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Resumo

Os plasticos, amplamente utilizados no cotidiano e altamente resistentes a degradacao
biologica, representam um problema ambiental crescente. Uma parte das milhoes de
toneladas de plastico produzidas anualmente alcanga os oceanos, causando riscos nao so-
mente aos organismos aquaticos, mas também a saide humana devido a possibilidade
de bioacumulagao. O poliestireno, um polimero termoplastico amplamente utilizado em
embalagens, pode se fragmentar, assim como outros materiais plasticos, quando exposto
a radiagdo e a outros fatores ambientais, originando estruturas denominadas micro e na-
noplasticos. A grande preocupacao atual tem se voltado para os nanopldsticos, que sao
capazes de se acumular nos tecidos de seres vivos e causar toxicidade. Nesse contexto,
as simulacoes de dindmica molecular all-atom podem ser consideradas uma ferramenta
importante para auxiliar na compreensao desse problema, a fim de investigar o compor-
tamento dos nanoplasticos em contato com as membranas celulares. Com isso, busca-se
uma melhor compreensao do comportamento e das propriedades desses polimeros, as-
sim como investigar as perturbagoes que esses materiais causam na composicao lipidica
das membranas. Os estudos de dindmica molecular foram conduzidos utilizando o pa-
cote GROMACS e os pardmetros do campo de forcas CHARMMS36. Os sistemas: (a)
membrana de 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e (b) membrana de DPPC + polies-
tireno, foram submetidos a temperaturas diversas, a fim de investigar as caracteristicas e
os comportamentos desses sistemas. Os resultados obtidos demonstram que o aumento da
temperatura e a presenga de 30% (mol/mol) de poliestireno influenciam significativamente
o comportamento e as propriedades da bicamada lipidica de DPPC. Além disso, pela vi-
sualizacao da trajetoria da simulagao é possivel verificar que ocorre uma incorporacao do
poliestireno na bicamada. A vista disso, os resultados obtidos corroboram os resultados
experimentais de que o comportamento fluido da membrana é afetado pela presenca de

nanoplasticos.

Palavras-chave: Dinamica Molecular, Poliestireno, Nanoplasticos.



Abstract

Plastics, widely used in everyday life and highly resistant to biological degradation, rep-
resent a growing environmental concern. A portion of the millions of tons of plastic
produced annually reaches the oceans, posing risks not only to aquatic organisms but
also to human health due to the potential for bioaccumulation. Polystyrene, a thermo-
plastic polymer widely used in packaging, can fragment, like other plastic material, when
exposed to radiation and other environmental factors, giving rise to structures known as
micro and nanoplastics. Current scientific concern has focused on nanoplastics, which
are capable of accumulating in the tissues of living organisms and causing toxicity. In
this context, all-atom molecular dynamics simulations can be considered an important to
aid in understanding this problem, in order to investigate the behavior of nanoplastics
in contact with cellular membranes. This aims to provide a better understanding of the
behavior and properties of these polymers, as well as to uncover the disturbances that
these materials cause in the lipid composition of membranes. Molecular dynamics studies
were conducted using the GROMACS package and the CHARMMS36 force field parame-
ters. The systems: (a) a 1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) membrane and (b)
DPPC membrane + polystyrene, were subjected to different temperatures in order to
investigate the characteristics and behaviors of these systems. The results demonstrated
that the increase in temperature and the presence of 30% (mol/mol) polystyrene signifi-
cantly influence the behavior and properties of the DPPC lipid bilayer. Furthermore, by
visualizing the simulation trajectory, it is possible to verify that the polystyrene is incor-
porated into the bilayer. Therefore, the results corroborate experimental results showing

that the fluid behavior of lipid membranes is affected by the presence of nanoplastics.

Key-words: Molecular Dynamics, Polystyrene, Nanoplastics.
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1 Introducao

O desenvolvimento da civilizagdo moderna esta fortemente associado ao uso do plas-
tico, um material amplamente presente no cotidiano e empregado pela maioria da popu-
lacao mundial. No inicio de sua comercializagao, acreditava-se que ele apresentava menor
toxicidade do que o vidro. Entretanto, atualmente ja se sabe que a producao de plasti-
cos em larga escala resulta em produtos que muitas vezes serao utilizados por um curto
periodo de tempo, mas que possuem uma biodegradacao extremamente limitada. Com
isso, o ciclo de vida desses materiais, desde sua fabricacao até seu descarte, torna-se uma
grande ameaca para o meio ambiente. Na década de 1950, a produgao mundial de plastico
era de aproximadamente 1,7 milhao de toneladas por ano; contudo, esse ntimero cresceu
devastadoramente, atingindo 335 milhoes de toneladas produzidas em 2016. Estima-se
que 8 milhoes de toneladas cheguem aos oceanos através de diferentes maneiras, como
insumos acidentais, tratamento insuficiente de residuos e despejo ilegal de lixo [1].

Dada a grande diversidade de materiais plasticos existentes, eles sdo usualmente clas-
sificados de acordo com a composicao quimica do mondémero e outras cadeias laterais
relevantes que constituem o polimero [2]. O poliestireno, por exemplo, é um polimero
aromatico obtido pelo processo de polimerizacao de mondémeros de estireno. Esse po-
limero é um termopléastico que possui alta durabilidade e é transparente, podendo ser
facilmente tingido. Com isso, ressalta-se a grande importancia do poliestireno na pro-
ducao de brinquedos, embalagens, eletrodomésticos, entre outros produtos presentes no
cotidiano. Um dos grandes destaques é a producao de poliestireno expandido, conhecido
comercialmente como Isopor®, através de um répido aquecimento de pellets de poliestireno
juntamente com um agente espumante, gerando materiais que sao amplamente utilizados
para a produgao de recipientes para alimentos, como copos e bandejas descartaveis [1].

Inicialmente, o estudo sobre poluicao plastica era focado principalmente na presenca
de microplédsticos no ambiente marinho. No entanto, a grande preocupacao atual é a frag-
mentagao dos plasticos em uma escala ainda menor: os nanoplésticos [3]. Nanoplasticos
podem ser definidos como estruturas que possuem tamanhos variando entre 1 e 1000 nm.
Sao formados a partir da degradacao de objetos plasticos e podem exibir comportamento
coloidal, que é extremamente relevante para entender as propriedades desses materiais.
Ao atingir a escala nanométrica, a sedimentacao de particulas plasticas pode ser impe-
dida pelas colisoes com moléculas de agua ou outras espécies idnicas presentes no meio.
Desse modo, essas interacoes resultam em um movimento aleatério por toda a solucao,
conhecido como movimento browniano, que pode ser estimado quando o tamanho das
particulas se aproxima de 100 nm [4].

Materiais que possuem uma escala tao pequena de tamanho, como os nanoplasticos,



conseguem entrar com facilidade na cadeia alimentar e ha cada vez mais evidéncias que
comprovam que objetos na escala nanométrica estao sendo encontrados em formas de
vida marinha [3]. Os nanoplésticos podem ser ingeridos acidentalmente por seres vivos
presentes nos oceanos, e as nanoestruturas plasticas podem se acumular nos tecidos de
organismos vivos e impedir seu metabolismo [5]. A penetragao dos nanoplasticos ocorre em
seres vivos do nivel tréfico mais baixo, como os planctons, até um nivel mais alto, como
predadores. Acredita-se que a principal forma de entrada dos nanopldsticos no corpo
humano seja através do trato gastrointestinal [2]. Por isso, hd uma grande preocupagao
em relagao a bioacumulacao desses materiais em frutos do mar, como mexilhoes, peixes e
camaroes, que poderao ser consumidos por seres humanos que estarao expostos a possivel
toxicidade dos nanoplasticos [1].

As membranas celulares sao a primeira barreira que agentes externos encontram ao
interagir com as células da maior parte dos organismos vivos. Desse modo, a investigacao
e analise das membranas celulares sao uma das principais formas de avaliar a toxicidade
de nanofragmentos plasticos ao entrarem em contato com as células. Em destaque, a
organizacao dos fosfolipidios das membranas possui fungoes essenciais em processos de
sinalizacao celular, e até minimas mudancas na estrutura lipidica podem causar alteracoes
irreversiveis e gerar uma grande ameaga a viabilidade celular [3].

Com isso, tendo em vista a importancia das membranas celulares, as simulagoes de
dindmica molecular se apresentam como ferramentas importantes para a investigagao
e compreensao das propriedades desses sistemas. A simulacdo de dindmica molecular
descreve a variacao no comportamento de moléculas em funcao do tempo e é considerada
um método classico de simulacao. Esse método de simulacao possibilita a obtencao de
modelos moleculares que se aproximam da realidade biolégica, pois a flexibilidade das
moléculas e a temperatura do sistema sao caracteristicas levadas em consideragao nesse
método de simulagao.

O estudo dos nanoplasticos torna-se cada vez mais necessario, nao apenas pelo im-
pacto ambiental causado por esses materiais, afetando a biodiversidade dos oceanos, mas
também pelos possiveis riscos a saude humana, tendo em vista que os nanoplasticos, ao
serem ingeridos acidentalmente por organismos marinhos, podem passar pelo processo
de bioacumulacao na cadeia alimentar, chegando até nés, seres humanos. Desse modo,
ressalta-se a importancia de investigar, de um ponto de vista microscopico, como os na-
nopléasticos interagem com as membranas biologicas e afetam sua composicao lipidica,

utilizando simulagoes de dindmica molecular all-atom.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Plasticos

Os polimeros sintéticos, comumente conhecidos como plasticos, constituem uma classe
de materiais de grande diversidade estrutural e aplicacoes, cujo desenvolvimento tecnolé-
gico ocorreu majoritariamente ao longo do ultimo século. O primeiro plastico sintético foi
produzido no inicio do século XX e era chamado de baquelite, obtido pela polimerizacao
do fenol com formaldeido e utilizado em utensilios domésticos e materiais de constru-
¢ao. Entretanto, a produgao massiva de plasticos comecou somente no final da Segunda
Guerra Mundial, na década de 50, com uma produgao de aproximadamente 5 milhoes de
toneladas por ano. A aplicacao desses materiais se estendeu para a medicina, transporte,
agricultura e, principalmente, para embalagens descartaveis [6, 7.

Os polimeros, compostos formados por unidades estruturais quimicas repetidas, sao
produzidos por meio de processos industriais de polimerizacdo. As propriedades fisico-
quimicas e mecanicas desses materiais podem ser adaptadas, através da insercao de adi-
tivos, como estabilizadores térmicos, ou pela adicao de outros materiais, como fibras de
carbono, para melhorar o desempenho, a aparéncia e conseguir atingir aplica¢oes especi-
ficas [2].

Com isso, os plasticos revolucionaram a sociedade moderna por serem materiais extre-
mamente versateis, tendo em vista que sao considerados baratos, fortes, duraveis, resisten-
tes & corrosao e com propriedades de isolamento elétrico e térmico. A gama de polimeros
existentes e a riqueza de diversidade em suas propriedades, como intimeras formas, cores
e tamanhos distintos, tornam a producao de produtos plasticos presentes no cotidiano
cada vez maior [7].

Desde a década de 1950, a producao de plasticos aumentou exponencialmente, substi-
tuindo materiais tradicionais em diversos setores da industria. Essa transicao foi impul-
sionada pela busca por materiais mais leves e econdémicos [6]. Entretanto, muitos objetos
plasticos sao considerados de uso tinico, sendo manipulados por um curto espaco de tempo
e, logo em seguida, descartados. A grande problematica é que esses materiais apresentam
alta resisténcia ao envelhecimento e degradacao bioldgica extremamente lenta, o que leva
ao acumulo progressivo de residuos plasticos em diversos ecossistemas, principalmente no
marinho [8].

Estima-se que 75% de todo lixo marinho seja constituido de pldstico e esse material
estd se acumulando nas praias, nas costas até mesmo de ilhas mais isoladas, na super-
ficie do mar, no fundo do oceano e também no gelo marinho do Artico [6]. A maior

parte do plastico encontrado no ambiente aquatico tem origem em fontes terrestres, como



resultado de derrames acidentais ou propositais, além de enchentes intensas que podem
arrastar esses materiais das margens para as aguas. Ademais, os sistemas ineficientes de
tratamento de efluentes urbanos e industriais, assim como a gestao inadequada de re-
siduos e as descargas impréprias ou ilegais em &areas costeiras densamente urbanizadas,
contribuem para que haja um aumento crescente de materiais plasticos encontrados na
agua. Adicionalmente, a atividade de aquacultura também pode aumentar o actmulo
de plastico no oceano, visto que equipamentos utilizados na pesca, como redes, cordas e
cabos, podem ser perdidos ou abandonados no mar, intensificando a poluigao plastica [9].

Atualmente, hd uma numeracao estabelecida pela Associagdo Brasileira de Normas
Técnicas que identifica os diferentes tipos de plasticos e os classifica em 7 classes diferentes,
como esquematizado na Figura 1 [10]. Esse sistema de identifica¢ao permite diferenciar os
polimeros e facilitar o processo de reciclagem desses materiais. Além disso, a numeragao
traz uma maior consciéncia para o consumidor, permitindo que ele saiba qual tipo de

plastico estd comprando ou consumindo [11].

2

PET PVC

Polietileno Palietileno de Policloreto Polietileno de
Tereftalato Alta Densidade de Vinila Baixa Densidade

N\
&

_ ‘ Bisfenol A
Polipropileno Poliestireno & outros

Figura 1 — Classificacao dos tipos de plésticos.

Reproduzido de Ref. [10]

(o)

Apesar dos esforcos para reduzir a producao e utilizacao de plasticos, promovendo
a reciclagem de forma correta e eficiente, a producao global desse material continua a
crescer. O desenvolvimento de materiais alternativos, como substitutos biodegradaveis,
além da implementacao de sistemas de coleta, reciclagem e descarte mais eficientes, sao
demandas urgentes a serem implementadas mundialmente [6].

Os plasticos devem ser tratados nao apenas como residuos, mas como um legado
geoldgico e ambiental da humanidade, possivelmente deixando uma “assinatura plastica”
nos registros futuros. Além de produzir novos materiais que sejam sustentaveis, outro
grande desafio é gerenciar os materiais ja existentes da maneira menos prejudicial possivel

a biodiversidade dos ecossistemas [7].
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2.2 Nanoplasticos

A biodegradabilidade dos plésticos é fortemente influenciada pelos materiais empre-
gados na sua fabricacdo, pela composicao quimica e pela estrutura do polimero, bem
como pelas condi¢oes ambientais as quais sdo expostos. No entanto, apesar desses fato-
res influenciarem o processo, a maior parte dos plasticos apresenta elevada resisténcia a
degradacao biolégica. Assim, no ambiente marinho, esses materiais estao sujeitos prin-
cipalmente a processos fisicos, quimicos e bioldgicos que, embora geralmente lentos e
pouco eficientes em promover degradagdo completa, contribuem para sua fragmentagao
progressiva ao longo do tempo [2].

Quando expostos a radiacao solar, a acao hidrolitica da agua e a processos oxidativos
da atmosfera, os polimeros nao se degradam completamente, mas sofrem fragmentacao
gradual, originando fragmentos cada vez menores, como micro e nanoplasticos [12]. Em-
bora existam varios estudos sobre os micropléasticos, a ocorréncia e os efeitos dos fragmen-
tos plasticos na escala nanométrica ainda sao pouco compreendidos e geram uma crescente
preocupagao devido ao aumento desses materiais nas dguas maritimas [13].

A definicao precisa do termo “nanoplastico” ainda é assunto de debate dentro da co-
munidade cientifica. Segundo Gigault et al. (2018) [4], nanoplasticos podem ser definidos
como fragmentos plasticos que sao produzidos de forma nédo intencional, com tamanho
variando de 1 a 1000 nm e que apresentam comportamento coloidal. Ao contrario de
nanomateriais fabricados, que sdo produzidos para aplicacOes especificas, os nanoplas-
ticos surgem de forma acidental durante processos de degradacao de plasticos maiores
ou durante a fabricacdo de materiais plasticos. Além disso, os nanoplasticos, devido a
suas dimensoes reduzidas, podem permanecer suspensos em solugoes aquosas, podendo
interagir com outras substdncias presentes no ambiente [4].

Desse modo, nanopléasticos e microplasticos diferem nao apenas em termos de tama-
nho, mas também em suas propriedades essenciais. Uma das diferencas mais marcantes
é que, enquanto os microplasticos geralmente flutuam, os nanoplasticos se comportam
como coloides [14]. Ademais, os nanoplasticos se diferenciam dos microplésticos nas pro-
priedades de transporte, nas interagoes com a luz, na alta fracao de moléculas expostas
na superficie de particulas, na biodisponibilidade e nos tempos de difusao relacionados a
liberagao de aditivos plésticos [15].

A heterogeneidade fisica e quimica associada aos nanoplasticos, devido a sua diversi-
dade de composi¢oes e morfologias, pode influenciar sua reatividade e também afetar as
interagoes com sistemas biolégicos. Um exemplo relevante é o intemperismo provocado
pela radiacao UV, que intensifica a fragmentacao de plasticos em micro e nanoplésticos,
além de alterar as propriedades quimicas do material, como a polaridade, modificando de
forma significativa sua capacidade de adsorver diferentes substancias [16].

A dispersao de nanoplésticos no meio ambiente é um dos problemas mais desafiadores
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que os pesquisadores e a sociedade como um todo enfrentam nos dias atuais, tendo em
vista que esses fragmentos plasticos podem ser transportados por longas distancias pe-
las correntes maritimas, razao pela qual plasticos tém sido encontrados em locais muito

distantes de onde foram originalmente langados [17].

2.3 Poliestireno

Geralmente, a composicao quimica do mondémero, assim como as cadeiras laterais re-
levantes, sao utilizadas como base para categorizar os diferentes tipos de plasticos [2].
Existem diversas classes de plasticos, como polietileno (PE), polipropileno (PP), poliesti-
reno (PS), poli(tereftalato de etileno) (PET), poli(cloreto de vinila) (PVC), entre outros
[18].

Nos tultimos anos, as atividades relacionadas ao poliestireno, tanto no campo da pes-
quisa académica quanto nas industrias, tém crescido de forma expressiva. O poliestireno,
representado na Figura 2, é um polimero amplamente utilizado devido as suas caracteris-
ticas como baixo custo, leveza, facilidade de fabricacao, versatilidade, eficiéncia térmica,
durabilidade e resisténcia a umidade, que estao diretamente relacionadas a sua estrutura

que possui hidrocarbonetos e a facilidade com que pode ser polimerizado [19, 20].

i
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Figura 2 — Formula estrutural do poliestireno.

O poliestireno ¢ um polimero aromatico originado da polimerizagao dos mondémeros
de estireno (vinilbenzeno), que é obtido a partir do etileno e do benzeno. A produgao em
larga escala de poliestireno ocorre por meio da desidrogenacao catalitica do etilbenzeno,
resultando na formagao dos mondmeros de estireno [21].

O poliestireno pode apresentar diferentes taticidades, de acordo com a disposicao es-
pacial dos grupos fenila ao longo da cadeia polimérica, o que pode interferir em suas
propriedades fisicas e estruturais. O poliestireno atatico, que possui os grupos laterais
dispostos de forma aleatodria, é o mais comum e amplamente utilizado comercialmente.
Ja o poliestireno isotatico apresenta todas as unidades fenila do mesmo lado da cadeia
principal (configuracdo R ou S) e o poliestireno sindiotético é caracterizado pela alter-

nancia regular dos grupos laterais. De modo geral, a taticidade influencia diretamente o
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grau de cristalinidade, transparéncia e propriedades mecanicas do poliestireno, sendo um
parametro essencial para o controle de suas aplica¢oes industriais [22].

Esse polimero é um termoplastico, podendo ser aquecido e facilmente moldado repe-
tidas vezes. O poliestireno é caracterizado por ter alta translucidez, durabilidade e ser
facilmente tingido. A degradacao do poliestireno s6 acontece com a exposicao desse po-
limero a temperaturas maiores que 330 °C, resultando no monémero de estireno como
seu principal produto [1]. Além disso, o poliestireno é considerado um polimero amorfo,
por apresentar cadeias poliméricas emaranhadas aleatoriamente. O emaranhamento das
cadeias em materiais amorfos reduz a fluidez durante o processo de fusao e, consequen-
temente, diminui a retracao e a deformagao. Polimeros amorfos geralmente tém pontos
de amolecimento mais baixos, demonstram maior resisténcia ao impacto e apresentam
propriedades uniformes em todas as diregoes [23].

Na forma sélida, esse polimero é empregado na fabricacdo de equipamentos de pro-
tecao individual (EPIs), brinquedos, eletrodomésticos, entre outros produtos. Também
é utilizado na producdo do Isopor®, um material de elasticidade limitada, que pode ser
expandido ou moldado por fusao [1].

O grande destaque da utilizagao do poliestireno é como isolante e protetor de alimentos
no processo de embalagem. Diversos itens alimenticios, bebidas e refei¢oes para viagem
podem ser armazenados em embalagens de poliestireno, sendo uma maneira facil e aces-
sivel de conservar alimentos. Além disso, também é utilizado para transportar bens de
consumo e produtos de saude e farmacéuticos, fornecendo isolamento e protegdo contra
varios fatores externos, como umidade, ar e temperatura, mantendo suas propriedades
nas condigoes necessarias [19].

A grande problematica é que a estabilidade e alta resisténcia a degradagdo do po-
liestireno tornam-o um desafio ambiental significativo apds o descarte. Apesar de sua
estrutura estavel, o poliestireno pode servir como fonte de carbono para microrganismos,
similar a outros hidrocarbonetos. Contudo, o alto peso molecular limita sua utilizacao
como substrato para reagdes enzimaticas, dificultando os processos de biodegradagao [20].
No entanto, taxas lentas de biodegradagao nao significam que os polimeros plésticos e seus
aditivos sejam inativos biologicamente. O processo de polimerizacao dos monomeros que
compoem os plasticos nunca é totalmente concluido, e os mondémeros residuais, como o es-
tireno, juntamente com catalisadores remanescentes, podem migrar da matriz polimérica
para os materiais com os quais entram em contato [12].

Muitos polimeros plasticos de uso comercial contém altas concentragoes de aditivos
monomeéricos bioativos, como estabilizadores UV, plastificantes, retardantes de chama,
compostos antiaderentes e corantes, que podem se desprender em ritmos variaveis, depen-
dendo das condicoes ambientais [12].

O monomero de estireno é classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o

Céncer (IARC) como provével carcinogénico em seres humanos, com base em evidéncias
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limitadas em humanos, mas evidéncias suficientes em animais de experimentagao [1, 24].

2.4 Membranas celulares

As membranas biolégicas desempenham papel essencial nos organismos vivos, visto
que atuam como barreiras seletivamente permeaveis entre o interior e o exterior das célu-
las, possibilitando a manuten¢do de ambientes bioquimicos especificos. Um dos principais
componentes da estrutura das membranas biolégicas é a bicamada lipidica [25]. Cada
camada da membrana consiste em diversos fosfolipidios, que sdo compostos por uma ou
duas cadeias de acidos graxos, formando as caudas hidrofébicas e uma cabeca hidrofilica

constituida por um grupo fosfato e glicerol, como mostrado na Figura 3 [26].

Cabeca hidrofilica

Bicamada
fosfolipidica

Caudas hidrofébicas

Cabeca hidrofilica

Caudas hidrofobicas

Figura 3 — Composic¢ao lipidica das membranas.

Adaptado de Ref. [26]

A regiao polar representada pela cabeca dos fosfolipidios permite a interacao com o
meio aquoso, tanto no aspecto intracelular quanto extracelular da membrana. Ja as cau-
das, de natureza apolar, possuem acidos graxos saturados e insaturados que influenciam
diretamente na fluidez da membrana. Dessa forma, os fosfolipidios sao classificados como
moléculas anfipaticas, por possuirem simultaneamente regides hidrofilicas e hidrofébicas
[26].

As duas camadas ficam posicionadas uma de frente para a outra com as caudas hi-
drofébicas na parte interna, conferindo a membrana a caracteristica de permeabilidade
seletiva [27]. A capacidade de um material de atravessar a membrana celular depende de
seu tamanho e solubilidade. Moléculas como oxigénio e diéxido de carbono, assim como
substancias lipossoliiveis, conseguem passar com facilidade através da bicamada lipidica.
Por outro lado, compostos hidrossoltveis ou moléculas que possuem carga elétrica nao

conseguem atravessar livremente a membrana e, por isso, necessitam da presenca de pro-
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teinas transportadoras ou canais especificos para facilitar sua entrada ou saida da célula
[26].

A bicamada lipidica nao é considerada homogénea, tendo em vista que pode apre-
sentar regioes com composicao lipidica distinta, que desempenham papéis cruciais em
processos como sinalizacao celular, transporte de moléculas e resposta a estresses ambien-
tais. A composicao lipidica das membranas influencia diretamente sua fluidez, curvatura
e interacdo com proteinas de membrana [28].

De acordo com a composicao, temperatura, pressao ou presencga de campos externos, a
bicamada pode assumir diferentes fases lamelares, como cristalina, gel, ondulada e fluida,

como mostrado na Figura 4 [29, 30].

Fase cristalina Fase gel

Fase fluida

s S RICASRY
By

Figura 4 — Fase cristalina, gel, ondulada e fluida da membrana.

Adaptado de Ref. [29]

Na fase cristalina, os lipidios se apresentam altamente organizados, com cadeias de
hidrocarbonetos predominantemente na conformacao trans, o que resulta em um ambiente
lipidico compacto. Essa organizac¢ao promove uma significativa redugao na difusao lateral
dos lipidios e niveis reduzidos de hidratacao da membrana. Nessa fase, os lipidios estao
alinhados paralelamente [31].

Dependendo da composicao lipidica, do grau de hidratacao ou da presenca de deter-
minados ions, as cadeias de hidrocarbonetos podem se inclinar em relagao ao plano da
bicamada, originando a fase de gel [32]. A principal transi¢ao de fase de primeira ordem,
da fase gel para a fase fluida, ocorre a uma temperatura critica de fusao (7,), que é
especifica para cada composicao de bicamada [33]. Essa transi¢do é marcada pela fusao
da ordem das cadeias de hidrocarbonetos no interior da bicamada fosfolipidica [34].

Entretanto, antes dessa transicao, geralmente ocorre uma pré-transicao, que leva a
formacao de uma fase ondulada, caracterizada por ondulac¢oes periddicas unidimensionais.
J& na fase fluida, os lipidios tornam-se desorganizados, apresentando maior mobilidade

lateral e rotacional [35].
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As mudancas estruturais moleculares estao associadas a mudancas conformacionais na
estrutura da membrana lamelar. Durante a transicao de fase, a deformagao da configu-
ragao trans da cadeia alquilica na fase gel passa a ter orientagao gauche [36] que induz a
desorganizacao lipidica, assim como causa um aumento consideravel na area da bicamada
[37].

Por muito tempo, a bicamada lipidica foi vista apenas como um suporte passivo para
proteinas de membrana, mas estudos mostram que a composicao lipidica tem influéncia
direta e ativa na atividade funcional da membrana, incluindo a modulacao de proteinas e
a resposta celular a estimulos externos [28]. As transi¢oes de fase das biomembranas tém
despertado interesse crescente, pois esse fendmeno pode influenciar de forma significativa
processos celulares fundamentais, como a permeabiliza¢gdo da membrana [38].

Uma das membranas mais utilizadas como material de estudo é a bicamada lipidica
de 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), que é formada por dois dcidos palmiticos e uma,
cabeca polar de fosfatidilcolina. As fosfatidilcolinas constituem a classe de fosfolipidios
mais abundante nas membranas bioldgicas de células eucaridticas, presentes tanto em
organismos animais quanto vegetais. Essas moléculas representam a principal fonte de
colina, um nutriente essencial envolvido em diversos processos metabolicos e estruturais.
A estrutura molecular do DPPC esté representada na Figura 5 e esse fosfolipidio sofre a

principal transicao de fase em 7, = 314,45 K a um custo entalpico de aproximadamente
35 kJ/mol [39)].
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Figura 5 — Estrutura molecular da membrana de DPPC.

Com isso, as membranas celulares, por serem as primeiras barreiras enfrentadas por
qualquer corpo estranho que adentra um organismo vivo, se destacam como principal alvo
de investigacao na analise da potencial toxicidade de fragmentos plasticos. Em especial, a
organizacao lateral dos lipidios que compoem as membranas exerce um papel essencial em
diversos processos das células, devido a presenca de microdominios transitérios conhecidos
como lipid rafts ou balsas lipidicas [3].

Esses microdominios se caracterizam por uma elevada concentracao de colesterol e
esfingolipidios, sendo importantes na sinalizacao celular, na organizacao da membrana e
na interagao entre a célula e o meio externo [40]. Mesmo alteragoes sutis nessa organiza-
¢ao lipidica podem impactar significativamente esses processos e representar um risco a

integridade e funcionalidade celular [3].
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2.5 Interacao entre membranas celulares e nanoplasticos

A presenga de detritos plasticos nos oceanos gera consequéncias devastadoras para
a vida marinha. O impacto dos macroplasticos nos oceanos é amplamente conhecido
e envolve o emaranhamento ou a ingestao desses materiais principalmente por grandes
mamiferos marinhos, como baleias e golfinhos, mas também por aves, peixes e tartarugas,
resultando em lesoes, alteragoes comportamentais e, consequentemente, a morte desses
animais [6, 9].

Entretanto, os prejuizos causados pelos nanoplasticos ainda sao objetos de estudo
muito recentes e trazem grandes preocupacoes devido as alteragoes no equilibrio dos ecos-
sistemas marinhos que esses fragmentos podem causar [6, 9].

Microplasticos e nanoplasticos podem penetrar no organismo humano por trés vias
principais: ingestao, por alimentos contaminados; inalagao, especialmente em ambientes
urbanos; e contato com a pele, principalmente em contextos de trabalhadores expostos
diretamente aos plasticos [2].

Acredita-se que o trato gastrointestinal seja a principal via de entrada dos nanoplas-
ticos no corpo humano [2]. Estudos realizados em condicoes controladas mostram que
os nanopléasticos penetram nos organismos vivos e sao capazes de se bioacumular, sendo
transportados ao longo da cadeia alimentar aquatica [41, 1].

Com isso, os nanofragmentos plasticos podem ser transferidos para o proximo nivel
tréfico, iniciando nos fitoplanctons, passando pelos zooplanctons e alcangando os peixes,

como mostrado na Figura 6 [41, 1].
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Figura 6 — Acumulacao dos nanofragmentos de poliestireno na cadeia alimenetar.

Elaborada pela autora, com base na Ref. [1]

Com isso, se intensifica o acimulo de nanoplasticos na cadeia alimentar e, consequen-
temente, se amplia a exposicao humana a esses materiais, por meio da ingestao de frutos
do mar, como peixes, camardes e mariscos contaminados [41].

O metabolismo lipidico dos peixes, em especial a mobilizacao das reservas de gordura,
¢ impactado devastadoramente pela presenca dos nanopléasticos. Estudos demonstraram

que peixes alimentados com nanofragmentos de poliestireno por meio de uma cadeia
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alimentar apresentaram movimentos e comportamento de caca mais lentos, evidenciando
alteragoes comportamentais significativas em relacao aos peixes controle [41].

Os resultados desses estudos indicam fortemente uma possivel perturbacao no me-
tabolismo lipidico como consequéncia da ingestao de nanoplasticos [41]. Além disso, os
nanofragmentos de poliestireno absorvidos pelas branquias e pela corrente sanguinea sao
distribuidos para diversos 6rgaos, incluindo o cérebro [42].

De forma semelhante, o impacto dos nanopléasticos ao entrarem no organismo humano
é extremamente prejudicial. A absor¢ao desses fragmentos plasticos permite que eles
sejam distribuidos sistemicamente por meio da circulacao sanguinea, chegando a diferentes
érgaos, como figado, pulmdes, trato gastrointestinal e cérebro [2].

O tamanho tem sido considerado um fator crucial na capacidade das particulas na
nanoescala se translocarem dentro dos organismos. Por se aproximarem do tamanho
de proteinas naturais, os nanoplasticos podem ser suficientemente pequenos para serem
absorvidos por meio de fagocitose, pinocitose, macropinocitose ou transporte passivo,
podendo assim permear membranas celulares e atingir diferentes estruturas bioldgicas
(15, 1].

A capacidade dos nanoplasticos de penetrar e se acumular com facilidade nas mem-
branas celulares representa uma ameaca significativa, ndo apenas para a célula em si, mas
também para o organismo como um todo [1]. Estudos demonstram que os nanoplasticos
conseguem atravessar barreiras fisiolégicas, como epitélio intestinal e a barreira hemato-
encefalica [2]. A interagao desses polimeros com as membranas depende principalmente
da estrutura, do comprimento da cadeia e da aromaticidade desse material [43].

Pesquisas com células humanas indicam que nano e micropldsticos podem provocar
diferentes respostas celulares, como citotoxicidade, reduzindo a viabilidade celular e cau-
sando perda da integridade da membrana plasmatica. Além disso, também podem gerar
genotoxicidade, gerando potenciais danos ao DNA e ativacdo de vias inflamatorias. O
estresse oxidativo também é um efeito preocupante, tendo em vista que a producgao exa-
cerbada de espécies reativas de oxigénio (ERO) é um mecanismo central de toxicidade,
levando a danos oxidativos [2].

Estudos in wvivo, focados principalmente em individuos que mantém contato direto
e frequente com plasticos, também apontam os possiveis efeitos dos nanoplasticos sobre
diversos sistemas do corpo humano. A pele e os sistemas digestivo, respiratério, nervoso e
reprodutivo podem ser fortemente afetados pelos efeitos dos nanoplasticos. A exposicao a
esses materiais pode estar associada a distirbios respiratorios, como cancer de pulmao e
asma; a sintomas neurolégicos, como fadiga e tontura; e também a doencas inflamatoérias
intestinais e disturbios na microbiota [2].

Com isso, levantam-se as grandes preocupacoes sobre a transferéncia trofica e os eleva-
dos riscos para seres humanos. A evidéncia sobre o transporte sistémico dos nanoplasticos

demonstra que organismos podem reter fragmentos por periodos suficientemente longos,
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levando a acumulagao desses materiais [5].

2.6 Simulacoes de Dinamica Molecular

Nos tltimos anos, as simulagoes de dindmica molecular (DM) passaram a exercer um
papel cada vez mais significativo na biologia molecular e no planejamento e desenvolvi-
mento de novos farmacos. Essas simula¢oes permitem prever o movimento de cada atomo
em uma proteina ou em outro sistema molecular ao longo do tempo, com base em modelos
fisicos que descrevem as interagoes interatomicas [44].

As simulagbes de dindmica molecular permitem observar uma ampla variedade de
processos biomoleculares importantes, incluindo mudancas conformacionais, conexao de
ligantes e desdobramento de proteinas, revelando as posi¢oes de todos os &tomos em reso-
lucao temporal de femtossegundos, que equivale a 1 x 107!% segundos. O comportamento
de proteinas e outras biomoléculas pode ser capturado com resolugao atomica completa
e precisao temporal extremamente alta [45].

As primeiras simulagoes de dindmica molecular de gases simples foram realizadas no
final da década de 1950 [46] e as de uma proteina foram realizadas no final da década de
1970 [47]. No entanto, esse método de simulagao estd se tornando mais popular e visivel

principalmente nos tltimos anos, como representado na Figura 7 [45].
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Figura 7 — Gréfico representando o nimero de artigos por ano que incluiam o termo mo-
lecular dynamics em revistas de maior impacto.

Adaptado de Ref. [45]

Esse crescente interesse dos pesquisadores experimentais por abordagens computacio-
nais se deve ao avango substancial na velocidade computacional, na precisdo dos modelos
e na acessibilidade das ferramentas de simulacao, aliados a crescente disponibilidade de
dados experimentais [45].

As forgas em uma simulagdo de dindmica molecular sdo calculadas usando um mo-

delo conhecido como campo de forca, que sao parametros responsaveis por descrever as
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interacgoes intra e intermoleculares. Um campo de forca ideal deve ter concordancia com
os dados experimentais disponiveis, respeitando tanto os limites da simulagdo quanto as
incertezas experimentais [48].

Nas simulagoes de bicamadas lipidicas, um dos campos de for¢ga mais empregados nos
ultimos anos tem sido o CHARMM ( Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics);
esse ¢ um campo de forca all-atom que descreve todos os hidrogénios explicitamente.
Além disso, ele fornece uma descricdo mais detalhada das interacoes intramoleculares e
possui uma variedade mais rica de parametros para angulos diedros, desenvolvidos com
base em célculos quanticos [48].

Para garantir a estabilidade, o tempo dos passos da simulagao deve ser curto, normal-
mente sendo de alguns femtosegundos cada. A grande maioria dos processos bioquimicos
relevantes ocorre em escalas de tempo que variam de nano a microssegundos. Para cap-
turar esses eventos com fidelidade, uma simulacgao tipica precisa abranger milhoes ou até
bilhoes de passos de tempo. Além disso, a cada passo, sao calculadas milhoes de interacoes
interatomicas, o que torna as simulagoes de dindmica molecular extremamente exigentes
do ponto de vista computacional [45].

As simulagoes de dinamica molecular representam uma ferramenta poderosa que pode
complementar os métodos experimentais, sendo amplamente utilizadas na investigacao de
diversos aspectos das bicamadas lipidicas. Essas simulagoes possuem grande importancia
para explorar propriedades da bicamada que variam significativamente, uma vez que a
andlise experimental é bastante desafiadora, devido a reduzida espessura (aproximada-
mente 4,5 nm), a elevada fluidez e & heterogeneidade intrinseca das bicamadas [49].

A quantidade de trabalhos sobre simulagdes de sistemas de membranas lipidicas au-
mentou drasticamente, e diversas revisoes surgiram abordando esse método na tultima
década e mais recentemente [48]. A Figura 8 [50] representa o snapshot de uma simulagao
de dindmica molecular de uma bicamada de DPPC na fase gel (a) e na fase fluida (b),
onde as caudas dos fosfolipidios sdo representadas em laranja; os grupos colina e fosfato

em amarelo e azul, respectivamente; e as moléculas de 4gua em ciano [50].

(A) ) (B)

Figura 8 — Simulacao de uma bicamada de DPPC em duas fases distintas.

Reproduzido de Ref. [50]
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Simulacoes computacionais aplicadas a diversos sistemas de membranas lipidicas pos-
sibilitam, em nivel molecular, a elucidacao das relagoes detalhadas entre a estrutura qui-
mica e as propriedades fisicas das bicamadas. Essas simulagoes permitem explicar parti-
cularidades especificas de sistemas biolégicos, fazer previsdes sobre seu comportamento e
aprofundar a compreensao de seus mecanismos [48].

Dessa maneira, com o aumento da capacidade computacional e aprimoramento de
algoritmos e metodologias, as simulagoes de dinamica molecular se mostram cada vez
mais fundamentais para elucidar mecanismos funcionais de biomoléculas, compreender
a base estrutural de diversas doencas e auxiliar no planejamento e descoberta de novos

farmacos [51].
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3 Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

Analisar, de um ponto de vista microscépico, as interagoes dos nanoplasticos com as
membranas modelo de organismos biolégicos de modo a buscar uma melhor compreensao
do comportamento e das propriedades dos fragmentos de poliestireno, assim como inves-
tigar as perturbacoes que esses materiais causam na composicao lipidica das membranas,

por meio de simulagoes de dinamica molecular all-atom.

3.1.1 Objetivos Especificos

o Elaborar simulagoes de dinamica molecular all-atom de membranas modelo de

DPPC em solugao aquosa.

o Efetuar simulagoes de dinamica molecular all-atom de membranas modelo de DPPC
com a presenga de oligbmeros de estireno em concentracao de 30% (mol/mol) do

sistema total, em distintas temperaturas.

o Analisar as membranas puras e as com a presenca de fragmentos de poliestireno de

modo a buscar compreender os efeitos causados por esse oligbmero.

o Investigar como a presenca de nanoplasticos pode gerar mudancas em diversas pro-

priedades das membranas e causar grande toxicidade em organismos biologicos.



4 Metodologia

As interacoes entre os nanoplasticos e as membranas foram investigadas por meio
de simulagoes de dindmica molecular all-atom. Essa abordagem permite acompanhar
a evolugao temporal dos movimentos das particulas presentes nos sistemas [52|. Dessa
forma, considerando a influéncia dos potenciais intra e intermoleculares, torna-se possivel
determinar a sequéncia de posigoes e velocidades, resultando na trajetoria molecular de
todo o sistema.

Os estudos de dinamica molecular foram conduzidos utilizando o pacote GROMACS
2023.2 [53]. O webserver CHARMM-GUI (https://www.charmm-gui.org) [54] foi utili-
zado para a construcao dos sistemas que, posteriormente, foram equilibrados seguindo o
protocolo do programa. Esse procedimento contemplou uma etapa inicial de minimizacao
de energia, seguida por simula¢oes NVT (conjunto canoénico), onde o niimero de particu-
las (N), volume (V) e temperatura (T) sdo constantes, para estabiliza¢do térmica. Além
de simulagoes NPT (conjunto isotérmico-isobarico), no qual o nimero de particulas (N),
pressao (P) e temperatura (T) sd@o constantes, para ajuste de densidade. As restrigoes de
posicao foram gradualmente reduzidas até alcancar a etapa de producao sem restri¢oes,
permitindo o adequado equilibrio estrutural da membrana [55].

Os parametros utilizados nas simulac¢oes para descrever os fosfolipidios e os oligdmeros
de estireno baseiam-se no campo de forcza CHARMMS36 [56], estabelecendo um conjunto
de parametros que reproduzem caracteristicas do comportamento das moléculas e sao
utilizados para realizar calculos de mecanica molecular. O campo de forca escolhido
descreve todos os atomos do sistema de forma explicita, por isso chamado de all-atom,
fornecendo uma descricao detalhada das interacgdes intra e intermoleculares e trazendo
uma grande riqueza de detalhes quimicos para as simulagoes [57].

Os sistemas que foram avaliados sao membranas modelo compostas por lipidios de
1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), que possui estrutura mostrada na Figura 5, e que
pertence ao grupo das fosfatidilcolinas (PC). Cada membrana é composta por 128 lipidios,
sendo 64 lipidios em cada monocamada da membrana. Os sistemas foram solvatados
com 40 moléculas de agua para cada molécula de lipidio, utilizando o modelo TIP3P
(transferable intermolecular potential with three point) [58]. Para os sistemas contendo
nanoplastico, foi construida uma cadeia composta por 5 monémeros de estireno (oligbmero
atatico), representando um segmento de poliestireno de baixo peso molecular.

Primeiramente, os sistemas avaliados apresentavam membranas de DPPC de forma
pura, ou seja, sem a adicdo de poliestireno. Posteriormente, foram analisadas as mem-
branas de DPPC com a presenca de oligbmeros de estireno em concentragao de 30%

(mol/mol) do sistema total. Essa propor¢ao foi definida com base no estudo experimental



e computacional de Morandi et al. (2021) [3], que demonstrou que essa fracao oligomérica,
garante que ocorram perturbagoes detectaveis na estrutura da membrana.

Os sistemas foram submetidos a uma janela de oito temperaturas, variando entre
283 K e 363 K (aproximadamente 10°C a 90°C), com intervalos de 10 K entre cada
condicao. Essa faixa inclui temperaturas inferiores, proximas e superiores a temperatura
de transicao de fase do DPPC, que ocorre em torno de 314 K (aproximadamente 41°C).
Com isso, 16 sistemas foram simulados e buscou-se investigar como o comportamento
dessas estruturas seria afetado pela presenca dos oligdbmeros de estireno, assim como pela
variacao de temperatura do sistema.

As simulagoes foram conduzidas em um ensemble NPT (temperatura e pressao cons-
tantes) por 250 ns para cada sistema, com controle de temperatura realizado pelo termos-
tato V-rescale [59]. A pressao foi mantida em 1 bar por meio do barostato semi-isotrépico
de Parrinello-Rahman, que permite a variagdo independente das dimensoes da caixa de
simulagao, preservando sua simetria estrutural [60].

A fim de avaliar a variabilidade estatistica e aumentar a confiabilidade dos resulta-
dos, foram realizadas trés réplicas independentes para cada condi¢ao de temperatura dos
sistemas contendo oligdomeros de estireno. As réplicas independentes diferem apenas nas
random seeds, que sao sementes aleatorias utilizadas para a geragao das velocidades ini-
ciais dos atomos, garantindo a independéncia estatistica das trajetérias, permitindo a
estimativa das médias com maior robustez.

Os resultados obtidos nas simulagoes de dinamica molecular possibilitaram a caracte-
rizacao de propriedades estruturais e mecanicas das biomembranas. Foi possivel calcular
propriedades importantes da curvatura da membrana e foram avaliados os parametros de
area da membrana no plano xy, area por lipidio, espessura média da bicamada, parametro
de ordem, coeficiente de difusdo e constante de elasticidade.

As andlises da area e da area por lipidio apresentam grande importancia para enten-
dermos como a organizacao das caudas dos fosfolipidios sera afetada pela presenca dos
oligbmeros de estireno. A area por lipidio (Ajipiaio) foi determinada a partir da razao en-
tre a 4rea superficial total da membrana (Aguperficie) € 0 nmero total de lipidios (niipidios),

conforme a Equacgao 4.1:

Asuperffcie o Lx : Ly

Nipidios Nipidios

Alipidio =

(4.1)

em que Agyperficie F€presenta a area total da membrana, njipdios 0 Nimero de lipidios pre-
sentes no sistema e L, e L, representam as dimensoes laterais da caixa de simulac¢ao no
plano da membrana [61].

Avaliar a espessura também é de grande interesse para compreendermos como os frag-
mentos de poliestireno poderao se acumular dentro da membrana. A espessura da mem-

brana (Epembrana) f01 calculada como a média das diferencas entre as distdncias radiais
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das superficies externa (re) € interna (riy), considerando o nimero total de quadros
simulados (Ng), conforme a Equagao 4.2:
Zframes (rext - Tint)

Emembrana = N (42)
F

onde 7 € iy correspondem, respectivamente, as distdncias médias das superficies ex-

terna e interna da bicamada, e Nz é o niimero de quadros analisados durante a simulagao
[61].

As propriedades mecéanicas da bicamada foram determinadas a partir das flutuacoes
de area resultantes do acoplamento semi-isotrépico do sistema submetido ao barostato
de Parrinello-Rahman. Dessa forma, o médulo elastico de alongamento isotérmico da
bicamada, também conhecido como constante de elasticidade (K 4), foi calculado conforme

a Equagao 4.3:

kpT(A)
(A2) — (A)?

em que kp representa a constante de Boltzmann, T' ¢ a temperatura absoluta e (A) e (A?)

Ky = (4.3)

correspondem, respectivamente, ao valor médio e a flutuagao quadratica média (varidncia)
da drea de uma monocamada, sendo A = L,L,, onde L, e L, representam as dimensoes
laterais da caixa de simulagao [62].

Além disso, o coeficiente de difusdo é um parametro relevante para observar a mobili-
dade dos fosfolipidios, indicando se haverda uma variacao na fluidez da membrana causada
pela presenca do polimero. O coeficiente de difusao (D) foi calculado pela relagao de
Einstein, considerando o movimento bidimensional das moléculas na bicamada lipidica,

conforme a Equacgao 4.4:

t) —r(0)?

o ()~ rO)P)
t—o0 2dt

na qual r(t) representa a posicao da particula no instante ¢, r(0) é a posi¢ao inicial e d

(4.4)

corresponde a dimensionalidade do sistema (d = 2 para o plano da membrana) [63].

As alteracoes estruturais na organizacao dos fosfolipidios foram avaliadas por meio do
calculo do parametro de ordem carbono—carbono S das cadeias alquilicas, em relacao a
dire¢do normal da bicamada (z). Esse pardmetro, que descreve o grau de orientagao das
cadeias lipidicas, é calculado para cada grupo (CHj); de uma cadeia de acordo com a

Equagao 4.5:

S; = ; (3 cos? 6 — 1) (4.5)

onde 6 representa o angulo formado entre o vetor que liga os dois carbonos adjacentes ao

grupo CHj selecionado e o eixo normal da membrana [62].
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Além disso, a analise da variacao de S em funcao da temperatura foi ajustada por meio
da func¢ao sigmoidal de Boltzmann, frequentemente utilizada para descrever transi¢oes

entre dois estados estruturais. A funcao é dada por:

Al — Ay
e (2]

F(T) = Ay + (4.6)

onde:

A; representa o valor maximo do pardmetro de ordem (fase gel);

A, representa o valor minimo do pardmetro de ordem (fase fluida);

xo é a temperatura de transicao (midpoint) entre as duas fases;

dx determina a inclinacao da curva.

Com isso, foi possivel realizar andlises das propriedades estruturais e dindmicas de
membranas lipidicas sob diferentes temperaturas, fornecendo um conjunto de dados que
possibilita compreender de forma detalhada os efeitos moleculares associados a presenca

de nanoplasticos em sistemas biomiméticos.
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5 Resultados e Discussao

A partir das simulagdes de dindmica molecular realizadas para os dois sistemas, em
diferentes temperaturas, foi possivel avaliar os efeitos térmicos e também os da incorpora-
¢ao de oligbmeros de estireno sobre as propriedades estruturais e dinamicas da membrana
lipidica. O primeiro sistema era composto de uma bicamada composta exclusivamente por
DPPC e o segundo contendo uma mistura de DPPC com 30% (mol/mol) de oligémeros

de estireno, representando segmentos de poliestireno.

5.1 Area por lipidio

A area por lipidio (Ajipiaio) € um pardmetro importante para caracterizar a organizacao
molecular das bicamadas. Como mostrado na Figura 9, observa-se que o sistema composto
apenas por DPPC possui um comportamento caracteristico de transicao de fase, onde
em temperaturas mais baixas a bicamada apresenta-se na fase gel, na qual as cadeias
lipidicas se encontram mais ordenadas, resultando em menores valores de Ajipigio- A
medida que a temperatura aumenta, ocorre a transicao para a fase fluida, evidenciada pelo
aumento progressivo da Ajipigio € pela maior mobilidade das caudas. Esse comportamento
é consistente com o observado experimentalmente para membranas puras de DPPC, cuja
transicao de fase ocorre em torno de 314-315 K, e confirma que as simulagoes realizadas
reproduzem adequadamente o comportamento esperado para esse tipo de sistema [64].

Quando comparados aos sistemas contendo o oligdbmero de estireno, os resultados obti-
dos evidenciaram que, em todas as temperaturas analisadas, esses sistemas apresentaram
valores de Ajipigio superiores aos observados para a membrana pura de DPPC. Além disso,
verificou-se um aumento progressivo de Ajpiaio cOm o incremento da temperatura, de-
monstrando um comportamento tipico associado a transicdo da bicamada, que passa da
fase gel para a fase fluida.

Além disso, o aumento da Ajpiaio na presenca de segmentos de poliestireno indica que
o oligbmero promove um maior espacamento entre os fosfolipidios, que passam a ocupar
uma maior area do que inicialmente, causando uma organizacao menos compacta das ca-
deias carbonicas. Esse efeito sugere que os fragmentos de poliestireno se intercalam entre
as caudas lipidicas, aumentando o desordenamento estrutural e a fluidez da bicamada.
Resultados semelhantes foram reportados por Morandi et al. (2021) [3], que observa-
ram a insercao de oligbmeros de estireno nas regioes apolares da bicamada, alterando

significativamente a ordem e a miscibilidade das fases da membrana lipidica.
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5.2 Espessura da bicamada

A espessura da bicamada (Epembrana) ¢ um pardmetro estrutural fundamental de ser
analisado e os resultados obtidos, mostrados na Figura 10, revelam que os sistemas con-
tendo oligbmeros de estireno apresentaram maiores valores em comparacao ao sistema
puro, independentemente da temperatura submetida. Entretanto, com o aumento da
temperatura e, principalmente apds a transicao de fase, observou-se uma reducao acentu-
ada da Eembrana Para ambos os sistemas, destacando que as bicamadas se tornam mais
desordenadas e flexiveis.

A diminui¢do da Fembrana cOM 0 incremento da temperatura reflete em uma maior
mobilidade das cadeias carbonicas, corroborando os resultados de area por lipidio e evi-
denciando o afinamento da membrana associado a desorganizacao das caudas lipidicas.
Esse comportamento condiz com observagoes experimentais e computacionais que des-
crevem a redu¢ao da Femprana COMO uma caracteristica marcante da transicao gel-fluida,
segundo Kuerka et al., 2011 [64]. Ja a presenca de fragmentos de poliestireno nos sistemas
intensifica esse processo, resultando em um afinamento mais acentuado da bicamada em
uma temperatura menor do que nos sistemas puros, evidenciando que o oligdbmero atua
como um agente de desorganizagao estrutural.

Para aprofundar a analise das alteragoes estruturais, foram gerados mapas bidimensi-
onais de espessura da bicamada, mostrados na Figura 11 e na Figura 12. Nesses mapas,
cores frias indicam regioes de menor espessura, enquanto cores quentes representam areas

mais espessas da bicamada. Para a membrana pura, observa-se um forte predominio
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5.3 Constante de elasticidade

A constante de elasticidade (K,4) é um parametro termodindmico que quantifica a
resisténcia da membrana a deformagoes de area. Os resultados, exibidos na Figura 13,
demonstraram uma queda significativa de K4 com o aumento da temperatura, tanto para
o sistema puro quanto para o sistema contendo o oligdmero. Essa reducao indica que as
bicamadas tornam-se menos rigidas e mais suscetiveis a deformacdo, sendo uma conse-
quéncia direta da maior desorganizagao estrutural e do aumento da fluidez do sistema.

Na literatura, os valores de K 4 para bicamadas de DPPC na fase fluida é tipicamente
relatado em torno de 231 mN/m, com intervalos aceitéveis entre 180-330 mN /m, depen-
dendo do método experimental ou computacional empregado. Desse modo, os resultados
obtidos, que apresentaram valor médio de 224,24 mN/m considerando as temperaturas
de 323 K e 333 K, est@o coerentes com os reportados na literatura [65].

Além disso, o sistema contendo os segmentos de poliestireno apresentou valores de K 4
ligeiramente inferiores em relagao ao sistema puro na maior parte da faixa de temperatura
analisada. Esse resultado destaca que a presenca do oligdbmero compromete a integridade
da bicamada, enfraquecendo as interag¢oes entre os lipidios e promovendo uma estrutura
mais maledvel. A incorporacao do oligbmero reduz a tensao superficial da membrana,

fazendo com que ela se torne mais flexivel e suscetivel a deformagoes.
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mento de temperatura (K)

5.4 Coeficiente de difusao

O coeficiente de difusdo (D) foi calculado a partir da andlise do deslocamento quadré-
tico médio, refletindo a mobilidade lateral dos fosfolipidios da bicamada. Observando a
Figura 14, verificou-se que D aumenta com o incremento de temperatura, sendo esse um
comportamento esperado para sistemas lipidicos submetidos a aquecimento progressivo.
O aumento da difusao é um indicativo direto do ganho de fluidez da bicamada e redugao
do ordenamento das cadeias lipidicas.

Comparativamente, o sistema contendo fragmentos de poliestireno apresentou valores
de D superiores aos da membrana pura, sobretudo nas temperaturas intermediarias e
elevadas. Essa diferenca evidencia que a incorporacao do oligbmero reduz as restrigoes de
movimento impostas pela matriz lipidica, tornando o sistema mais fluido. Esse resultado
condiz com o aumento da area por lipidio e com a diminuicao da espessura da bicamada
avaliados anteriormente, que em conjunto demonstram que a membrana tende a ficar mais

flexivel e com maior grau de desordem com a presenca do oligomero.

5.5 Parametro de ordem

As mudancas estruturais nas caudas dos fosfolipidios foram quantificadas por meio do
célculo do pardmetro de ordem S. Esse pardmetro varia de 0 (total desordem) a 1 (ordem
méxima), sendo um indicador do grau de alinhamento das cadeias lipidicas, conforme

mostrado na Equagao 4.5.

31



O DPPC
O DPPC+PS n

=3

=

=
I

L
o
W
I
|

0,04 — —

0,03 — —

Coeficiente de Difusao (10~5cm?/s)

e
S
[\
I
|

o_é 8 O -

1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
Temperatura (K)

Figura 14 — Gréfico mostrando a variagio do coeficiente de difusao (107> cm?/s) pelo au-
mento de temperatura (K)

Os resultados, mostrados na Figura 15, mostraram que S tende a diminuir com o
aumento da temperatura do sistema, confirmando a transicdo de uma fase ordenada para
uma fase fluida. A presenca de segmentos de poliestireno no sistema também levou a re-
dugao de S, principalmente em temperaturas intermediarias, o que indica que o oligdmero
interfere no alinhamento das caudas lipidicas e aumenta a desorganizacao da bicamada.
Valores mais préximos de zero sugerem um comportamento caracteristico de bicamadas
com maior mobilidade molecular. Essas tendéncias sao coerentes com os resultados de
area por lipidio e difusao lateral, reforcando o entendimento de que os fragmentos de
poliestireno induzem uma maior desordem e fluidez dos sistemas.

Além disso, a andlise da curva sigmoidal ajustada aos valores de S em func¢do da
temperatura, representada pelas linhas pontilhadas na Figura 15, revelou informacgoes
importantes sobre a transi¢cao de fase. Essa funcdo matematica descreve a passagem suave
entre dois estados de ordenamento, do valor minimo (fase fluida) ao valor maximo (fase
gel), apresentando um ponto de inflexdo xy que representa a temperatura de transigao.
Para o sistema puro, a temperatura estimada de transicao foi de 317,15 K, valor bastante
proximo ao experimental reportado para DPPC puro. Por outro lado, o sistema contendo
segmentos de poliestireno apresentou uma transicao em 311,35 K, evidenciando que a
insercao do oligbmero na bicamada provoca um abaixamento da temperatura de transicao,
consistente com a perda de ordenamento estrutural induzida pela presenca do oligdbmero.

O parametro dx, relacionado a inclinagdo da curva sigmoidal, mostrou que a transicao
do sistema com fragmentos de poliestireno é mais abrupta, enquanto a do DPPC puro

ocorre de forma ligeiramente mais suave. Isso indica que o oligdmero intensifica a ruptura
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do ordenamento das caudas lipidicas proximo a transicao. Ainda, observou-se que, na fase
gel, os valores de S para o sistema contendo o oligdbmero sao ligeiramente mais elevados,
sugerindo que, em baixas temperaturas, as caudas se encontram um pouco mais rigidas
devido a reorganizagao imposta pela presenca do oligdmero.

Além disso, os resultados mostrados na Figura 16 e Figura 17, revelam o parametro
de ordem S, calculado em func¢ao da posicao de cada carbono ao longo da cadeia alquila
dos lipidios. Os carbonos préximos a cabeca dos fosfolipidios apresentam valores mais
altos de S, pois essa regiao é mais restrita devido a proximidade com o grupo polar e as
interagoes intermoleculares da superficie da bicamada. Os valores de S tendem a diminuir
gradualmente com o acréscimo de temperatura, indicando maior mobilidade das cadeias
a medida que se afastam da cabeca polar.

Observou-se também que os valores de S sao consistentemente menores nos sistemas
contendo segmentos de poliestireno, indicando maior desorganizacao das cadeias e au-
mento da fluidez da membrana. Essa reducao da ordem ¢é atribuida a intercalagao parcial
do oligbmero entre as caudas lipidicas, interferindo nas interag¢oes hidrofobicas, o que pro-
move uma estrutura menos rigida e mais dindmica, em conformidade com os resultados

de area por lipidio e coeficiente de difusao.
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6 Conclusoes e Perspectivas

De forma integrada, os parametros analisados demonstram que tanto o aumento da
temperatura quanto a presenga de 30% (mol/mol) de oligbmeros de estireno influenciam
significativamente o comportamento e as propriedades da bicamada lipidica de DPPC.

Observou-se que a area por lipidio aumentou tanto com a presenga de segmentos de
poliestireno quanto com o incremento de temperatura, indicando um maior espagamento
entre os fosfolipidios. Esse comportamento estd diretamente relacionado com o aumento
do coeficiente de difusdo, que reflete a maior mobilidade dos fosfolipidios e a desorgani-
zacao das caudas em temperaturas mais elevadas. A espessura da bicamada apresentou
valores mais altos nos sistemas contendo os fragmentos de poliestireno, sugerindo que
ocorre uma reorganizacao estrutural decorrente da incorporagao do oligbmero na regiao
hidrofébica da bicamada. Entretanto, apds a transicao de fase, essa espessura diminuiu,
acompanhando o aumento da fluidez e da desordem do sistema. De forma semelhante, a
constante de elasticidade e o parametro de ordem diminuiram com a elevacao da tempe-
ratura, evidenciando que as bicamadas tornam-se progressivamente menos rigidas e mais
desorganizadas.

Além disso, esses resultados indicam que os segmentos de poliestireno sao efetivamente
incorporados a bicamada lipidica, promovendo altera¢oes estruturais e dinamicas compa-
tiveis com uma membrana mais fluida. Com isso, os resultados obtidos corroboram os
resultados experimentais [3] de que o comportamento fluido da membrana é afetado pela
presenca do oligbmero, demonstrando que a acumulagao desse material em membranas
lipidicas leva a reducgao da organizacao dos fosfolipidios e a alteracao das propriedades de
transicao de fase da bicamada.

Do ponto de vista bioldgico, as alteracoes observadas podem ter implicacoes rele-
vantes, uma vez que a fluidez e a integridade estrutural das membranas celulares estao
fortemente relacionadas a processos essenciais, como transporte de ions e permeabilidade
seletiva. Desse modo, os resultados obtidos reforcam a hipotese de que a bioacumulacao
de nanoplasticos, como o poliestireno, pode afetar de maneira significativa a funcionali-
dade de membranas celulares, promovendo desorganizacao estrutural e comprometendo
propriedades fisico-quimicas fundamentais para a viabilidade celular.

Como perspectiva para trabalhos futuros, pretende-se avaliar o efeito de diferentes
taticidades do poliestireno (isotatico, sindiotatico e atatico) sobre as propriedades das
membranas lipidicas. Tendo em vista que a taticidade influencia na rigidez e nas interagoes
do polimero [22], é possivel que cada configuracao apresente comportamentos distintos de
interacdo com a bicamada. A comparacao entre essas diferentes interagdes permitiria

compreender de que modo a taticidade afetaria na fluidez e no ordenamento lipidico,



ampliando o entendimento sobre as intera¢oes entre nanoplasticos e membranas bioldgicas.
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