longo de 329 km no litoral Gaucho, entre as praias de Torres e Bojuru.
O estudo contabilizou, em média, 31,75 MPs/m? de areia, reforcando a ocorréncia
significativa de MPs na regido ainda naquela década (Gomes, 1973).

Em 1997 Charles Moore descobriu pela primeira vez a Grande Mancha de
Lixo do Pacifico no Oceano Pacifico. Ele observou que a grande maioria dos residuos
sélidos encontrados la consistiam em pequenos pedacos de plastico (Newton, 2021).

Esses pequenos fragmentos plasticos sdo categorizados, com base em seu
tamanho, em MPs e NPs (nanoplasticos). O termo MPs geralmente se refere a
qualquer pedaco de plastico menor que 5 mm e maior que 1 ym em sua maior
dimenséo. Particulas plasticas menores que 1 pm sao considerados NPs (Lambert;
Wagner, 2018; Masi et al. 2024; Santos et al. 2013; Mendes et al. 2024).

Os MPs e NPs podem ser transportados pelo ar, por meio da 4gua da chuva,
do esgoto e de outras vias, atingindo corpos hidricos e contribuindo significativamente
para a poluicdo aquatica (Dris et al. 2015). Uma vez nos rios, podem flutuar na
superficie, se dispersar na coluna d’agua ou depositar-se no substrato. Pesquisas
recentes relacionam a concentracdo de MPs em rios com a densidade populacional,
com a urbanizacdo e com a qualidade do saneamento basico das cidades (Schmidt;
Krauth; Wagner, 2017; Bauer et al. 2022). Portanto, € essencial avaliar os efeitos
biolégicos decorrentes da exposicdo aos MPs, contribuindo para uma melhor
compreensao de seus impactos ecologicos e toxicologicos (Panizzon. 2021).

Entretanto, heterogeneidade nos critérios de classificacdo do tamanho das
particulas de MPs, aliada as varia¢cdes metodoldgicas e as diferencas nos processos
analiticos, representa um desafio para a comparacdo de dados entre estudos
(Ceylan; Ari; Erdogan, 2025). De acordo com Shi et al. (2024), a padronizagéo da
classificacdo do tamanho das particulas de MPs é fundamental para promover a

colaboragéo cientifica e possibilitar a comparabilidade dos dados em escala global.
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A presenca de MPs tem sido registrada em ecossistemas aquaticos do mundo
inteiro (Choong et al. 2021; Hassan et al. 2024; Gamboa et al. 2024; Aina et al. 2024;
Jamal et al. 2025; Dar et al. 2025). Na regido Sul do Brasil, um estudo conduzido
pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) registrou, pela primeira
vez, a presenca de MPs nas aguas do Lago Guaiba, em Porto Alegre, capital do
Estado do Rio Grande do Sul (Bertoldi et al. 2021b).

Tanto Ferraz et al. (2020) quanto Panizzon (2021) ndo encontraram uma
relagéo direta entre a concentracdo de MPs nas amostras de agua e sedimento e o
gradiente de urbanizacdo na bacia do Rio dos Sinos. Entretanto, Bertoldi et al.
(2021a), ao investigar a influéncia da urbanizacao, do desenvolvimento e dos tipos
de ocupacao do solo sobre as concentracbes de MPs em amostras de agua e
sedimento do Lago Guaiba — localizado na regido metropolitana de Porto Alegre e
que recebe grandes volumes de agua do Rio dos Sinos — observaram
concentracfes mais elevadas de MPs nas proximidades de areas residenciais.
Estudos como os de Chen et al. (2021) e Pompéo et al. (2022) corroboram essa
relacdo entre urbanizagéo e aumento da contaminag&o por MPs.

Apesar de serem reconhecidos como onipresentes no ambiente e
classificados como contaminantes emergentes, quase seis décadas apos a
identificacdo dos primeiros MPs, ainda € necessario um esforco continuo para
compreender como impactam a saude dos ecossistemas e a vida dos organismos
(Montagner et al. 2021). Segundo Liu e Zheng (2025) a ciéncia sobre os MPs ainda
estd em estagio inicial, deixando muitas informacfes essenciais pouco exploradas e
compreendidas (Newton, 2021).

Além disso, seu impacto no ambiente ecolégico € caracterizado por uma
dindmica diversa, complexa e sistémica, envolvendo multiplas interacdes e efeitos
Nnos ecossistemas.

Os MPs séo polimeros, ou seja, macromoléculas constituidas por multiplas
unidades repetitivas ligadas por ligacdes covalentes. A sintese desses polimeros
ocorre a partir de monémeros, que sdo moléculas individuais caracterizadas por uma
Gnica unidade estrutural repetitiva (Schlemmer; Andreani; Valadares, 2014).
Polimeros podem ser naturais, como a seda, ou sintéticos como o plastico empregado
em diversos materiais do cotidiano. A maioria dos polimeros sédo moldaveis a quente
e possuem baixa densidade, boa aparéncia, sdo isolantes térmico e elétrico, sdo

resistentes ao impacto e possuem baixo custo, portanto, apresentam uma larga faixa
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de aplicacdes e devido a estas propriedades seu consumo cresce a cada dia
no Brasil e no mundo (Schlemmer; Andreani; Valadares, 2014). Grande parte dos
polimeros convencionais € produzida a partir de derivados do petréleo. MPs sdo um
tipo de polimero sintético formado, na maioria das vezes, a partir da degradacéo de
produtos maiores feitos de plastico.

Outro problema associado a poluicdo por MPs esta relacionado ao proprio
processo de fabricagédo do plastico. Durante sua produc¢édo, séo adicionados diversos
aditivos para aprimorar suas propriedades mecanicas, fisicas e quimicas. Esses
compostos desempenham fungfes essenciais, como protecdo contra descoloracéo,
calor, luz e bactérias, aléem de aumentar a fluidez no estado fundido, conferir cor,
estruturar espumas, reduzir a inflamabilidade e melhorar a aparéncia e a textura da
superficie (I0-USP, 2025).

Diversos estudos indicam que a toxicidade dos MPs ndo depende apenas da
composicdo quimica das particulas, mas principalmente da presenca de aditivos e
outros compostos quimicos incorporados em sua estrutura (Bertoldi et al. 2021a; 10-
USP, 2025). Os plastificadores conferem flexibilidade e ductilidade aos plasticos,
enguanto os estabilizadores protegem contra degradacao causada por luz e oxidacao.
Os corantes dao cor aos polimeros, e os aditivos ignifugos reduzem a inflamabilidade,
retardando a combustdo. Esses aditivos sdo essenciais para melhorar as
propriedades e seguranca dos materiais plasticos (I0-USP, 2025).

Os principais tipos de polimeros utilizados na fabricacdo de materiais
plasticos, e subsequentemente nos ecossistemas, incluem o poli tereftalato de etileno
(PET), amplamente utilizado em embalagens de agua e refrigerantes; o polietileno de
alta densidade (PEAD), presente em embalagens de produtos de limpeza e
cosmeéticos; e o poli cloreto de vinila (PVC), encontrado em tubulacdes, revestimentos
e brinquedos. O polietileno de baixa densidade (PEBD) é usado principalmente na
fabricacdo de sacolas plasticas, enquanto o polipropileno (PP) € comum em
embalagens de alimentos, sacos e recipientes plasticos. O poliestireno (PS) € utilizado
em isolamento térmico e recipientes descartaveis para alimentos, e outros polimeros,
como PC, PLA e EVA, sao aplicados em componentes eletrénicos, materiais de
construcéo e embalagens especiais (Olivatto et al. 2018).

Quanto a origem, os MPs podem ser classificados em duas categorias: MPs
primarios e MPs secundarios (Crawford; Quinn, 2017; Priyanka; Govindarajulu,

2023). Essa classificacdo é baseada no mecanismo de formacdo das particulas
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(Newton, 2021).

Os MPs primarios sao particulas plasticas deliberadamente fabricadas para
fins comerciais especificos (Priyanka; Govindarajulu, 2023), possuem tamanho
geralmente inferior a5 mm e representam entre 15% e 31% de todo os MPs presente
nos oceanos (Newton, 2021). Sdo amplamente utilizados na industria, sendo que as
primeiras patentes desses materiais foram emitidas ha mais de 50 anos (Newton,
2021). Geralmente consistem em microesferas ou fragmentos produzidos
intencionalmente para diversas aplicacdes, como esfoliantes faciais, cremes dentais,
produtos de lavanderia, além de outros itens de consumo. Também sao utilizados
em aplicacdes industriais, incluindo abrasivos e tintas (Priyanka; Govindarajulu,
2023).

Sua liberagcéo no ambiente pode ocorrer tanto de forma intencional, como no
uso de cosméticos, quanto de maneira nao intencional, contribuindo
significativamente para a poluicdo plastica global (Crawford; Quinn, 2017). Estima-
se que 85% dos MPs no ambiente tém origem em produtos de cuidados pessoais e
cosmeéticos (Newton, 2021).

Além dos MPs primarios, fabricados propositalmente, outras praticas e
produtos também contribuem para a libera¢do nao intencional de MPs no ambiente.
Fragmentos plasticos irregulares podem ser formados a partir da degradacdo de
objetos plasticos maiores, como sacolas, garrafas, redes e cordas entre outros
(Crawford; Quinn, 2017; Priyanka; Govindarajulu, 2023). Esses MPs séo
denominados secundarios, sua formacdo ocorre devido a uma combinacdo de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos que degradam os materiais plasticos ao
longo do tempo. Esses fragmentos, frequentemente originados de fontes urbanas e
industriais, sdo introduzidos para os rios atraves de varias rotas, como 0 escoamento
superficial em &reas urbanas, transbordamento de sistemas de esgoto e descarte
inadequado de residuos (Fries et al. 2013).

Atividades cotidianas representam uma parte significativa da contaminacao
ambiental por MPs secundarios. As praticas mais comuns de liberacdo desses
poluentes nos ecossistemas incluem o uso de pneus de veiculos (que geram
particulas plasticas devido ao atrito com o asfalto) e o uso de tecidos sintéticos (por
exemplo, uma blusa de acrilico pode desprender 726 mg de fibras MPs em uma Unica
lavagem) (Newton, 2021). De acordo com Montagner et al. (2021), a degradacéo de

um polimero esté relacionada ao rompimento de ligac6es quimicas covalentes, seja
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na cadeia principal ou em cadeia lateral. Essa fragmentacdo ocorre devido ao
intemperismo, quando expostos as intempéries no ambiente e outros agentes
estressores, degradando-se em fragmentos cada vez menores.

Além da caracterizacdo quanto a origem, MPs também s&o caracterizados
guanto ao tamanho e forma (fibras, fragmentos, filmes, esferas ou pellets) e cor
(Duarte et al. 2020). A caracterizacdo visual, com ou sem o0 auxilio de microscopio
optico, é uma técnica amplamente utilizada na triagem de MPs. Sua principal
vantagem é o baixo custo e a acessibilidade (Montagner et al. 2021). Segundo a
literatura, fibras séo a forma de MPs mais abundante nos ecossistemas (Ferraz et al.
2020; Bertoldi et al. 2021; Afonso, 2022; Bauer et al. 2022) e no estomago dos peixes
de ambientes aquéaticos (Bauer et al. 2022), o que é atribuido principalmente as
fontes téxteis e atividades de lavagem de roupas (Ferraz et al. 2020; Afonso, 2022;
Priyanka; Govindarajulu, 2023).

As cores dos MPs incluem principalmente o transparente, azul, branco, roxo,
preto, rosa, vermelho, amarelo e verde. Sendo os transparentes, azuis e brancos mais
comumente encontrados em ambientes aquaticos (Shi et al. 2024), oriundos
provavelmente de produtos de uso Unico (sacolas, copos e pratos descartaveis)
(Priyanka; Govindarajulu, 2023).

Nas dultimas décadas MPs foram documentados em diversos animais
marinhos e aquaticos, incluindo peixes e frutos do mar (Alberghini et al. 2022),
plancton (Gao et al. 2025), &gua e sedimentos de 4gua doce (Choudhary et al. 2025),
peixes de agua doce (Ceylan; Ari; Erdogan, 2025), além de bivalves como ostras,
mexilhBes e améijoas (Patidar et al. 2025), entre outras.

No ambiente aquatico, o principal problema relacionado aos MPs relatado nos
estudos é a ingestéo, intencional ou acidental, que pode causar interferéncia e
obstrucdo no trato digestivo (Olivatto et al. 2018; Bauer et al. 2022). Segundo a
literatura, apos a exposi¢do a MPs, estes tendem a se acumular inicialmente no trato
gastrointestinal (TGI) e nas guelras dos peixes (Foley et al. 2018; GHOSH, 2025).
No TGI podem permanecer por periodos que variam de dias a semanas antes de
serem excretados (Foley et al. 2018). Esse tempo de retengao prolongado pode
facilitar tanto a transferéncia ao longo da cadeia alimentar quanto a absorcao pelas
paredes intestinais, permitindo o transporte pela circulagdo sanguinea e a
subsequente dispersdo e acumulacdo em outros tecidos do organismo (Foley et al.
2018; Ghosh, 2025).
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Entretanto, o TGI e as guelras nédo séo a Unica rota de entrada de MPs no
corpo dos animais, sendo reconhecidas trés vias principais: inalacdo, ingestao e
contato com a pele. MPs, inclusive, podem penetrar nos organismos através de feridas
ou por locais onde a barreira cutanea esteja enfraquecida (Yee et al. 2021).

Além da obstrucdo intestinal, a absorcdo de MPs pode causar danos
significativos aos peixes, incluindo lesdes fisicas, morte, inflamacéo, estresse
oxidativo, interrupcdo da sinalizagdo celular e processos bioquimicos, além de
suprimir o sistema imunoldgico e causar danos genéticos (Foley et al. 2018; Ghosh,
2025; Banaee et al. 2025). Estudos como os de Wright, Thompson e Galloway (2013)
e Koongolla et al. (2019) demonstraram que os MPs podem causar danos mecanicos
e fisiol6gicos nos organismos aquéticos. Segundo Olivatto et al. (2019), Prokic et al.
(2019) e Bauer et al. (2022), a concentracao dessas particulas pode causar alteracdes
metabdlicas e danos celulares significativos e comprometer funcdes fisiologicas
essenciais.

Pesquisas mais recentes, como as de Sampsonidis et al. (2024), Menezes
et al. (2024) e Tang (2025), demonstraram que os MPs podem causar danos ao DNA
dos peixes expostos, comprometendo sua reproducdo e sobrevivéncia. Esses
estudos ressaltam os impactos genotoxicos das particulas plasticas, que incluem
alteracdes cromossdmicas e modificacdo na expressao génica. Além disso, Kadac-
Czapska et al. (2024) evidenciaram que a exposi¢cao a MPs leva a um aumento do
estresse oxidativo?, um dos principais mecanismos responsaveis pela toxicidade
dessas particulas. Esses efeitos podem ser diferentes de acordo com o tipo de
polimero e se estender a nivel populacional, comportamentos, reprodutivos e
ecologicamente (Banaee et al. 2025).

Peixes, assim como todos o0s outros animais, estdo constantemente em
contato com inUmeras substancias quimicas, que podem ser absorvidas seja por
ingestédo, inalagdo ou absorgédo pela pele e mucosa intestinal. Essas substancias

podem ou ndo causar danos dependendo de sua concentragcdo e de sua

2 Ainstalacao do estresse oxidativo se da por meio de um desequilibrio entre os fatores pro- oxidantes
e antioxidantes, em favor dos primeiros. O sistema de defesa antioxidante tem o objetivo primordial
de manter o processo oxidativo dentro dos limites fisiolégicos e passiveis de regulagao, impedindo
gue os danos oxidativos se amplifiquem, culminados em danos sistémicos irreparaveis. Os
mecanismos de geracao de radicais livres ocorrem, sobretudo, nas mitocdndrias, membranas celulares
e no citoplasma (Barbosa et al. 2010)
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transformacdo nos tecidos do corpo, sendo chamadas de xenobi6ticos® (Acosta;
Acosta, 2019).

Diversos estudos, nas ultimas décadas (Al-Yousuf; EI-Shahawi; Al-Ghais,
2000; Burger, 2007; Gewurtz, Bhavsar e Fletcher 2011; Sevcikova et al. 2011; El-
Ghazaly et al. 2017; Adeogun et al. 2020; nikoli¢ et al. 2021; Guillante et al. 2023),
buscaram entender os efeitos deletérios e a concentracdo de xenobidticos nos
tecidos de animais que habitam ecossistemas impactados pela atividade humana,
com o objetivo de avaliar a poluicdo ambiental e compreender seus impactos na
saude dos organismos. A presenca de MPs nos ecossistemas acentua esse
problema, pois eles podem atuar como via de transportadores e/ou moduladores
xenobidticos, facilitando sua transferéncia ao longo da cadeia alimentar (Zbyszewski,
2011; Prokic et al. 2019; I0-USP, 2025).

Em ambientes aquaticos, a via contraria, ou seja, a sorcdo de outros
contaminantes nos MPs, tem sido objeto de estudos sobre a atuacdo dos MPs como
vetores de transporte de outros contaminantes quimicos organicos utilizados ou nao
no processamento do polimero (Montagner et al. 2021). Contaminantes de origem
antropica, como bifenilas policloradas (PCB, do inglés Polychlorinated biphenyls),
pesticidas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, dioxinas e metais pesados foram
identificados sorvidos em MPs ao redor do mundo (Avio, Gorbi; Regoli, 2015).

A medida que os MPs envelhecem no ambiente, processos como a
fragmentacao e o intemperismo promovem alteracdes fisico-quimicas importantes em
sua superficie, resultando na formacéo de cavidades, aumento da rugosidade e,
consequentemente, ampliacdo da area superficial especifica. Segundo Liu e Zheng
(2025), essa transformacao facilita o desprendimento de particulas menores da matriz
plastica original, o que eleva o potencial de adsor¢cdo de contaminantes quimicos,
como 0s metais pesados, devido a maior disponibilidade de sitios ativos. Além disso,
Velzeboer, Kwadijk e Koelmans (2014) ressaltam que particulas menores
apresentam coeficientes de particAdo mais altos para compostos hidrofébicos
persistentes, reforcando sua maior reatividade superficial e afinidade por poluentes.

Brennecke et al. (2016) demonstraram que fragmentos envelhecidos de PVC

adsorveram significativamente mais cobre e zinco do que esferas de poliestireno

3 O termo Xenobiético significa um composto quimico estranho ao nosso corpo que entrou por
ingestdo, inalacdo ou absorcdo (Acosta; Acosta, 2019)
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virgem, evidenciando o papel crucial da superficie degradada na acumulacao de
poluentes. O estudo também destaca que plasticos com maior area superficial e maior
polaridade, como o PVC, apresentam maior taxa de adsor¢gdo. Complementarmente,
Li, Zhang e Zhang (2018) apontam que a afinidade dos MPs por contaminantes esta
positivamente correlacionada com a rugosidade e porosidade do polimero, sendo as
interacOes favorecidas por caracteristicas como maior area superficial e presenca de
grupos funcionais polares.

Sendo assim, a tendéncia é de que, de modo geral, MPs de menor tamanho
e maior grau de envelhecimento representem maior risco a biota aquatica por atuarem
como vetores mais eficazes de substancias toxicas.

O formato das particulas, como esférico ou fibroso, também desempenha um
papel critico na facilidade de absorcdo pelos organismos e nos impactos sobre seu
desempenho biolégico (Foley et al. 2018). Particulas menores de MPs apresentam
maior probabilidade de serem absorvidas pelo organismo, potencializando seus
efeitos nocivos (Bogevik et al. 2023; Wasser Drei Null, 2025). Adicionalmente, a
fixacdo de biomoléculas na superficie dos MPs forma uma "coroa protéica", que pode
influenciar significativamente o comportamento de absor¢cdo e transporte das
particulas dentro do corpo, aumentando 0s riscos potenciais a saude (Wasser Drei
Null, 2025).

Embora ainda sejam limitados, alguns estudos jA demonstraram que a
suscetibilidade dos organismos a contaminantes e os efeitos dessa contaminacao
podem variar de acordo com o sexo do animal. Segundo EL-Ghazaly et al. (2017) e
Adeogun et al. (2020), a acumulacédo desses poluentes pode variar entre fémeas e
machos, resultando em diferencas significativas tanto nos niveis de contaminacédo
guanto nos efeitos fisioldgicos sobre machos e fémeas.

O estudo de Al-Yousuf, El-Shahawi e Al-Ghais (2000) analisou as
concentragdes de zinco (Zn) e manganés (Mn) nos tecidos de Lethrinus lentjan, um
peixe marinho do Golfo Pérsico, e encontrou concentracdes médias desses
metaismais altas em fémeas do que em machos. De forma semelhante, EIl-
Ghazaly et al. (2017) investigaram Sardinella aurita e relataram que as fémeas
apresentaram acumulo significativamente maior de Zn e Pb no figado, gbnadas e
branquias em comparagcao aos machos.

Entretanto, a tendéncia de maior acimulo em fémeas ndo é universal.

Gewurtz, Bhavsar e Fletcher (2011) encontraram concentragbes mais altas de
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mercurio (Hg) e bifenilos policlorados (PCBs) em machos de peixes da espécie Sander
vitreus (walleye), mas néo observaram diferencas entre 0os sexos em outras espécies
estudadas. De forma semelhante, Bastos et al. (2016), ao analisar a concentracéo de
mercurio em peixes do Rio Madeira na Amazonia, identificaram que 90% das espécies
nao apresentavam padréo claro de diferencas sexuais, mas as fémeas de Pinirampus
pirinampu (barbado, peixe que vive no fundo dos leitos de rios de médio e grande
porte, geralmente com aguas escuras e barrentas) apresentaram niveis de mercurio
mais altos do que os machos.

Outros estudos indicam que as diferencas entre 0s sexos nao se limitam a
concentracdo, mas também afetam a resposta fisiologica aos contaminantes.
Adeogun et al. (2020) analisaram peixes da espécie Sarotherodon melanotheron na
barragem de Awba, Nigéria, e encontraram diferengas sexuais nos parametros
bioquimicos e fisiolégicos, indicando respostas diferenciadas ao estresse oxidativo
e aos metais traco. Guillante et al. (2023), ao estudar a espécie de peixes Poecilia
vivipara, observaram que, apesar da auséncia de diferencas na concentracdo de
cobre (Cu), os machos apresentaram dano oxidativo significativamente maior do que
as fémeas.

Os mecanismos subjacentes a essas diferencas podem estar relacionados
a processos fisiologicos especificos de cada sexo. Segundo Burger (2007), as
fémeas podem eliminar contaminantes através da transferéncia para os odécitos e
embrides, bem como para o leite materno no caso dos mamiferos. Essa capacidade
pode reduzir os niveis de contaminacdo nas fémeas adultas, mas pode representar
um custo reprodutivo elevado devido a exposi¢cdo embrionaria. Por outro lado, Nikoli¢
et al. (2021) identificaram padrdes opostos para alguns elementos quimicos em Esox
lucius, um peixe predados de agua doce, onde os machos apresentaram maiores
concentracdes de magnésio (Mg), potassio (K) e enxofre (S) no masculo, enquanto as
fémeas apresentaram maiores concentragdes de aluminio (Al), prata (Ag) e manganés
(Mn) no figado. Johnston et al. (2002) e Burger (2007) indicam que machos e fémeas
de peixes podem apresentar concentracdes distintas de contaminantes devido a
variagdes no tamanho corporal (Dimorfismo sexual).

Esses estudos demonstram que ndo ha um padréo unico para a concentragao
de metais e poluentes entre os sexos dos peixes. As diferencas observadas séo
dependentes da espécie, do tipo de poluente e do contexto ambiental. O estudo sobre

MPs no figado de peixes C. voga (Silveira et al. 2024) buscou relacionar o sexo a
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concentracdo e aos efeitos dos MPs na saude de peixes de agua doce, trabalho
apresentado na integra no capitulo 3 dessa tese. Portanto, a inclusdo do fator sexo
em estudos de ecotoxicologia, incluido os estudos sobre MPs, € fundamental para
aprimorar a compreensao dos impactos dos contaminantes nos ecossistemas
aguaticos, conforme evidenciado por Guillante et al. (2023).

A translocacdo de MPs no organismo pode variar de acordo com a espécie
e com o tamanho das particulas, sendo esse um fator determinante para sua
biodisponibilidade. De acordo com Kim, Yu e Choi (2021), particulas menores que 5
um podem atravessar as células intestinais e alcancar o sistema circulatorio,
enquanto particulas entre 5 e 150 um podem ser absorvidas pela membrana
intestinal e redistribuidas pelo corpo, indicando que o tamanho é um dos principais
fatores que influenciam a movimentacdo dos MPs nos organismos. Em peixes,
Collard et al. (2017) identificaram MPs no figado de anchovas com tamanhos
variando entre 124 e 438 um, sugerindo a translocacao de particulas relativamente
grandes. De forma semelhante, Avio, Gorbi e Regoli (2015) relataram a presenca de
particulas entre 200 e 600 um no figado de Mugil cephalus, reforcando que, mesmo
particulas de maiores dimens@es, quando acumuladas ou associadas a mecanismos
especificos de absorcdo, podem atravessar barreiras biolégicas e atingir 6rgaos
internos.

A pesquisa sobre MPs em ambientes de &gua doce concentra-se
principalmente na distribuicdo e no estado de poluicdo em diferentes regides, nas
fontes e migracao, e nos efeitos ecoldgicos (Shi et al. 2024). Entretanto, mais de 50%
dos plasticos oferecem um potencial risco a satude animal por conterem ingredientes
aditivos potencialmente prejudiciais ou perigosos, como plastificantes, PFAS e outros
compostos quimicos (Wasser Drei Null, 2025).

Embora os impactos dos MPs sejam amplamente estudados em ambientes
marinhos, o conhecimento sobre sua poluicdo em ecossistemas de agua doce ainda
é limitado (Wasser Drei Null, 2025). Contudo, o interesse por estudos que abordem
a tematica em aguas interiores tem crescido devido a sua detec¢cdo generalizada e
aos potenciais impactos ambientais. Esses contaminantes emergentes sao
introduzidos nos ecossistemas a partir de diversas fontes, como estacdes de
tratamento de aguas residuarias e a fragmentacao de residuos plasticos maiores.
Isso expde os ambientes aquaticos a particulas micro e nanomeétricas, bem como a

aditivos quimicos e produtos de degradacdo. Apesar de estudos demonstrarem a
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ingestdo de MPs por organismos aquaticos, os efeitos de exposi¢cdes continuas a
longo prazo ainda nao sdo completamente compreendidos (Lambert; Wagner, 2018).
O impacto dos MPs em ambientes de 4gua doce e nos peixes aquaticos é
particularmente grave, pois 0s peixes sdo frequentemente expostos a esses
contaminantes, além de enfrentarem multiplos estressores adicionais
simultaneamente. Os efeitos combinados desses fatores ainda sédo pouco
compreendidos, mas podem ter consequéncias significativas para a saude dos
ecossistemas aquéticos e das espécies que os habitam (Parker et al. 2024).

Os ecossistemas de agua doce desempenham um papel essencial no suporte
a vida humana e a biodiversidade global. Eles fornecem recursos vitais, como agua
potavel, dgua para irrigacdo e para processos industriais, além de manterem o
equilibrio ecoldgico e permitirem que diversas espécies prosperem e se reproduzam
(Shi et al. 2024). Em relacao a distribuicdo dos MPs nos ambientes aquaticos, fatores
como adensidade e a forma desses contaminantes sdo determinantes cruciais. Esses
aspectos influenciam diretamente como os MPs se dispersam ao longo da coluna
d'agua, impactando os ecossistemas aquaticos de maneira complexa e muitas vezes
imprevisivel (Montagner et al. 2021).

MPs podem ser considerados contaminantes ambientais e poluentes, pois
sdo substancias estranhas ao ambiente natural, que podem se bioacumular em
diferentes organismos, alterando ecossistemas e impactando negativamente a
biodiversidade (Freire etal. 2022). A bioacumulacéo € o termo geral que descreve um
processo pelo qual substancias ( ou compostos quimicos) sdo absorvidas pelos
organismos. Essa absorcdo pode ocorrer tanto de forma direta, por meio da agua,
solo ou sedimento, quanto de forma indireta, pela ingestdo de alimentos
contaminados. Substancias bioacumuladas geralmente sdo lipossollveis e pouco
biodegradaveis, o que favorece sua fixacdo nos tecidos e dificulta sua eliminacdo
(10-USP, 2025). Essas substancias se acumulam e as concentracfes obtidas nos
organismos refletem a quantidade de elementos que foi ingerida e retida em seus
tecidos (Paraiba; Saito, 2005).

Com base nos estudos de Gomiero, Villares Junior e Braga (2010) os peixes
destacam-se como modelos ideais para estudos em ecotoxicologia e monitoramento
ambiental entre vertebrados. Essa escolha se justifica por sua ampla diversidade de
espécies, distribuicdo geografica variada e elevada sensibilidade as alteracdes

ambientais, especialmente em relacdo a presenca de contaminantes quimicos. Por
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serem vertebrados, os peixes compartilham aspectos fisiol6gicos e anatdmicos com
outros grupos, o que permite extrapolar dados ecotoxicolégicos para outros
vertebrados, inclusive mamiferos. Além disso, possuem a capacidade de bioacumular
substancias em diferentes tecidos, o que viabiliza analises biomarcadoras e permite
inferéncias robustas sobre a qualidade ambiental de ecossistemas aquaticos
impactados.

Em relacdo a concentracdo de MPs em tecidos e 6rgaos de peixes de agua
doce, dois problemas principais se destacam no atual estagio da pesquisa cientifica:
primeiro a auséncia de métodos padronizados para a coleta, separacao e analise de
MPs dificulta a comparacédo entre estudos, devido a diversidade de abordagens
metodoldgicas empregadas (Afonso, 2022; Lin et al. 2023). Essas diferencas incluem
variacdes no tamanho das malhas dos filtros, nos métodos de separacédo (como
flutuacdo em solucdes densas ou digestdo quimica) e nas técnicas utilizadas para
identificacdo dos polimeros, como espectroscopia FTIR e Raman (Afonso, 2022). O
segundo fator refere-se a que a maior parte das pesquisas se concentra na
quantificacdo de MPs no TGl e guelras dos peixes, enquanto investigacdes sobre a
concentracdo em Orgaos internos, como figado, rim e cérebro, permanecem
escassas. Entretanto, trabalhos ja indicam o TGI e as guelras como os érgdos com
as maiores concentracées de MPs (Kim, Yu e Choi, 2021; Afonso, 2022; Shi et al.
2024).

Essa limitacdo metodoldgica e o foco restrito dificultam uma avaliagdo mais
ampla dos impactos nos tecidos internos e a comparacao entre os resultados obtidos
em diferentes estudos. As particulas de MPs que se acumulam no TGl e guelras dos
peixes cruzam as barreiras biolégicas para serem posteriormente internalizados por
difusdo passiva, endocitose e persorcdo pelas células epiteliais ou transferidos e
se movem para o sistema circulatério ou linfatico, dispersando-se por todo o corpo
(Triebskorn et al. 2019; Kim, Yu; Choi, 2021; Zitouni et al. 2021).

A internalizac&o de particulas de MPs (especialmente aquelas com diametro
< 5 um), pode ocorrer por duas vias principais: pela ingestado alimentar, seguindo o
trajeto da ingestédo: — intestino — sangue — tecidos, ou pela absor¢ao direta da agua,
através das guelras, no percurso da agua: — guelras — sangue — tecidos (Kim; Yu;
Choi, 2021).

Uma vez acumulados nos tecidos externos (guelras, intestinos), os MPs

podem cruzar barreiras biol6gicas para serem posteriormente internalizados.
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Entretanto, embora os mecanismos que facilitam a passagem de particulas grandes
sejam desconhecidos e questionaveis, isso € biologicamente plausivel para particulas
plasticas muito pequenas (TriebskorN et al. 2019). Em particular, o intestino e as
guelras acumulam maiores quantidades de MPs do que os tecidos internos (GHOSH,
2025).

2.2 Rio dos Sinos: rio urbanizado do Sul da América do Sul

A Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos (BHRS), Figura 1, localizada no
estado do Rio Grande do Sul, abrange uma area de 3.694 km2 e inclui, total ou
parcialmente, 32 municipios com populacao estimada de 1.447.678
habitantes (2020), sendo 1.375.288 habitantes em &reas urbanas e 72.390
habitantes em &reas rurais. Essa bacia é de grande importancia ambiental,
econdmica e social para a regido, mas enfrenta desafios significativos relacionados
a gestdo de seus recursos hidricos, devido a presenca de atividades urbanas,
industriais e agricolas que impactam sua qualidade e sustentabilidade (Comitesinos,
2014).

Figura 1. Bacia hidrografica do Rio dos Sinos.
Fonte: SEMA, 2020.

De acordo com o Relatorio Técnico 2 de Enquadramento da BHRS, elaborado
pela Secretaria estadual de meio ambiente do Rio Grande do Sul, um dos principais
problemas identificados incluem a presenca de esgoto e lixo nos cursos d'agua. Esses
aspectos negativos sao especialmente evidentes nas areas mais urbanizadas. Essas
questdes tém sido constantemente destacadas no processo de planejamento,
refletindo uma percepcao generalizada e consistente sobre os desafios enfrentados
na regido. Entre esses problemas, o mais critico em relacdo a qualidade das aguas
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da bacia é a auséncia de tratamento adequado dos esgotos sanitarios (SEMA-RS,
2023).

Desde os anos 1970, afauna de peixes do Rio dos Sinos tem sido gravemente
afetada pela poluicdo, com frequentes episddios de mortandade, especialmente no
verao, quando altas temperaturas e baixo fluxo de agua favorecem a hipdxia; esses
eventos, porém, muitas vezes ndo sdo reportados as autoridades ambientais,
resultando na auséncia de estatisticas oficiais (Schulz; Martins-Junior, 2001).

Grande parte dessa problematica esta associada a mé gestdo dos residuos
sélidos, que é agravada pela presenca de plasticos em escalas micrométricas e
milimétricas, os chamados MPs (Gamboa et al. 2024), formados por fatores externos
que desempenham um papel significativo na decomposi¢cdo do plastico e pelo
intemperismo quimico, em particular, que provocam o surgimento de rachaduras na
superficie do material, fragmentando-o em particulas menores (Hassan et al. 2024).
Esses contaminantes representam uma ameaca adicional para os ecossistemas e a
saude publica tornou-se uma questao critica, influenciada por atividades humanas,
como turismo e pesca (Gamboa et al. 2024).

Como em outros rios urbanizados, fragmentos plasticos apds passarem pelo
processo de degradacao e transporte, flutuam na superficie ou se misturam a coluna
d'agua. Estudos demonstram que a concentracdo de MPs em rios esta fortemente
relacionada a fatores como densidade populacional, urbanizacdo e qualidade da
agua, sendo maior em areas com tratamento de esgoto insuficiente ou ausente
(Kataoka et al. 2013; Schmidt; Krauth; Wagner, 2017; Bauer et al. 2022). Um estudo
recente da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) registrou, pela
primeira vez, a presenca de MPs na agua do Lago Guaiba, situado na regido
metropolitana de Porto Alegre, RS (RMPA). A pesquisa investigou a relacdo entre a
urbanizacao e a ocupacéo do solo com a presenca de MPs no lago, identificando um
elevado indice de MPs, principalmente fibras, nas areas mais densamente povoadas
(Bertoldi et al. 2021).

Além disso, os MPs também foram encontrados no trato digestivo de peixes
nos riachos de cabeceira do Rio dos Sinos (BAUER et al. 2022). O estudo analisou
258 peixes de 17 espécies, identificando MPs em 38% dos individuos examinados.
Todas as particulas encontradas assim como na agua eram fibras, com uma contagem
maxima de 43 MP/individuo, e a ingestao dessas particulas foi proporcional ao nimero

de itens alimentares consumidos.
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2.3 Chypocharax voga: Peixes Curimatideos Endémicos da América do Sul

Cyphocharax voga (Hensel, 1869) (Characiformes, Curimatidae) possui
ampla ocorréncia em sistemas Lagunares Costeiros da América Sul e do Estado do
Rio Grande do Sul. Seu corpo é revestido por escamas prateadas, com pequenas
manchas negras no dorso, (Correia; Piedras, 2008). Sdo popularmente conhecidos
no Rio Grande do Sul como "Biru" e pertencem a familia Curimatidae (Schifino;
Fialho; Verani, 1998). Apresenta grande importancia na cadeia alimentar dentro do
ecossistema aquatico como uma espécie forrageira, atuando na atualizacdo* de
nutrientes diretamente sobre a matéria organica sedimentada (Correia; Piedras,
2008).

C. voga (Figura 2) é uma espécie de Curimatidae que pode alcancar até 26,3
cm de comprimento total e massa no maximo registrado de 551,3 g, segundo dados

compilados no FishBase (Froese; Pauly, 2025).

Figura 2. Peixe da espécie Cyphocarax voga.

Fonte: Arquivo pessoal

Os peixes da familia Curimatidae diferenciam-se dos demais Characiformes
pela auséncia de dentes nas mandibulas na fase adulta, os quais estdo presentes
apenas durante o estagio juvenil, além de possuirem caracteristicas internas
derivadas® (Vari; Ropke, 2013). Além disso, os membros dessa familiaapresentam

4 Refere-se ao movimento e transformagédo continuos de nutrientes (como carbono, nitrogénio e
fésforo) entre os organismos e o ambiente em um ecossistema. Esse ciclo é fundamental para a

produtividade e resiliéncia das teias alimentares (Grisi, 2007).

5 Surgiu a partir da modificacdo no estado do carater previamente presente na linhagem ancestral
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modificacdes no trato gastrointestinal, com a formacédo de uma moela, estrutura que
facilita a digestdo e o aproveitamento da matéria organica, microdetritos,
microvegetais e filamentos de algas (Baumgartner et al. 2012). A familia Curimatidae
€ composta por 103 espécies distribuidas em oito géneros: Curimata, Curimatella,
Curimatopsis, Steindachnerina, Potamorhina, Psectrogaster, Pseudocurimata e
Cyphocharax (Vari; Ropke, 2013).

De acordo com Pereira e Resende (1998), os peixes curimatideos
apresentam especializacdo alimentar voltada ao consumo de detritos e algas,
contudo, ndo sao estritamente dependentes desses recursos. A ingestdo desses
itens ocorre de forma oportunista, refletindo adaptacdes a disponibilidade dos
alimentos nos diferentes ambientes.

Quanto a classificacdo tréfica, peixes detritivoros apresentam habitos
alimentares estritamente relacionados ao substrato (Silva et al. 2021). Como
resultado, estdo adaptados a consumir, além de detritos, perifiton, algas filamentosas,
cladéceros, sedimentos e microrganismos (Correia; Piedras, 2008).

A espécie C. voga foi predominantemente classificada como detritivora na
maioria dos estudos realizados (Hartz; Barbieri, 2008; Correia; Piedras, 2008; Weber
et al. 2013). No entanto, Correia e Piedras (2008), ao analisarem a alimentacao de
C. voga no arroio Corrientes, localizado em Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil,
classificou a espécie como ilié6faga nesse ambiente, devido a ingestdo de algas
filamentosas e microrganismos em associacdo com sedimentos.

O TGl de peixes, de forma geral, é formado por um tubo que vai da boca ao
anus e pelo qual passam os alimentos. Pode ser subdividido em cavidade bucal ou
bucofaringeana, intestino anterior (eséfago e estbmago), intestino médio (intestino
propriamente dito) e intestino posterior (reto). Os varios tecidos e 6rgaos relacionados
a ele estdo envolvidos com a apreensdo, mastigacao e degluticdo, seguidas da
digestédo e absorgdo dos nutrientes, como também com a excrecédo (Rotta, 2003).

Peixes apresentam grande variacao estrutural e funcional em seus TGl,
influenciada diretamente pelo habito alimentar (Classificagdo trofica). Os peixes
detritivoros e ili6fagos, como o C. voga, possuem adaptacdes anatomo-fisiologicas
para captura e digestao de detritos e para lidar com a grande quantidade de matéria

inorganica, frequentemente areia, associada com os detritos organicos (Almeida;

(Lopes; Chow, 2014).
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Resende, 2012).

A estrutura do intestino nesses peixes (Figura 3) € menos pregueada e mais
longa, pois a baixa digestibilidade dos alimentos ingeridos exige uma grande area de
absorcdo para compensar a menor concentracdo de nutrientes disponiveis (Moro et
al. 2013; Baldisserotto, 2018). As paredes finas, favorecem um transito rapido e
eficiente para a extracao de nutrientes. Além disso, a regido distal do intestino exerce
papel fundamental na absor¢do de agua e ions, garantindo o equilibrio osmotico
necessario ao metabolismo dessas espécies (Moro et al. 2013). Essa adaptacao
permite um maior tempo de transito alimentar, essencial para a digestao eficiente de
alimentos com baixa densidade nutricional e alta complexidade estrutural, como

detritos e matéria vegetal em decomposic¢éo (Moro et al. 2013).

Figura 3. Comparativo entre o TGI de de Prochilodus affinis (vista lateral) e de
traira (vista ventral). Ambos os exemplares possuiam cerca de 20 cm de
comprimento total. a: anus; b: bago; e: estbmago; es: es6fago; cp: cecos
piloricos; f: figado; im: intestino médio; ip: intestino posterior; r: reto; vb:
vesicula biliar.

Fonte: Baldisserotto (2018).
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Peixes carnivoros apresentam intestinos mais curtos e espessos em
comparacao aos detritivoros e iliofagos, que possuem intestinos mais longos e
delgados. Os onivoros, por sua vez, possuem estruturas intestinais intermediarias
entre esses dois grupos (Baldisserotto, 2018).

Quanto ao estdbmago, peixes detritivoros e iliofagos, apresentam estdmago
com baixa capacidade de armazenamento, mas bem musculoso e com fortes
contracdes para fragmentar o alimento como ocorre no ventriculo (moela) das aves.
Entretanto, alguns detritivoros e iliéfagos esta estrutura tipo "moela" pode estar
ausente no estbmago, sendo, entéo, feita a trituracdo pelos dentes faringeos (Rotta,
2003). Apos digestao, a absorcéo de nutrientes nos peixes ocorre da mesma maneira
que nos demais vertebrados. Os produtos resultantes da digestéo fisica, quimica e,
principalmente, enzimatica dos nutrientes sédo absorvidos pelas células do epitélio
intestinal, denominadas enterdécitos. O transporte desses nutrientes do lume intestinal
para os enterdcitos ocorre por meio de pinocitose, difusdo simples, troca iénica (no
caso de minerais) ou transporte ativo (Fracalossi; Cyrino, 2012).

A respiracao dos peixes, segundo Moro et al. (2013) e Baldisserotto (2018),
ocorre predominantemente por meio das branquias, onde a troca gasosa é altamente
eficiente devido ao mecanismo de fluxo contracorrente entre a agua e o sangue. As
branquias séo divididas em quatro arcos branquiais de cada lado da faringe estes, por
sua vez, sdo formados por duas fileiras de filamentos branquiais. O espaco entre as
lamelas poder de 20 a 100 uym, dependendo da espécie e do nivel de atividade
(Baldisserotto, 2018). A agua rica em oxigénio entra pela boca, passa pelas fendas
branquiais e atravessa as lamelas branquiais, que possuem uma grande
quantidade de capilares sanguineos. O oxigénio da agua difunde-se para o sangue,
enquanto o gas carbonico é eliminado no sentido oposto. Esse processo permite que
até ~90% do oxigénio disponivel na dgua seja absorvido, garantindo a sobrevivéncia
do peixe em um ambiente onde a concentracdo de oxigénio é menor que no ar (Moro
et al. 2013).

Além das trocas gasosos, nas células mucosas das fileiras branquiais é
produzido um muco que parece proteger contra danos fisicos, quimicos e patdgenos.
Quanto mais estresse 0 peixe passar, maior sera a secre¢do (Baldisserotto,
2018).

Os habitos alimentares, fortemente ligados ao substrato (Silva et al. 2021;

Fernandes et al. 2022), aliados ao tipo de respiracdo branquial caracteristico de C.
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voga, tornam essa espécie particularmente suscetivel a ingestdo de poluentes
depositados no ambiente bentdnico. Um estudo conduzido por Weber et al. (2013) no
Rio dos Sinos teve como objetivo avaliar o acimulo de metais pesados na agua, no
substrato e no figado de duas espécies de peixes de agua doce que ocupam
diferentes niveis tréficos (Oligosarcus spp. — carnivoro e C. voga — detritivoro). Os
resultados indicaram que C. voga e os sedimentos do rio apresentaram as maiores
concentracbes de metais pesados dentre os elementos analisados, sugerindo que
tanto a espécie quanto o substrato podem atuar como sumidouros e biomonitores da
poluicdo no Rio dos Sinos.

O comportamento alimentar de peixes detritivoros e ili6fagos desempenha um
papel fundamental em estudos voltados a compreensao da contaminacdo por MPs
em organismos aquaticos. Isso ocorre porque particulas oriundas de fontes urbanas
e industriais tendem a se acumular no substrato (Choong et al. 2021), possibilitando
uma rota de exposicao e transferéncia trofica a partir dessas espécies.

Nesse contexto, C. voga destaca-se ainda como um bioindicador valioso para
pesquisas sobre poluicdo, uma vez que habita ambientes altamente impactados por
atividades antropogénicas, como o descarte inadequado de residuos sélidos e a
auséncia de tratamento de esgoto (Mattos; Oliveira; Hartz, 2019).

Sua abundancia e ampla distribuicdo geografica na Bacia Hidrografica do Rio
dos Sinos (BHRS) (Leal; Bremm; Schulz, 2009), consolida C. voga como uma
espécie estratégica para a avaliacdo de poluentes emergentes. Tais poluentes, como
0os MPs, ainda ndo possuem padrdes legais estabelecidos e ndo sdo monitorados
adequadamente pelas estacfes de tratamento de agua e esgoto (Soares; Souza,
2020).

Portanto, considerando que 0s peixes representam um dos grupos mais
diversos de organismos aquaticos, com elevado valor ecoldgico e comercial, além de
serem indicadores sensiveis da contaminagdo por MPs em ambientes aquaticos
(Saad et al. 2022), C. voga destaca-se como um organismo-chave para investigacoes
nao apenas sobre a concentracdo dessas particulas, mas também para a
compreensao dos impactos ecotoxicolégicos que esses contaminantes podem
causar nos ecossistemas, sendo estudado, portanto, como um modelo para outros
vertebrados, inclusive homem. Os processos fisiologicos, responsaveis pela
absorcao de MPs no intestino e pelo transporte na corrente sanguinea, sao parecidos

nas diferentes espécies de vertebrados.
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2.4. Marcacao quimica com Nile Red

O Nile Red (NR) — 9-dietilamino-5H-benzo(a)fenoxazinona-5-ona — tem se
destacado como um corante altamente eficiente na analise de MPs, em virtude de
sua elevada afinidade por diferentes tipos de polimeros, curto tempo de incubacéo,
forte adsorcao as superficies, intensa fluorescéncia e baixo custo operacional. Essas
propriedades tornam o NR uma ferramenta amplamente empregada em
investigacbes recentes voltadas a detec¢cdo e quantificacdo de MPs em diversas
matrizes ambientais. O corante apresenta a capacidade de adsorver-se as
superficies poliméricas, conferindo-lhes fluorescéncia caracteristica, o que facilita
significativamente a visualizacdo e a quantificacdo de particulas de dimensdes
extremamente reduzidas (< 3 ym) (Maes et al. 2017).

A Figura 4 apresenta diferentes polimeros (PEAD, PET e PVC) observados
sem e com a coloracdo NR, utilizando trés filtros distintos: DAPI (~358 nm, lilas),
FITC (~418 nm, azul) e Rodamina (~503 nm, verde).

Sem Nile Red ComNile Red

EEEEEEL

DAPI FITC RODAMINA DAPI FITC RODAMINA
Lilas (~358nm) Azul (~418nm)  Verde (~503mn) Lilas (~358nm) Azul (~418nm) ~ Verde (~503mn)

Figura 4. Polimeros (PEAD, PET e PVC) antes e ap6s coloracdo com Nile Red,
visualizados com filtros DAPI, FITC e Rodamina.
Fonte: arquivo pessoal

O teste demonstrou que a utilizagéo do filtro Rodamina proporciona melhor
relacdo sinal/ruido, permitindo a visualizagéo seletiva das particulas marcadas com
Nile Red, enquanto reduz a contagem de particulas provenientes de contaminacdes

posteriores a marcagao quimica.
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2.5 Hipoteses e Objetivos

Essa pesquisa busca validar a hipotese da existéncia de diferencas
significativas e correlacdo entre as concentracdes de MPs nos diferentes 6rgaos e
tecidos de C. voga.

O objetivo geral é determinar as concentracdes de MPs em cérebro, figado,
rim e tecido muscular em individuos da espécie C. voga do Rio dos Sinos.

Finalmente, como objetivos especificos, o estudo pretende:

e Analisar MPs no cérebro, figado, rim e muasculo de fémeas e machos da
espécie de peixes em estudo;

¢ Relacionar a concentracao de MPs nos 6rgdos e no tecido muscular com o
Fator de Condicdo desses individuos;

e Comparar a quantidade e as caracteristicas dos MPs identificados em fémeas

e machos.
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RESUMO

Os microplasticos (MPs) foram detectados em uma variedade de
ecossistemas, incluindo os ambientes atmosféricos, aquaticos e terrestres. S&o
encontrados nos 6rgaos e sistemas dos organismos que habitam esses ambientes.
Entretanto, pouco se sabe sobre os reais danos causados na saude dos vertebrados,
incluindo os humanos. Diante disso, o presente estudo investigou a presenca de MPs
no figado de 54 peixes da espécie Cyphocharax voga do Rio dos Sinos, um rio urbano
situado no sul da América do Sul. Explorou-se a relacao entre a concentracdo de MPs
e o fator de condicéo (Kn) dos peixes, revelando ndo haver associagao significativa
entre a concentracdo média de MPs por grama de tecido hepatico e o fator de
condicdo Kn. A andlise destaca a complexidade das interacbes entre MPs e
organismos aquaticos, enfatizando a necessidade de avaliacdes abrangentes dos

riscos e impactos dos microplasticos em ecossistemas aquaticos.

PALAVRAS-CHAVE: Polimeros, Peixes de agua doce, Fator de condic¢éo,

Dimorfismo sexual.

ABSTRACT

Microplastics (MPs) have been detected in a variety of ecosystems, including
atmospheric, aquatic, and terrestrial environments. They have also been found in the
organs and systems of organisms inhabiting these environments. However, little is
known about the actual health effects on vertebrates, including humans. Therefore, the
present study investigated the presence of MPs in the liver of 54 Cyphocharax voga
fish from the Rio dos Sinos, an urban river located in southern South America. It
explored the relationship between MPs concentration and the condition factor (Kn) of
the fish, revealing no significant association between the average concentration of MPs
per gram of liver tissue and the K. condition factor. The analysis highlights the
complexity of interactions between MPs and aquatic organisms, emphasizing the need
for comprehensive assessments of the risks and impacts of microplastics in aquatic
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ecosystems.

KEYWORD: Polymers, Freshwater Fish, Condition Factor, Sexual Dimorphism.

INTRODUCAO

Particulas de plastico foram encontradas em sedimentos marinhos e de dgua
doce, Agua subterranea, gelo antartico, bebidas, alimentos e até mesmo em plantas?,
bem como em peixes de dgua doce?.

Embora o mecanismo preciso de acumulacéo e transferéncia de MPs néo
tenha sido totalmente compreendido alguns estudos sugerem que o trato
gastrointestinal € um dos principais pontos de entrada para a contaminac¢ao de outros
orgaos e tecidos em animais, seja por transferéncia tréfica ou ingestao direta de
particulas de plastico presentes no ambiente?.

O crescimento dos peixes, essencialmente avaliado pela massa e
comprimento corporal, € influenciado por fatores enddégenos (heranca genética e
acao hormonal) e exdgenos (elementos ambientais, especialmente alimentacao).
indices como o fator de condicdo (Kn) e a relacdo massa-comprimento s&o
fundamentais no estudo da biologia de peixes. Uma aptidao global para espécies de
peixes é assumida quando os valores de Kn séo iguais ou préximos de 1, sendo
fundamental em estudos de biologia animal e pesqueira, proporcionando uma
analise abrangente do bem-estar e do ciclo de vida das espécies?.

Esse fator possibilita uma analise abrangente sobre como fatores alimentares
e ambientais, incluindo a poluicdo por microplasticos, podem impactar o ciclo de vida
dessas espécies.

No estado do Rio Grande do Sul, situado na regido sul do Brasil, o Rio dos
Sinos se destaca como um corpo d'agua de uso multiplo que sofre consideraveis
impactos a partir da extensa e diversificada atividade antropica. Este rio desempenha
um papel fundamental, fornecendo agua para consumo para uma populagcéo de 1,3
milhdo de habitantes e diferentes atividades industriais, agricolas e pecuaria
desenvolvidas na regiao.

As regibes médias e baixas da bacia do Rio dos Sinos experimentam
alteracdes ambientais substanciais. Nesses locais, os riachos que compdem a rede
hidrografica da bacia atravessam centros urbanos de alta densidade populacional e

intensa atividade industrial. Os principais desafios que afetam negativamente 0s
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afluentes do Rio dos Sinos incluem a contaminacdo oriunda pelo lancamento de
esgotos domesticos e industriais em areas urbanas. Estudos que investigaram a
presenca de MPs na dgua do Rio dos Sinos constataram que as concentracdes de
MPs no Rio dos Sinos (média de 330,2 particulas/L) assemelharam-se as de outros
rios em areas densamente povoadas. Eles atribuiram as elevadas concentracfes a
presenca de esgoto doméstico néo tratado®.

A espécie Cyphocharax voga (Hensel, 1869) é amplamente distribuida e
abundante no sul da América do Sul, ocorrendo desde a bacia do rio Paraguai até os
sistemas hidrograficos costeiros sul-americanos. Pertencente a familia Curimatidae,
essa espécie é caracterizada por ser desdentada e pertencer a um grupo de
nadadores ativos que se alimentam de areia e detritos, geralmente agrupando-se
préximos ao fundo em aguas abertas®.

Os habitos alimentares de C. voga séo diversos, abrangendo uma dieta
predominantemente detritivora que inclui claddceros, algas filamentosas, sedimentos
e microrganismos. Devido a sua alimentacao especializada em lodo ou detrito, a
espécie é classificada como lliéfago®.

Embora a presenca de MPs em peixes e a relacdo entre seus habitos
alimentares e a ingestéo de plastico sejam topicos ja abordados, poucos analisaram
apresencade MPs no figado dos peixes e suarelacdo com o fator Kndessas espécies.
Os MPs podem seguir trés possiveis caminhos ao entrarem no organismo: ser
prontamente excretados de volta ao ambiente, permanecer internamente retidos,
sujeitos a degradacdo fisica e quimica, ou ser assimilados nos tecidos e 6érgdos®.
Compreender a distribuicdo e o acumulo desses poluentes nos tecidos é de suma
importancia para avaliar os potenciais impactos na salude dos organismos e, por
consequéncia, na cadeia alimentar. Os MPs tém o potencial de afetar a biota em
diversos niveis bioldgicos, desde sistemas celulares e 6rgaos até os niveis individuais,
populacionais e ecossistémicos®.

Este estudo teve como objetivo diagnosticar, analisar e quantificar a presenca
de MPs nos tecidos hepaticos de C. voga do Rio dos Sinos. A hipétese investigada
buscou correlacionar a contagem de particulas por unidade de massa (MPs/g) no
figado com o fator Kn dos peixes amostrados. Essa abordagem se fundamenta em
estudos sobre a fisiologia de peixes, 0s quais indicam que a corrente sanguinea e,
posteriormente, o figado, servem como portas de entrada de nutrientes e,

possivelmente, de MPs no organismo’.
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METODOLOGIA
Na Figura 1, apresenta-se um infografico resumindo a metodologia aplicada

no estudo, delineando os passos-chave adotados para a coleta de dados e a analise

subsequente.

RESUMO DA METODOLOGIA

DIGESTAO EM SOLUCAO AQUOSA DE KOH A 15% EM ESTUFA A
TEMPERATURA CONSTANTE DE 40°C POR 48 HORAS.

O EXTRATO DIGERIDO FOI FILTRADO A VACUO E ENTAQ COLOCADO EM FRASCOS
ERLENMEYER COM 10 ML DE SOLUGAQ DE NACL 4,4 M. APOS SONICACAO (5
A t MINUTOS A 50 HZ) E AGITAGAO (5 MINUTOS A 200 RPM), AS AMOSTRAS FORAM

CENTRIFUGADAS A 200 RPM DURANTE 2 MINUTQS.

0S FILTROS SAO COLOCADOS NUMA PLACA DE PETRI CONTENDO 15 ML DE AGUA
DESIONIZADA FILTRADA E APROXIMADAMENTE 0,3 ML DE SOLUCAO DE NR
DURANTE CERCA DE 60 MINUTOS.

APOS O PERIODO DE REPOUSO, A SOLUGCAQ UTILIZADA PARA MARCACAO QUIMICA
FOI FILTRADA NOVAMENTE UTILIZANDO O MESMO FILTRO. A ETAPA FINAL DO
PROCESSO ENVOLVEU A SECAGEM DOS FILTROS EM PLACA DE PETRI SEMIABERTA
EM ESTUFA A 40°C POR 12 HORAS.

0S FILTROS FORAM ENTAO ANALISADOS SOB UM MICROSCOPIO DE
# FLUORESCENCIA ZEISS AXIO SCOPE A1 (CARL ZEISS MICROSCOPY GMBH,
3 GOTTINGEN, ALEMANHA) COM UMA AMPLIAGAO DE 400X.

Figura 1. Resumo metodologia. (1) Digestéo dos tecidos; (2) Extragdo dos MP; (3) Marcacéao
quimica; (4) Fixacdo e secagem dos filtros; (5) Anélise dos filtros.

O Nile Red (NR) (9-dietilamino-5H-benzo(a) fenoxazinona-5-ona) tem
demonstrado ser um corante adequado para analise de MPs devido a sua afinidade
com uma grande variedade de polimeros, pouco tempo de incubacao, alta adsorcéo,
intensidade de fluorescéncia e baixo custo® e vem sendo, nos Ultimos anos, utilizado
em diversos estudos®.

Aidentificacdo de particulas plasticas coradas com NR foi realizada utilizando
0S mesmos parametros de estudos que investigaram técnicas de triagem rapida para
detectar e quantificar MPs no mesmo microscopio de fluorescéncia e mesma
ampliacdo (40x). O corante NR tem a capacidade de adsorver em superficies
plasticas, tornando-as fluorescentes e possibilitando a identificacdo e contagem de
particulas de tamanho muito reduzido (<3 um)®.

A Bacia do Rio dos Sinos, localizada no nordeste do Rio Grande do Sul, Brasil,
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abrange aproximadamente 3.800 km?, incluindo 32 municipios, e destaca-se como um
importante centro industrial no pais. A Bacia é subdividida em trés partes distintas:
uma superior, com baixa densidade populacional e atividades agricolas, uma
intermediaria com maior populacéo e indastrias, e uma inferior densamente povoada

com foco nas industrias de couro, calgcados, metalurgia e petroquimica.

O Rio dos Sinos é reconhecido por ser um dos principais rios do Estado. Entre
os rios mais poluidos do Brasil, o Rio dos Sinos apresenta um baixo indice tratamento
de esgoto, o0 que, combinado com a alta concentracao de industrias e intensa atividade
agricola na regido, resulta em numerosos impactos sobre um volume relativamente
pequeno de agua.

Para este estudo, um total de 54 peixes da espécie C. voga, ja mortos e
mantidos em gelo, foram doados por pescadores da localidade de Santo Afonso, no
meédio Sinos em Novo Hamburgo, RS (Figura 2), no periodo entre abril e maio de

2022. Os peixes foram devidamente armazenados em condi¢des de gelo.

Figura 2. (a) América do sul; (b) Rio Grande do Sul; (¢) Localizagdo no mapa do RS da
Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos; (¢) Localizagdo da Cidade de Novo Hamburgo em relagdo
abaciaHidrograficado Rio dos Sinos; (e) Coordenadas ponto de coletanalocalidade de Prainha
no Rio dos Sinos.

No laboratério, o comprimento total (cm) dos peixes foi medido desde a ponta
do focinho ou parte da boca até a nadadeira caudal utilizando um ictidbmetro de

aluminio milimetrado de 50 cm. A massa total foi determinada utilizando uma balanca
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de plataforma Mettler Toledo SB12001 com uma precisdo de 0,1 gramas. Essas
medicdes foram posteriormente utilizadas para calcular o Fator de Condicdo Kn de
cada individuo.

Apos o registro dos dados biométricos, os peixes foram dissecados para
extrair o tecido hepéatico, que foi entdo preservado no freezer a -20°C até o momento
do processamento. As amostras de figado variaram de 0,36 + 0,22g (em fémeas) e
0,47 £ 0,41g (em machos).

Antes de serem processadas, as amostras de figado passaram por um
processo de descongelamento e pesagem.

O protocolo de extracdo de MPs seguiu metodologias descritas em estudos
anteriores, com pequenas modificacdes*. Cada estudo conduziu seus experimentos
de forma distinta, adaptando os métodos conforme as necessidades e recursos
disponiveis. Um dos estudos utilizou um vortex para agitar as solu¢des, enquanto este
trabalho empregou uma mesa agitadora®. Utilizou-se concentracédo de KOH 15% para
a extracdo do MPs e para a separacéao por densidade foi empregado cloreto de sédio
e ainda filtros de celulose.

ApoOs o descongelamento, as amostras foram acondicionadas em frascos de
vidro contendo solu¢édo aquosa de KOH 15% e mantidas em estufa com temperatura
constante de 40°C por 48 horas.

ApoOs 48 horas, as amostras digeridas aproximadamente 50 mL de solucéo
de KOH foram agitadas manualmente e o extrato resultante foi filtrado em filtro de
celulose (Whatman 1541047), acoplado a um kitasato e uma bomba de vacuo. Em
seguida, os filtros foram alocados em frascos erlenmeyer de vidro, cobertos com
papel aluminio e adicionado 10 mL de solucdo de NaCl 4,4 M. As amostras foram
sonicadas a 50 Hz por 5 min, agitadas em um agitador orbital (200 rpm) por 5 min e
centrifugadas a 200 rpm por 2 min. O sobrenadante foi filtrado novamente em filtro
de celulose (Whatman 1541047) e alocado em uma placa de Petri contendo 15 mL
de agua deionizada duplamente filtrada e aproximadamente 0,3 mL de solucéo de
Nile Red (1 mg de NR /1 mL de acetona). A acetona é considerada o solvente ideal
para o NR10. Os filtros foram deixados em repouso por cerca de 60 minutos para
permitir a marcacdo quimica dos polimeros presentes neles, apés o periodo de
descanso, a solucéo utilizada para marcacao quimica foi novamente filtrada usando
0 mesmo filtro.

A etapa final do processo consistiu na secagem dos filtros em placa de Petri
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semiaberta, em estufa a 400C, por 12 horas.

Para identificar, quantificar e medir os possiveis MPs presentes nas amostras,
os filtros foram analisados utilizando o microscoépio de fluorescéncia AxioScope Al da
Zeiss, com o auxilio do software Axio Vision Rel. 4.8 da Carl Zeiss. Foi empregada
uma objetiva de 40x e uma ocular de 10x. A analise foi conduzida sob luz Rodamina
comprimento de excitagdo de ~ 575 — 640 nm e emissé&o de ~ 590 a 620 nanGmetros
nm, conforme descrito na literatura’.

Os resultados foram categorizados em particulas, filmes, esferas e fibras??.
As particulas de MPs foram medidas considerando sua maior dimensdo, um
parametro caracteristico para a avaliacdo do tamanho das particulas?®. O estudo
abrangeu particulas com tamanhos que variam de 1 um a 1000 pm.

Para prevenir contaminacfes por MPs durante os procedimentos, foram
adotadas medidas rigorosas. Isso incluiu a utilizagéo preferencial de materiais de
laboratorio (vidrarias e utensilios) feitos de vidro e metal, a lavagem dos
equipamentos com detergente e &lcool, seguida de duplo enxague com &gua
deionizada duplamente filtrada e secagem em estufa antes do uso. Além disso, todas
as solucdes foram preparadas com agua deionizada duplamente filtrada e, apds o
preparo, filtradas novamente. Durante os procedimentos, a sala permaneceu livre de
pessoal ndo essencial, uso de jalecos de 100% algodao, mascaras de 100% algodéao
e luvas nitrilicas. Brancos de procedimento foram realizados como controle de
contaminagdo. A contagem de MPs por grama (MPs/g) nas amostras levou em
consideracao fragmentos, filmes, esferas e fibras, ajustados pelo nimero de MPs
encontrados nos filtros dos brancos de procedimento.

Testes de Normalidade foram realizados no SPSS, onde confirmou-se a
distribuicdo Normal para os trés parametros estudados: comprimento total, massa
total e Microplasticos/g.

Sendo uma distribuicdo Normal, seguiu-se para a avaliagdo Anova, Fator

anico, com intervalo de confianca de 95% (p < 0,05).

RESULTADOS

Parainvestigar a presenca de MPs no figado de C. voga, foi utilizada amostra
composta por 54 individuos, dos quais 25 eram machos e 29 eram fémeas. A andlise

revelou que 57,4% dos peixes estavam contaminados por MPs, com uma distribui¢ao
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diferenciada entre os sexos, sendo 38,7% dos machos e 62,8% das fémeas afetadas.
Além disso, foram registradas medidas de comprimento total dos peixes (média de
18,36 * 2,60cm), massa total (média de 110,56 + 44,61g), massa dos figados (média
de 0,41 £ 0,32g) e IHS (porcentagem do figado em relacdo a massa total do peixe)
médio de 0,46 + 0,52%.

Uma das categorias mais comuns de dimorfismo sexual em peixes é,
possivelmente, a variagédo no tamanho do corpo!4. A andlise dos dados apresentados
nesse estudo contribui para a compreensdo da espécie C. voga, evidenciando a
presenca de dimorfismo sexual na espécie, com as fémeas, em média, exibindo
dimensdes corporais superiores as dos machos, tanto em relacdo ao comprimento

guanto a massa (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas de Fémeas e Machos da espécie C. voga estudados.

Fémeas Machos
Numero de individuos 29 25
Comprimento (cm) 19,56 £ 1,74 16,97 £ 2,76
Massa (Q) 132,80 + 33,94 84,76 + 41,96

Este fenbmeno, comum em diversas espécies, pode estar relacionado a
adaptacdes evolutivas, aspectos comportamentais e dinamicas ecologicas
especificas, bem como as distintas fungcbes desempenhadas por cada sexo no
contexto reprodutivo'®>. Embora a andlise dessa caracteristica ndo estivesse
inicialmente dentro do escopo do estudo, os resultados revelaram uma informacéo
importante sobre a espécie. Dada a sua endemicidade na regidao Sul da América do
Sul, mais precisamente no estado do Rio Grande do Sul, e considerando a escassez
de estudos sobre C. voga, essa descoberta enfatiza a necessidade de pesquisas
adicionais para uma compreensao mais abrangente dessa espécie.

A Figura 3 apresenta a equacao e o comportamento dos dados de
comprimento total e massa total dos peixes da espécie C. voga estudados. A equacao
M=a.CP, onde M é a massa, C € o comprimento total, a e b sdo coeficientes
determinados a partir dos dados observados, descreve como a massa dos peixes
varia em funcdo do comprimento. A relacdo encontrada sugere que a medida que 0s
peixes crescem em comprimento, sua massa aumenta de acordo com a equagéo

ajustada.
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A partir dessa equacéo, foi calculado o fator de condicdo Kn para todos os

individuos, que é um indicador da salude e bem-estar dos peixes. A Figura 4 ilustra

a distribuicdo dos valores de K, para a espécie C. voga no Rio dos Sinos,

comparando cada valor com o valor ideal de 1. Valores de Kn proximos a 1 indicam

que o0s peixes estdo em boas condices, enquanto valores divergentes podem

sugerir problemas ambientais ou de saude na populacao.
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Foi realizado um teste de ANOVA de fator Unico ao nivel de significancia de
95% para verificar se existem diferengas significativas entre machos e fémeas para
o Fator Kn nas amostras de C. voga. Os resultados indicaram que nédo ha diferencas
significativas entre os grupos (p = 0,72846).

Foi realizada a avaliacdo das formas MPs encontrados nas amostras. Apés
a identificacdo e categorizacdo de todas as particulas, determinou-se a relacéo
MPs/g para cada amostra, somando-se todos os MPs encontrados e subtraindo os
presentes nas amostras controle.

Foram observadas quatro formas distintas de particulas: fragmentos, esferas,
fibras e filmes. Ao final, procedeu-se a compara¢ao entre as amostras de fémeas e
machos.

As particulas mais frequentes observadas foram fragmentos (69,1%),
seguidas por esferas (16,7%), espumas/filmes (13,1%) e fibras (1,2%), sendo estas
dltimas encontradas em menor quantidade.

A Figura 5, a seqguir, exemplifica as diferentes formas de MPs identificadas nas

amostras de figado de C. voga estudadas.

Figura5. Exemplos de particulas plasticas coradas com NR (aumento de 100x e 400x) sob o filtro
de fluorescéncia de Rodamina. (a) Particula na forma de fragmentos de MPs; (b) Particula em
forma esférica; (c) Particula em forma de filme; e (d) Particula em forma de fibra.



61

Quanto ao tamanho médio das particulas encontradas no figado, machos
apresentaram particulas com tamanho médio de 35,4 um enquanto as fémeas
apresentaram particulas com tamanho médio de 42,4 um. Dos 54 peixes amostrados,
em 31 figados foi possivel quantificar e analisar as formas de MPs presentes. As
demais amostras de figado, por contaminacédo, foram eliminadas. Das que restaram,
ainda 8 foram desconsideradas pela avaliacdo de outliers no parametro MPs/g.

Nas fémeas a média de microplasticos encontrados foi de 77,60 MPs/g, com
valores variando entre 27,27 e 153,85 MPs/g. A maior parte das particulas
identificadas eram fragmentos (média de 27,63 particulas), seguida por esferas
(média de 11,45 particulas). O coeficiente de variagéo foi de 49,6%, indicando uma
moderada variabilidade entre as amostras.

Nos machos, a média de microplasticos foi menor, de 41,51 MPs/g, com
variacfes entre 14,81 e 62,50 MPs/g. Os fragmentos também foram o tipo mais
abundante de particula (17,17 particulas em média), seguidas pelas esferas (média
sw 3,68 particulas). O coeficiente de variacdo foi de 50,1%, mostrando uma
variabilidade semelhante a observada nas fémeas.

Realizado o teste de Anova, fator Unico, ao nivel de significancia de 95%,
existem diferencas significativas entre Machos e Fémeas para as quantidades de
MPs/g verificados nas amostras (p = 0,03891).

A relagdo massa-comprimento € uma maneira facil e rapida de descrever o
crescimento, sem levar em conta a idade do peixe. A andlise do fator Knem relacdo
aos MPs é crucial, pois reflete as condigdes nutricionais e comportamentais das
espécies, permitindo detectar alteracdes na saude dos peixes.

A analise dos dados (Figura 6) confirma que ndo ha uma relacgéo significativa
entre a concentragdo de MPs/g de tecido hepético e Kn para ambos os sexos dos
peixes. Para as fémeas, a linha de tendéncia apresentou um coeficiente de
determinacao (R2) muito baixo de 0,0021, indicando uma correlagéo praticamente
inexistente. Ja para os machos, a linha de tendéncia também mostrou um R2 baixo
de 0,148, sugerindo que a concentracao de MPs explica apenas uma pequena parte
da variacao no fator de condi¢do. Esses achados indicam que a presenca de MPs no
figado nédo afeta significativamente a condicdo fisica dos peixes. Sendo assim, a
hipotese investigada de correlacéo entre a concentracdo de MPs/g no figado e o fator
Kn dos peixes foi refutada.
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Figura 6. Relagcdo entre a concentracdo de MPs/g de tecido hepético e o fator de condigao (K,)
dos peixes por sexo.

DISCUSSAO

Durante o periodo reprodutivo, 0s peixes geralmente investem grande parte
de suas reservas energéticas na producdo de gametas, o que pode resultar na
reducdo da massa corporal geral e do figado, refletindo em um menor fator de
condicéo e IHS. Esse comportamento é comum em Varias espécies de peixes?®.

O dimorfismo sexual observado em C. voga destaca a complexidade das
adaptacdes das espécies de agua doce. Essas variacfes ressaltam a necessidade de
estudos abrangentes, pois muitos grupos, como o C. voga, ainda permanecem pouco
explorados?’.

Em estudos anteriores realizados no Rio dos Sinos, as fibras foram os
microplasticos mais comuns encontrados em amostras ambientais* e no intestino de
peixes?®,

Apesar dos desafios metodologicos associados a quantificacéo de pequenos
fragmentos de plastico nos tecidos dos animais'®, o presente estudo confirmou a

presenca e bioacumulacdo de MPs no figado de peixes da espécie C. voga, coletados
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no Rio dos Sinos. Isso contribui para o preenchimento da lacuna de conhecimento
relatada em termos de estudos em ambientes de dgua doce?°.

Nesse estudo, 57.4% dos figados dos peixes analisados apresentaram
contaminacdo por MPs. Essas descobertas estdo em consonancia com pesquisas
anteriores?!, que encontraram 83.5% das amostras de figado contaminadas com MPs
em peixes de dgua doce e 80% das amostras de figado de peixes marinhos e de dgua
doce??.

A presenga de MPs de forma generalizada nos ecossistemas e a sua
onipresenca relatada em muitos estudos na Ultima década??, também foi relatada em
ecossistemas aquaticos do Rio Grande do Sul que confirmaram a presenca de MPs
em amostras de agua doce superficiais na regido*. No entanto, o conhecimento sobre
a ocorréncia e a quantidade de MPs no leito do rio ainda € limitado. A literatura é
carente de informagdes sobre a presenca de MPs no sedimento do Rio dos Sinos e
em sedimentos de agua doce do sul do pais. Um dos poucos estudos que abordou
esse tema em sedimentos do Rio dos Sinos identificou MPs em todas as amostras de
sedimentos, com concentracdes variando de 1 a 14 MPs/mL?%. Além desses
resultados, os autores estabeleceram uma correlacdo direta entre a presenca de
microparticulas de MPs e a auséncia de tratamentos de aguas residuéarias e gestéo
de residuos sélidos adequados na regigo?-.

Os resultados deste estudo, em conjunto com pesquisas anteriores sugerem
a acumulacdo de MPs na coluna d'agua, a deposicdo desses fragmentos no
sedimento e sua subsequente ingestdo por peixes iliofagicos durante o
forrageamento®. Considerando a importancia tréfica e comercial de numerosos
organismos de agua doce, nossas descobertas se mostram cruciais para as
investigacdes sobre a poluicao plastica.

Em nosso estudo, nao foi possivel identificar o tipo de polimero nos tecidos.
No entanto, os MPs de baixa densidade flutuam, tornando-se acessiveis a filtradores
e planctivoros, enquanto os MPs de alta densidade, como o cloreto de polivinilo (PVC),
tendem a afundar e se acumular nos sedimentos, tornando-0s mais propensos a
serem ingeridos por organismos alimentadores de depdsito!®

A predominancia de fibras é relatada na maioria dos estudos realizados com
o trato gastrointestinal de peixes de Agua doce ao redor do mundo®’. No Rio dos Sinos
a presenca de fibras de forma abundante no intestino de peixes foi relatada
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recentementels,

Emrelacéo a presenca de MPs no trato gastrointestinal e estbmago de peixes,
a literatura é extensa. No entanto, lacunas significativas persistem na quantificacao
e caracterizacdo de MPs no figado e em outros tecidos de peixes, tanto de agua
doce quanto marinhos, coletados em campo?°. Ao examinar a quantidade, forma e
tamanho de MPs nos figados de C. voga do Rio dos Sinos, buscou-se preencher essas
lacunas, corroborando com a pesquisa recentes?, que, assim como neste estudo
(foram encontrados 72.5% de fragmentos), também relataram uma abundéancia de
fragmentos (39%) em tecidos de peixes de agua doce?.

Este estudo, assim como em outros?, nédo identificou predominantemente
fibras nas amostras analisadas (aproximadamente 1%). possivelmente devido a
barreira intestinal. Pois, os MPs podem ultrapassar a barreira intestinal e alcancar a
circulacdo sistémica®®. No entanto, como discutido anteriormente, espera-se que
apenas particulas menores que 80 um apresentem maior risco de absor¢ao em
células e tecidos, uma vez que apenas particulas muito pequenas podem atravessar
as membranas passivamente.

Embora ndo seja possivel afirmar com certeza a origem dos fragmentos de
plastico encontrados no figado, € sabido que as fibras plasticas sdo comumente
encontradas em abundancia nos ambientes aquaticos e que animais que forrageiam
nesses ambientes podem acabar ingerindo essas fibras e seus fragmentos?!?.
Portanto, é possivel que os fragmentos de plastico encontrados no figado sejam
originarios de fibras plasticas ingeridas pelos animais, juntamente com outras fontes
de MPs. A pesquisa atual esta buscando compreender a acumulacao seletiva de MPs,
mas ainda existem lacunas de pesquisa e pontos de vista contraditérios neste campo
devido a sua complexidade?s.

Em um estudo realizado com Gadus morhua em 2023, descobriu-se que MPs
com tamanho superior a 150um ndo sdo absorvidas pelo intestino?’, o que foi
conferido neste trabalho, uma vez que 93.5% das particulas encontradas possuiam
tamanho inferior a 100pm. Esses achados indicam que as particulas maiores podem
nao representar um risco significativo para a saude dos peixes analisados, uma vez
gue nao sao absorvidas pelo intestino.

Apesar dos resultados diferentes, esse estudo corrobora com as descobertas

anteriores. Esses resultados sao relevantes para a compreensao da bioacumulacéo
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de MPs em peixes detritivoros/iliofagos de agua doce, contribuindo para a crescente

conscientizacdo sobre o0s efeitos dessas particulas contaminantes nos
ecossistemas aquéticos e em sua biota’.

No entanto, ha variacdes na absorcdo de MPs do ambiente entre os animais,
assim como possivelmente no efeito dessas particulas na saude deles. Este estudo
busca compreender e preencher essa lacuna, investigando as diferentes respostas
e impactos que a presenca de MPs pode exercer na biota aquatica, contribuindo para
uma compreensao mais abrangente dos efeitos desses poluentes nos organismos.

Até o momento ndo foram conduzidos estudos em peixes que estabelecam
uma relacdo entre a concentracdo de MPs e caracteristicas sexuais, como 0
dimorfismo. Entretanto, em aves se identificou uma correlacao significativa entre as
concentracfes de Poluentes Organicos Persistentes (POPs) em Sula leucogaster
(ave marinha popularmente conhecida como Atoba-pardo), uma espécie que
apresenta um acentuado dimorfismo sexual28. Em nossa pesquisa, observamos
uma diferenca estatisticamente significativa na concentracdo média no figado das
fémeas (U = 50776 e p = 0.0405). Isso indica uma disparidade estatisticamente
relevante na concentracdo meédia entre 0s grupos, evidenciando uma concentracao
superior nas fémeas. Essa conexdao amplia a compreensdo dos impactos dos MPs
nos ecossistemas aquaticos, destacando a importancia de estudos abrangentes
sobre a saude desses ambientes.

Apesar das lacunas existentes sobre os efeitos deletérios dos MPs na saude
dos ecossistemas e dos animais aquaticos de agua doce continentais, os dados
disponiveis apoiam o potencial téxico dos MPs e seus efeitos prejudiciais, como a
reducado da taxa de alimentacao, indices somaticos e aptiddao animal20. No entanto,
conforme relatado em muitos estudos, esses resultados, em sua maioria, S&o
produzidos em laboratério20.

Portanto, um dos objetivos deste estudo concentrou-se em entender e
analisar os efeitos no fator de condicdo (Kn) dos animais coletados em campo,
contaminados de forma natural com MPs presentes nesses ecossistemas. Trabalhou-
se com a hipotese de correlagdo entre esses niveis e as concentragbes de MPs no
figado dos peixes do Rio dos Sinos. A relacdo entre a quantidade de MPs/g de tecido
no figado dos peixes e o fator de condicéo (Kn) foi investigada para avaliar possiveis

impactos na saude geral dos peixes. A analise revelou ndo haver uma relacéo
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significativa entre a quantidade de MPs e o fator Kn nos peixes.

Esses resultados indicam que a quantidade de MPs no figado pode nédo estar
relacionada com o estado de saude (Kn). Essa descoberta é relevante para
a compreensao dos efeitos dos MPs, uma vez que o fator de condicao reflete as
condi¢cBes nutricionais e comportamentais dos peixes. Além disso, sugere que 0s
efeitos da contaminacdo por MPs podem ser mais complexos do que apenas a
quantidade de particulas presentes nos tecidos.

Estudos recentes relataram os efeitos deletérios dos MPs na saude
reprodutiva de fémeas de peixes, tartarugas e camundongos?®. Em humanos,
observou-se relacdo do sexo com a via imunoldgica, entdo é possivel que os
hormdnios sexuais possam agir na protecdo ou exacerbacdo de uma resposta
inflamatoria®®. Esse estudo, apesar de nao revelar uma relagdo entre o fator Kn e 0s
MPs/g no figado, é o primeiro a relatar que os MPs podem estar se bioacumulando
mais nos figados das fémeas do que nos dos machos de uma mesma espécie.

Essa investigacdo destaca a importancia de considerar ndo apenas a
quantidade, mas também os possiveis impactos dos MPs na salde das fémeas,
enfatizando a necessidade de estudos adicionais para entender a relagéo entre os
MPs e o fator de condicdo em diferentes espécies e ambientes.

A presenca de MPs nos tecidos hepaticos dos peixes, juntamente com as
descobertas sobre a influéncia do sexo e do tamanho das particulas na acumulagéo
de MP, destaca a necessidade de uma avaliagdo abrangente dos riscos e impactos
desses poluentes em ecossistemas aquaticos e na saude dos peixes. Em resumo,
os resultados deste estudo corroboram a preocupagcdo crescente sobre a
contaminacdo por MPs em peixes de 4gua doce e destacam a complexidade das

interacdes entre esses poluentes e 0s organismos aquaticos.

CONCLUSOES

O estudo revelou uma preocupante contaminacéo por MPs no figado de C.
voga do Rio dos Sinos, com 57,4% das amostras analisadas apresentando presenca
de MPs. Essa constatacdo, em consonancia com pesquisas anteriores, destaca a
disseminagdo generalizada de MPs nos ecossistemas aquaticos. No entanto, a
auséncia quase total de fibras pode indicar uma barreira intestinal eficaz ou

caracteristicas especificas da regido estudada.
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A analise diferenciada por sexo nao revelou uma relacao significativa entre
a quantidade de MPs no figado e o fator de condicdo (Kn) de machos e fémeas
apesar de fémeas apresentarem maior concentracdo. ISso sugere que O0S
efeitos da contaminacdo por MPs podem ser mais complexos do que a simples
quantidade de particulas presentes, especialmente destacando a necessidade de
estudos aprofundados sobre a salde das fémeas.

As perspectivas para estudos futuros devem abordar lacunas especificas,
como a identificacdo do tipo de polimero nos tecidos, a compreensdo dos efeitos
diferenciados entre 0os sexos e a analise mais aprofundada da relacdo entre a
presenca de MPs e o fator de condicdo. Além disso, investigacdes sobre a origem
especifica dos fragmentos plasticos, considerando possiveis fontes, contribuiram
para uma compreensao mais abrangente dos riscos e impactos dos MPs nos
organismos aquaticos. Em suma, os resultados enfatizam a necessidade continua
de estudos multidisciplinares que avaliem os efeitos dos MPs nos ecossistemas
aquéaticos, considerando ndo apenas a quantidade, mas também os possiveis
impactos diferenciados entre 0s sexos e as caracteristicas especificas das
particulas. Essas pesquisas sdo essenciais para desenvolver estratégias eficazes de

mitigacdo e preservar a salde dos ecossistemas aquaticos.
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health. This study investigated MP concentrations in liver, brain, kidney, and muscle
tissue of Cyphocharax voga individuals collected from the Sinos River, a water
resource located in an urbanized region of southern Brazil. Using Nile Red staining
and fluorescence microscopy, MP concentrations per gram were determined and
MPs were identified by form and size. The highest mean MP concentration per gram
was observed in brain tissue (192 + 124 MP/g), followed by liver (65 = 37 MP/qg),
kidney (47 £ 25 MP/g), and muscle tissue (39 + 24 MP/g). Analysis revealed
significant differences in MP concentration between fish sexes in liver and brain
tissues. A statistically significant correlation was observed between kidney and liver
(p = 0.019, r = -0.520), as well as between kidney and brain ( p = 0.039, r = -0.424).
Regarding MP morphology, fragments were the predominant form across all organs
and muscle tissue, significantly different from all other forms (foams/films, spheres,
and fibers). These results demonstrate MP presence in all sampled tissues and
highlight the brain as a sensitive organ for biomonitoring purposes. This work
provides critical insights into MP occurrence in freshwater fish that may inform future
studies on the hazards these pollutants pose to aquatic environments, as they may

serve as models for other vertebrates and potentially humans.

Keywords: Microplastics, Cyphocharax voga, Nile Red, Bioaccumulation,

Freshwater contamination

INTRODUCTION

Microplastics (MPs) are small plastic fragments smaller than 5 mm, frequently
derived from the fragmentation of larger plastics or industrial products directly
released into the environment (LAMBERT, WAGNER, 2018, RIBEIRO et al. 2024).
They can have primary or secondary origins and are currently considered an
emerging and ubiquitous contaminant in ecosystems (MONTAGNER et al. 2021).

The first evidence of MP pollution in water dates to the 1970s, when studies
such as Carpenter, Smith (1972) reported the presence of small plastic spheres along
the New England coast. Since the 1970s, numerous studies have documented the
presence of these fragments in ecosystems worldwide, including aquatic ecosystems
(CRAWFORD, QUINN, 2017, GAMBOA et al. 2025). According to Bauer et al. (2022),

MP concentrations in rivers are strongly correlated with factors such as population
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density and urbanization.

In Brazil, the Sinos River, located in Rio Grande do Sul state, exemplifies an
aguatic ecosystem impacted by intense anthropogenic activity, receiving large
quantities of plastic waste from urban and industrial areas, making it a critical source
of MP pollution (SHI et al., 2024, ROSSATTO et al., 2024). Studies conducted in this
same water resource by Ferraz et al. (2020) and Bauer et al. (2022) identified the
presence of approximately 330.2 particles per liter of water and MPs in 38% of fish
gastrointestinal tracts (GIT) from the river headwaters, respectively.

According to 10-USP (2025), in polluted environments, chemical and toxic
substances are absorbed by organisms directly or indirectly, and when accumulated
in organs and tissues, can reflect the quantity of elements ingested (I0-USP, 2025).
Recent experimental studies demonstrate that MPs can accumulate in organs such
as liver, brain, kidney and muscle tissue of fish, causing adverse effects including
oxidative stress, cellular damage and inflammation (KELLY et al., 2024).

Beyond their widespread presence in ecosystems, MPs can accumulate in the
digestive tract, gills and skin of fish (HUANG et al., 2020). Once absorbed, they can
accumulate in tissues and organs, causing metabolic problems and potentiating the
absorption of other pollutants, thereby amplifying ecotoxicological risk (AHMADI et
al.,, 2022). This causes damage such as inflammation and oxidative stress,
immunological dysfunctions, reproductive damage and behavioral alterations,
significantly compromising fish health and aquatic ecosystem sustainability (HUANG
etal., 2020, PARKER et al., 2024). Complementarily, studies with nanopatrticles, such
as Mattsson et al. (2014), observed behavioral alterations in fish, including reduced
activity, increased feeding time and more rapid activity decline, even with available
food. To analyze the impacts of such factors on fish health, the condition factor (Kn)
is used, as it relates weight to total length of individuals and reflects their nutritional
status and well-being. This index is employed in ecological studies, allowing
assessment of pollution effects and food availability on populations (ROCHA et al.,
2005).

Beyond environmental factors, physiological differences related to
reproduction can result in distinct patterns between sexes regarding pollutant
accumulation and physiological responses (ADEOGUN et al., 2020, GUILLANTE et
al., 2023). Studies addressing this dynamic with heavy metals, such as Bastos et al.
(2016), El-Ghazaly et al. (2017) and Al-Yousuf et al. (2000), found higher
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concentrations in internal organs of female fish compared to males. However,
according to Guillante et al. (2023), there is no single pattern of xenobiotic
concentration between sexes. This variation may depend on species, pollutant and
environment, with one possible explanation being that females eliminate
contaminants through transfer to oocytes, embryos and, in mammals, to breast milk
(BURGER, 2007). Additionally, in fish, these variations may also be associated with
sexual dimorphism (BURGER, 2007, POLVERINO et al. 2023).

Regarding MPs, studies addressing this analysis remain scarce, but there is
evidence of sex influence. Studies by Bermudez-Guzman et al. (2020) and Sbhrana et
al. (2020), for example, reported differences in mean MP ingestion between fish
sexes. Thus, MP accumulation likely occurs differently in liver, brain, kidney and
muscle tissue, as already noted in the literature for other xenobiotics (BASTOS et al.,
2016, EL-GHAZALY et al., 2017, AL-YOUSUF et al. (2000), GUZMAN et al., 2022,
SBRANA et al., 2020, HARIKRISHNAM et al., 2023).

Cyphocharax voga (Hensel, 1869) is a native species of the Sinos River,

classified as detritivorous and iliophagous, with feeding based on ingesting detritus
present on the river bottom, making it particularly susceptible to MP ingestion in
polluted environments (HARTS, BARBIERI, 1993, SCHIFINO et al., 1998, CORREA,
PIEDRAS, 2008, MAHIDEV et al. 2024, SULTANA et al. 2024). Detritivorous fish like
C. voga exhibit substrate-associated feeding habits (SILVA et al. 2021) and
consequently are adapted to consume, besides detritus, periphyton, filamentous
algae, cladocerans, sediments and microorganisms (CORREA, PIEDRAS, 2008),
which potentiates ingestion of MPs deposited on aquatic environment substrates
(ISLAM et al., 2024, AHMADI et al., 2022).
The feeding characteristics of Cyphocharax voga, combined with the fact that fish,
living their entire lives in water, are particularly effective as biological indicators
(MASSON et al.,, 2021), make this species especially susceptible to ingesting
pollutants deposited in the benthic environment (SILVA et al., 2021, FERNANDES et
al., 2022).

MP particle internalization can occur through two main routes: through dietary
ingestion, following the path ingestion — intestine — blood — tissues, or through
direct water absorption via gills, following the path water — gills — blood — tissues
(KIM et al., 2021). Considering that the liver is identified as the central organ in MP
detoxification and metabolism (YIN et al., 2022), we expect to find higher MP
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concentrations in this organ.

The objectives of this study were: (i) to analyze MPs in liver, kidney, brain and
muscle tissue of C. voga, (ii) to compare MP concentrations identified in females and
males, (iii) to relate MP concentrations in organs and muscle tissue with the Condition
Factor of these individuals, (iv) to verify the characteristics of MP forms found in the studied

fish species.

MATERIALS AND METHODS

.Study Area

The study was conducted in the Sinos River, the main watercourse of the
Sinos River Hydrographic Basin (RSBH), located in the eastern region of Rio Grande
do Sul State, Brazil, with Serra Geral to the north, where it borders the upper course
of the Cai River. The basin covers approximately 3,800 km2 and 32 municipalities,
representing a prominent industrial region in the country. The river presents three
distinct sections according to bed slope: the upper section, with 25 km length between
600 and 60 meters altitude, the middle section, with 125 km between 60 and 5 meters,
and the lower section, with 50 km and almost zero slope (COMITESINOS, 2014).

The analyzed fish originated from commercial capture and were acquired
from a professional fisherman from Prainha locality, located in the lower section of
Sinos River, in Novo Hamburgo municipality, RS (RIO GRANDE DO SUL, 2023), at
coordinates 29°44'14.95"S and 51°05'26.39"W. The location selection along the river
considered the degree of area urbanization. The sampling period (between April and
May) was selected to avoid the reproductive season and potential temporal variation

in samples.

Fish characteristics and collection details

After capture, fish were immediately stored on ice at approximately -20°C to
preserve their biological conditions until laboratory arrival. In the laboratory,
specimens underwent screening, were separated by sex, and physical
determinations of total length, standard length and mass were performed using a 50
cm millimeter aluminum ichthyometer and scale with 0.1 g precision.

Fish were dissected using surgical scissors and scalpels, through straight



1.3.

75

incisions from the anal portion to the mouth region, exposing visceral content, which
was removed to allow access and kidney extraction. Subsequently, muscle tissue
samples were removed from the distal abdominal region, and brains were extracted
from the skull after opening with surgical scissors and forceps. To avoid cross-
contamination, after removing each organ and muscle tissue, instruments (scissors
and forceps) were sanitized with alcohol and rinsed with ultrapure water. Organs and
muscle tissue were stored in glass containers and preserved in the freezer at -20°C

until processing.
Microplastic extraction and identification

Fish organ and muscle tissue samples were thawed and weighed at room
temperature. For extraction and characterization of possible MPs, methods
previously described by Silveira et al. (2024) were used, based on references from
Karami et al. (2017) and Ferraz et al. (2020). Figure 1 presents the methodology
applied in the study, outlining key steps adopted for data collection and subsequent

analysis.

F Digestion — 15% KOH solution
at 40°C for 48 hours.

2 Filtrations — Vacuum pump
after sonication, stirring, and
centrifugation in 4.4M NaCl.

Chemical Staining — 15 mL of

-20°C @@= filtered deionized water and 0.3
l { mL of Nile Red solution for

approximately 60 minutes.

Drying — Oven at 40°C for
approximately 12 hours.

Analysis — Zeiss Axio Scope A1
. fluorescence microscope with
MUSCLE L 400x magnification.

TISSUE

LIVER KIDNEY BRAIN

Figure 1. Infographic of the methodology applied in the study

The Nile Red (NR) dye (9-diethylamino-5H-benzo(a)phenoxazinone-5-one) has
proven efficient in microplastic analysis due to its affinity for various polymer types, rapid
incubation time, high adsorption capacity, fluorescent intensity and low cost (Guzman et al.,
2022). Its application was described by Elsey et al. (2007) and Maes et al. (2017) and has
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been widely used in aquatic environment studies (Ferraz et al., 2020, Salla et al., 2024).

To identify, quantify and measure possible MPs in samples, filters were examined
with a Zeiss Axio Scope Al fluorescence microscope, using Carl Zeiss Axio Vision Rel. 4.8
software. A 40x objective and 10x ocular were used. Analysis occurred under Rhodamine
light, with excitation wavelength between 575-640 nm and emission of 590-620 nm, as
indicated by Elsey et al. (2007) and Salla et al. (2024).
MPs found were classified as particles, films, spheres and fibers (HENDRICKSON et al.,
2018). MP particles were measured based on their largest dimension, a characteristic
parameter for assessing particle size (LI et al., 2021).

Contamination prevention

To avoid MP contamination during procedures, contamination control measures were
adopted. This included preferential use of laboratory materials such as glassware and
utensils made of glass and metal, washing equipment with detergent and alcohol, rinsing
twice with ultrapure water and drying in an oven before use. All solutions were prepared with
ultrapure water and filtered again after preparation. During procedures, room access was
restricted, and 100% cotton lab coats and masks were used, as well as nitrile gloves.
Procedural blanks were performed for contamination control. The total number of microplastic
particles from each sample was composed of counts of all fragments, spheres,
films/pellets and fibers. These counts were corrected by subtracting counts in control

filters.

Data analysis

MP concentrations were expressed as plastic particles per gram of wet organ
or tissue (MPs/g). Normality tests (Kolmogorov-Smirnov) were performed in SPSS.
Results were significant (p< 0.05) for all samples and evaluated groups (MP/g for all
organs and muscle tissue), suggesting data follow a normal distribution.

With normal distribution confirmed, single-factor ANOVA evaluation
proceeded, with 95% confidence interval to assess differences in MP concentrations
between organs and tissues and sex-specific organs and tissues.

The equation M=a.CP, where M is mass, C is total length, a and b are coefficients
determined from observed data, describes how fish mass varies as a function of

length. From this equation, the condition factor Kn was calculated for individuals,
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where Kn values close to 1 indicate fish are in good condition, while divergent values
may suggest environmental or health problems in the population. Pearson correlation
analysis was conducted to examine potential associations between MP/g
concentrations across different tissues and their relationship with the fish condition
factor. In this analysis, correlation values close to 1 indicate strong association
between variables, while values close to 0 indicate absence or weak correlation.

For analysis of MP particle forms and sizes in different organs and muscle tissue,
distribution comparison of forms between tissues was performed. ANOVA test was
applied to verify significant differences in form distribution between groups. When
significant differences were identified, Tukey post hoc test was used to identify

between which groups these differences occurred.

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1.Microplastics in liver, kidney, brain and muscle tissue of C. voga

Figure 2 shows the highest MPs/g accumulation in brain, followed by liver,
kidney and muscle tissue, and the percentage of contaminated samples relative to

the number of analyzed samples (n=54).

37% of
samples
contaminated s ki
5
65 MPsig 47 MPs/g —_—
Liver - $:0)
44% of samples Kldney samples

contaminated contaminated
192 MPs/g 39 MPs/g

Brain Muscle
tissue

44% of
samples

Figure 2. Distribution of MPs/g concentrations in different analyzed tissues
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Figure 3 presents the distribution of MPs/g concentration in different analyzed
organs and tissues (liver, brain, kidney and muscle tissue), expressed through

boxplot graph.

600
500

400

O Liver

M Brain

H Kidney

B Muscle tissue

300
200
100

0

Figure 3. Distribution of MPs/g concentration in different organs and muscle tissue of analyzed fish

The brain was the organ with highest mean MPs/g concentration compared to
kidneys, livers and muscle tissue of studied fish, reaching 262 MPs/g in males and
157 MPs/g in females. The MPs/g values found in the present study greatly exceed
those observed by Barboza et al. (2023) and Blong et al. (2023), who found,
respectively, 7 £ 10 MPs/g in Dicentrarchus labrax and up to 30 MPs/g in
Oreochromis niloticus. Although methodological differences may influence these
variations, the data clearly reinforce MPs' capacity to reach fish brains and strengthen
the hypothesis of blood-brain barrier transposition, as discussed by Atamanalp et al.
(2021) and Nihart et al. (2025).

The liver, in turn, also stood out as a relevant organ for MP accumulation, with
females presenting higher means than males (78 and 42 MPs/g, respectively). As the
central organ in xenobiotic detoxification and metabolism, the liver is highly
vascularized and frequently cited in the literature as the primary target of systemic
plastic particle retention (WANG et al., 2022, RAHMAN et al., 2024).

The higher MP concentration observed in brain and liver corroborates findings

by Nihart et al. (2025), who identified these same organs as sites with tendency for
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higher MP concentration accumulation, including in studies conducted with human
brains.

In kidney, males presented higher mean concentrations than females (55 vs.
38 MPs/g). Although the kidney did not exhibit the highest absolute values, its
excretory function and high blood irrigation make it a relevant compartment for
systemic MP retention, especially after gastrointestinal translocation. The data
corroborate studies by Rahman et al. (2024), who identified the kidney as an
important accumulation site in fish exposed to plastic pollution.

Muscle tissue, despite presenting the lowest mean concentration (40 MPs/g in
females and 58 MPs/g in males), indicated the highest frequency of contaminated
individuals (79%). This result suggests MPs may be absorbed through routes
alternative to the gastrointestinal tract, such as transcutaneous exposure — a
hypothesis supported by evidence on fish epidermis permeability (OLIVEIRA et al.,
2022) and studies with nanoplastics in humans (YEE et al., 2021).

The MP distribution among different organs and muscle tissue of C. voga
revealed an accumulation route consistent with classic contaminant toxicokinetic
models. Using studies such as Olson, 2014 and Pompéo et al., 2022 on xenobiotic
absorption and redistribution routes — such as heavy metals, pharmaceuticals and
pesticides — described by ecotoxicology, it is possible to trace a plausible path for
MPs in fish: entry through ingestion (gastrointestinal tract), absorption through
branchial and/or cutaneous epithelia, passage to bloodstream and subsequent
distribution to highly vascularized and metabolically active organs such as liver, brain
and kidneys.

In our study, the mean MPs/g concentration in different organs (Table 1)

followed the descending contamination order brain > liver > kidney > muscle tissue.

Table 1. Contamination ratio compared to muscle tissue (lowest value)

Mean Ratio relative
Organ ) )
concentration (MPs/qg) to muscle concentration
Brain 192 5 times higher
Liver 65 1.7 times higher
Kidney a7 1.2 times higher

Muscle tissue 39 — (reference)
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The brain, as one of the most lipid-rich organs, heavily depends on transport
and distribution of these molecules to maintain homeostasis and neuronal function
(RAULIN et al., 2022), which may favor retention of hydrophobic compounds like
MPs. This hypothesis is reinforced by results from Dar et al. (2025), who, investigating
nanoparticle (NP) behavior in Daphnia intestine, observed these compounds interact
with lipid granules, which may facilitate their retention in lipid-rich tissues. This is
because, according to Nihart et al. (2025), lipid uptake favors selective transfer to the
brain, which may explain its greater susceptibility to accumulation of these
contaminants.

Habumugisha et al. (2023) and Blong et al. (2023) also analyzed MP
accumulation in multiple fish tissues experimentally, comparing between organs. The
study by Habumugisha et al. (2023), with Danio rerio under laboratory conditions,
identified the contamination order liver > muscle tissue > brain. However, exposure
time in experimental studies may be a variable influencing translocation in controlled
environments. In the work by Blong et al. (2023), with tilapia in a recirculating
aguaculture system (RAS), evaluating MP presence, the sequence muscle tissue >
brain > liver was found, with brain being one of the organs with highest MP presence,
as in the present study with C. voga. It should be noted that our evaluation considered
MP concentration in different organs and not just MP count. The differences observed
between the present study and Habumugisha et al. (2023) and Blong et al. (2023)
regarding descending contamination order may be attributed to factors such as type
and size of polymers used in experimental studies, evaluated species, exposure
environment (laboratory, cultivation or nature) and, especially, employed
methodologies.

It is important to highlight that gills are highly vascularized organs and act as
an efficient entry route for suspended contaminants in water from highly polluted
natural environments (Bhagat et al., 2021), unlike controlled environments, which
may partially justify the high MP concentration in brain observed in our study. Another
possible explanation for our results is based on the fact that micro or nano-scale
particles, once in systemic circulation, have potential to reach distant tissues like the
brain, transposing selective barriers such as the blood-brain barrier, as demonstrated
in studies with fish and mammals (Mattsson et al. (2017) and Shan et al. (2022). This

entry route may be particularly relevant in natural environments, where organisms
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are continuously exposed to suspended MPs of varied compositions, sizes and
origins.

This research suggests that particulate pollutant (MPs and NPs) toxicokinetics
follows principles analogous to classic xenobiotics and persistent organic pollutants
(POPs), where tissue distribution and retention depend on properties such as size,
form, persistence and solubility (OLIVEIRA, BALDAN, 2022), with priority
accumulation in nervous and hepatic tissues (POMPEO et al., 2022). Furthermore,
MP detection in muscle tissue, even at lower concentration per gram of tissue,
reinforces the hypothesis of direct environmental absorption, possibly via cutaneous
route, considering teleosts present highly water- and solute-permeable epidermis
(POMPEO et al., 2022, OLIVEIRA, BALDAN, 2022).

Pearson correlation analysis revealed significant associations between some organs
regarding MPs/g concentration. A statistically mean significant correlation was
observed between kidney and liver (p = 0.004; r =-0.481,), as well as between kidney
and brain (p = 0.012; r = -0.424,). (Figures 4 e 5). These results indicate that, in
analyzed individuals, higher MPs/g concentrations in kidney are associated with
lower concentrations in liver and brain. Although mechanisms are not yet fully
elucidated, our results, like those of Deng et al. (2017), support the hypothesis that

reduced particle size is associated with accumulation in internal organs.
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Figure 4. Correlation between MP concentrations found in kidney and liver
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2.2.Concentration of MPs identified in females and males of C. voga
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Results from evaluation of MPs/g presence and concentration in samples

(46% contaminated by MPs) demonstrated that MPs can be absorbed and reach all

analyzed organs. Additionally, single-factor ANOVA test demonstrated that MPs/g

concentration varies significantly between biological compartments both in general

analysis and when individuals were separated by sex (Table 2).

Table 2 ANOVA results for MPs/g concentration in liver, brain, kidney and muscle tissue of C. voga,
considering general analysis, females and males.

Source of variation SS df MS F p-value Critical F
Evaluation among all 54
) ) 384842.2 29.51718 1.426E- 2.700409
fish (MPs/g in each organ 3 128280.76
) 9 8 13 1

and muscle tissue)
Evaluation among all 29

i 145269.4 15.37275 2.559E- 2.779114
females (MPs/g in each 3 48423.147

) 4 4 07 3
organ and muscle tissue)
Evaluation among all 25

_ 305237.5 21.58317 2.502E- 2.851741
males (MPs/g in each 4 3 101745.85 ; 08 3

organ and muscle tissue)

Significant differences exist (p=1.42E-13,

respectively for general,

female and male evaluations) when

p=2.559E-07, p=2.502E-08,

relating MP
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concentrations found in studied organs and muscle tissue. Tukey HSD multiple
comparison test indicated that brain (both in males and females) is the organ with
results significantly different from other organs and muscle tissue. Verification was
performed pairwise between MPs/g results in each of the four organs (kidney, brain,
liver and muscle tissue), evaluated separately in female and male fish.

Males presented higher concentrations in brain and kidney, while the opposite was
verified in liver, with higher results in females. In muscle tissue, mean values were

similar between sexes (Figure 6).
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Figure 6. Comparison between mean concentrations (MPs/g) found in different organs and muscle
tissue of female and male C. voga.

To assess statistical significance of these differences, variance analysis (single-factor
ANOVA) was performed for each organ in relation to sex. Results indicated that, in
liver, there was significant difference between males and females (p = 0.0345, f =
5.23 > critical f = 4.41), showing that MP accumulation in this organ is associated with
sex. The same occurred in brain, where significant difference was verified between
males and females (p = 0.0475, f = 4.40 > critical f = 4.30). In contrast, in kidney (p =
0.1022, f = 2.90 < critical f = 4.30) and muscle tissue (p = 0.7919, f = 0.07 < critical f
= 4.18), observed differences were not statistically significant.

Literature analysis reveals that sex influence on bioaccumulation and pollutant

effects in fish has been addressed mainly for traditional xenobiotics, such as heavy
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metals and persistent organic compounds, but still in initial form for MPs, an emerging
contaminant. Studies such as Gewurtz et al. (2011), El-Ghazaly et al. (2017),
Adeogun et al. (2020) and Al-Yousuf et al. (2000), identified significant differences
between males and females in heavy metal accumulation. However, although Collard
et al. (2017), Atamanalp et al. (2021), Blong et al. (2023) and Rahman et al. (2024)
analyzed MP presence in brain, liver, gastrointestinal tract, gills and muscle tissue of
different fish species, none of these authors performed analyses on MP concentration
differences between males and females.

Our results regarding differential accumulation between females and males
exposed to MPs compared to traditional xenobiotics align with findings by Adeogun
et al. (2020) who identified variations in hepatic tissues between males and females,
despite absence of differences in muscle tissue, behavior also observed in our
analysis. El-Ghazaly et al. (2017) and Al-Yousuf et al. (2000) reported higher
accumulation in females, particularly in liver, a result also verified in our study. On the
other hand, Gewurtz et al. (2011) observed higher mercury and PCB accumulation in
male walleye, which resembles the pattern observed in some organs analyzed in the
present study.

When specifically addressing MPs, studies remain scarce and focused mainly
on GIT accumulation, but there is evidence of sex influence. Bermudez-Guzman et
al. (2020) reported higher mean MP ingestion by Opisthonema sp. females, although
without statistical significance, while Sbrana et al. (2020) observed significantly
higher ingestion by Boops boops males, suggesting behavioral aspects may
modulate this difference.

In controlled environments, Harikrishnam et al. (2023) showed that Danio
albolineatus males presented more intense physiological responses to MPs, such as
greater immunosuppression and oxidative stress, even without direct accumulation
evaluation. Thus, data from the present study strengthen evidence that sex is a
relevant variable in MP exposure and response dynamics, both in terms of
bioaccumulation and physiological effects, reiterating the need for future
ecotoxicological studies to systematically consider this variable.

Currently, few studies investigating MP presence in freshwater fish have also
analyzed the existence of statistical differences between males and females
regarding accumulation of these pollutants in different organs and tissues. Our study

iIs among the pioneers to present, besides mean MPs/g concentrations in liver,



2.3.

85

kidney, brain and muscle tissue, an analysis of variations between sexes and among

analyzed organs.

Relationship Between MP Concentration in Organs and Muscle Tissue of C.

voga with Condition Factor Kn

Evaluation results between different MP concentrations in organs and muscle tissue

and condition factor indicated no significant relationship between them (Kn and Liver:
=-0.086, p = 0.718, Kn and Brain: r =—-0.373, p = 0.072, K» and Kidney: r =-0.152,

p = 0.478, Kn and Muscle tissue: r = -0.218, p = 0.246).

These results align with James et al. (2020) and Blankson et al. (2022) who previously

sought to relate MP presence in liver and GIT of marine fish and Mancuso et al. (2022)

and Gomez et al. (2023) in eyes, liver and GIT of aquatic fish without finding any

significant influence of MP concentration on this variable.

2.4.Characterization of form and size of MP particles found in different organs and

muscle tissue of C. voga
Four MP forms were found in analyzed samples: fragments, spheres,

films/pellets and fibers. Figure 7 presents representative examples of MP
morphological forms stained with NR under fluorescence microscopy.

-

Figure 7. Examples of plastic particles stained with NR under fluorescence: (a) fragment, (b) sphere,

(c) film and pellets, (d) fiber
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Tukey test was performed separately for each studied organ and tissue,

verifying in all situations that Fragment-type particles differed significantly from all

others.

Figures 8 to 11 present the distribution of MP forms found in each analyzed sample,

morphologically categorized. On average, 72% of MPs found in fish are Fragments,

26% are Spheres, 1.2% are Films/pellets and 1.2% are Fibers.

Figure 8. Distribution of different MP forms found in liver samples (n=20)
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Figure 9. Distribution of different MP forms found in brain samples (n=24)
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Figure 10. Distribution of different MP forms found in kidney samples (n=24)
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Figure 11. Distribution of different MP forms found in muscle tissue samples (n=31)

Table 3 presents the summary of each form number identified per analyzed
sample, as well as mean sizes, standard deviation and minimum and maximum sizes

of each MP patrticle form found in each compartment of analyzed fish.
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Table 3 Distribution of MP forms found in analyzed organs and muscle tissue

Average
N? of size & Minimum Maximum
Sample Shape particules Standgrd size (um) size (um)
found deviation
(um)
Fragments 142 52.0+£49.0 7.3 372.5
. Sphares 50 12.2+11.2 3.2 71.0
2 Foam and 5 45.5+28.5 22.0 88.0
4 films
Fibres 0 NC NC NC
Fragments 134 38.4+43.0 3.0 237.1
- Sphares 60 14.3+23.0 25 162.0
© Foam and 3 35.4 +17.0 16.0 47.0
m films
Fibres 0 NC NC NC
Fragments 59 32.0+27.0 3.0 146.1
> Sphares 38 14.2+11.0 2.3 55.2
5 Foam and 0 NC NC NC
g films
Fibres 2 88.2+1145 7.2 169.1
Fragments 199 479+ 420 5.0 279.0
@ g Sphares 41 17.0+18.1 5.0 105.0
2 Foam and 0 NC NC NC
S = films
Fibres 0 NC NC NC

NC: MP form was not present in samples

Results corroborate previous studies indicating fragments as the main MP
form ingested or internalized by freshwater fish, especially in environments impacted
by urban activities and domestic effluents (COLLARD et al., 2017, RAHMAN et al.,
2024). Fragment prevalence may be associated with greater secondary plastic
fragmentation degree in contaminated water bodies, as well as ease of ingestion of
these particles by detritivorous/iliophagous species like C. voga.

The presence of microspheres, especially in the kidney, may point to specific
sources of contamination, such as effluents from cosmetics and cleaning products
(AVIO et al., 2015), emphasizing the kidney's role in filtering smaller particles. The
lower occurrence of fibers and films/pellets may be associated with their lower
retention rate or greater degradation in fish digestive systems.

This information reinforces the importance of morphological characterization
as complement to quantification, providing clues about origin, entry route and
possible MP accumulation mechanisms in aquatic organisms.

Regarding size, particles presented overall mean size of 36 = 39.5um,
compatible with the interval reported in previous studies with marine and freshwater
fish (ATAMANALP et al.,, 2021, RAHMAN et al., 2024, BARBOZA et al., 2020).
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Generally, fragments (43.6 + 42.2), films and pellets (52.9 + 38.1), as well as fibers
(88.2+ 114.5), due to their irregular form and tendency to secondary fragmentation,
present larger mean size than spheres (14+ 16.2), which tend to be smaller and more
uniform.

Particle size distribution by organs and tissue revealed that kidney
concentrated the smallest particles (26.4 + 27.1 um), followed by brain (31 = 39.1
pum), liver (41.4 + 45.4) and muscle tissue (42.8 + 40.6um). This trend is corroborated
by Rahman et al. (2024), who identified preferential accumulation of smaller MPs in
kidneys of market and experimental fish.

The presence of particles in brain tissues, even with mean dimensions below
35 um, raises concerns about systemic translocation and biological barrier crossing.
Previous studies demonstrate that particles <20 um can cross the blood-brain barrier
(BBB) (ALEXANDER et al., 2016, YEE et al., 2021), potentially interacting with
microglial cells and triggering neurotoxicity (ATAMANALP et al., 2021, BARBOZA et
al., 2020).

The observed variability (sizes from 2.3 to 372.7um) also indicates many
particles may have undergone fragmentation processes in the environment,
increasing their bioavailability (BOUCHER et al., 2019, YEE et al., 2021). Fragment
dominance may be associated with environmental wear and secondary ingestion,
while sphere presence may indicate industrial or cosmetic sources (RAHMAN et al.,
2024).

. CONCLUSION

The present study represents the first record of MP presence and
characterization in liver, brain, kidney and muscle tissue of Cyphocharax voga in the
Sinos River Hydrographic Basin. The species demonstrated systemic MP
bioaccumulation, with emphasis on the brain, which presented the highest mean
MPs/g concentration among analyzed organs, followed by liver, kidney and muscle
tissue.

High frequency of contaminated individuals was observed, mainly in muscle
tissue (79%), which, despite presenting the lowest mean MPs/g concentration,
suggests systemic and prolonged species exposure to contaminants. Statistical

analysis indicated significant differences in MP concentration between organs, with
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brain presenting values significantly higher than other biological compartments in
both sexes.

Additionally, statistically relevant differences were identified between males
and females in MPs/g accumulation in brain and liver, indicating that, as occurs with
other xenobiotics, there may be possible sex influence on accumulation patterns,
reinforcing the importance of considering this variable in ecotoxicological evaluations.

Significant correlations between MP concentrations in kidney with liver and
brain show possible physiological interactions between these organs in particle
retention and translocation. Regarding identified forms, fragments predominated
(72%), followed by spheres, foams/films and fibers, with kidney concentrating
particles of smallest mean size, possibly due to its physiological role in filtration.

Results did not indicate significant relationship between MPs/g concentration
in organs and individual Kn condition factor, suggesting that MP physiological effects
may not immediately reflect in body metrics such as mass and length, but does not
exclude possible long-term cumulative impacts.

Given the exponentially increasing environmental presence of this pollutant,
our findings underscore the need to broaden the scope of studies on plastic pollution
in freshwater environments. This includes the evaluation of non-traditional organs in
ecotoxicological analyses and the investigation of potential alternative pathways for
MP entry into organisms, in order to support future actions in environmental

monitoring and plastic waste management.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo sobre a presenca de MPs em tecidos internos de peixes da espécie
C. voga permitiu a identificacéo de tendéncias e 0 avanc¢o no estado da arte sobre o
conhecimento da contaminacédo por MPs em ambientes e organismos aquaticos no
Rio dos Sinos.

Dentre dos principais resultados, pode-se destacar a presenca generalizada de
particulas plasticas nos individuos analisados, com excec¢ao de apenas 3% dos peixes
coletados livres de contaminacdo em um ou outro tecido.

O estudo possibilitou observar que o cérebro possivelmente € um 6rgéo
particularmente sensivel a contaminagdo por MPs, pois, entre o0s tecidos analisados,
foi 0 que apresentou as maiores concentracbes médias. Além da presenca mais
abundante de contaminacdo no cérebro, o estudo também possibilitou identificar
diferencas estatisticamente significativas de MPs/g entre machos e fémeas, tanto no
cérebro quanto no figado — outro resultado relevante, sugerindo mais estudos que
analisem a contaminacdo sistémica nos organismos e incluam o sexo como uma
variavel de interesse nas analises.

Os dados obtidos também possibilitaram a verificacdo de correlacdes
significativamente negativas entre as concentra¢gdes de MP no rim e no figado, bem
como entre o rim e 0 cérebro. Sugere-se estudos que visem 0 acompanhamento das
rotas de transporte, excrecao e 0s mecanismos fisioldgicos envolvidos no transporte
de particulas plasticas entre os érgaos internos.

Quanto a morfologia das particulas, os fragmentos foram significativamente
mais abundantes do que as demais formas identificadas, como espumas/fiimes,
esferas e fibras. Essa predominancia pode indicar as principais fontes de
contaminacdo da area, refletindo, nos resultados, a probleméatica associada ao
descarte irregular de residuos plasticos no ecossistema estudado.

No que se refere a um dos objetivos secundarios da pesquisa — a relacao entre
a concentracédo de MPs nos tecidos e o fator de condigéao dos peixes (Kn) —, néo foi
identificada correlagéo significativa. Esse resultado indica que, a0 menos sob os
parametros avaliados, a presenca de MPs néo afetou de maneira direta a condicéo
corporal dos individuos.

A hipétese central do estudo, que previa diferencas significativas na
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concentracdo de MPs entre os diferentes 6rgaos de C. voga, foi confirmada.

Por fim, os dados obtidos reforcam a importancia do monitoramento continuo
da poluicdo por MPs em ecossistemas e organismos aquaticos, especialmente em
ambientes sob intensa pressdo antropica, como o Rio dos Sinos. A espécie
Cyphocharax voga demostrou ser uma espécie eficaz para o biomonitoramento em
estudos ecotoxicolégicos, em virtude de sua suscetibilidade a ingestédo de particulas
acumuladas no ambiente bentbnico, existindo a franca possibilidade desses
resultados serem extrapolados para outros vertebrados.

5.1. Principais destaques da pesquisa

Contaminacéo sistémica: Demonstrou-se que os MPs contaminam 6rgaos internos
como cérebro, figado, rim e masculo, indicando efeitos além do trato gastrointestinal.
Influéncia do sexo na contaminacao: Foram observadas diferencas significativas
entre machos e fémeas na concentracdo de MPs, destacando o sexo como variavel
relevante em estudos ecotoxicoldgicos.

Validacdo de bioindicador: A espécie Cyphocharax voga foi confirmada como
eficiente para o biomonitoramento da poluicdo por MPs em ambientes aquaticos
impactados.

Cérebro como 6rgao com maior concentracdo de MPs: fortalecendo a hipétese
de transposicao da barreira hematoencefalica.



