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Resumo
Nos últimos anos estão sendo realizados vários estudos para o desenvolvimento de novos produtos derivados de polímeros biodegradáveis para diversas áreas, inclusive médica e odontológica. Estes estudos são indispensáveis na análise do comportamento do material, simulando o contato com o metabolismo do organismo. O presente trabalho apresenta a degradação do poli (3-hidroxibutirato) (PHB) e poli (ácido glicólico) (PGA) em saliva artificial. As amostras foram analisadas antes e depois da degradação por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Infravermelho (FTIR), Análise Termogravimétrica (TGA), Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC), além da perda de massa e análise de pH da saliva. Os estudos mostraram que ambos os materiais degradam, sendo que o PHB tem maior estabilidade, mantendo suas propriedades térmicas, enquanto que com o PGA ocorrem alterações no início da degradação. As amostras revelaram-se favoráveis a aplicação odontológica, possivelmente em regeneração de tecidos gengivais, sendo necessário estudo de viabilidade celular.
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Introdução
Estudos com polímeros bioabsorvíveis têm chamado à atenção devido a recentes avanços no campo dos biomateriais, visto que sua aplicação na área médica e odontológica vem crescendo nos últimos anos com o aumento da longevidade (1). Estudos de degradação in vitro de polímeros bioabsorvíveis são indispensáveis para a análise do comportamento do material, simulando condições corpóreas. Dentre os polímeros bioabsorvíveis estão o poli (3-hidroxibutirato) (PHB) e poli (ácido glicólico) (PGA).

O PHB é um polímero termoplástico semicristalino, biodegradável e biocompatível da classe dos polihidroxialcanoatos (PHA’s) que podem ser produzidos pela bactéria Alcaligenes eutrophorus em biorreatores por meio de carboidratos (2,3). O PHB possui algumas aplicações na área biomédica como próteses e liberação controlada de fármacos (4).
O PGA é um polímero termoplástico semicristalino, sintético, biodegradável, pertencente à classe dos poli ([image: image2.png]


-hidróxi ácidos) e possui viabilidade celular em células odontoblásticas (5). É utilizado como suturas e material de suporte, devido a sua boa propriedade mecânica (6). 

Para polímeros semicristalinos a degradação ocorre em duas fases, sendo que na primeira a água penetra na superfície do polímero quebrando as cadeias da fase amorfa, transformando grandes cadeias em cadeias menores e seguidamente em fragmentos solúveis. Nesta fase ocorre perda de massa molar da fase amorfa, mas sem perda das propriedades físicas. Na segunda fase, ocorre ataque enzimático dos fragmentos e consequentemente perda de massa (1). 

Em contato com o metabolismo do organismo, o processo de degradação do PHB inicia pelo processo de esterases não específicas, formando o [image: image4.png]


-hidroxi ácido butírico gerando produtos e subprodutos com as características dos metabólitos orgânicos, especificamente os ácidos do ciclo de Krebs, podendo ser excretados na forma de CO2 e H2O, pela urina e respiração. O PGA é degradado por esterases e carboxil peptidases, responsáveis pela formação do ácido glicólico que pode ser excretado através da urina ou convertido enzimaticamente em glioxalato, que após reações também gera produtos e subprodutos podendo ser eliminado pela respiração (1).
O presente trabalho analisa a degradação do poli (3-hidroxibutirato) e poli (ácido glicólico) em saliva artificial para aplicação na área odontológica, possivelmente na regeneração de tecidos gengivais.
MATERIAIS E MÉTODOS

Preparação das amostras

As amostras de PHB foram fornecidas pela PHB Industrial S.A. à UNESP. As amostras de PGA foram fornecidas pela PUCRS, na qual foram sintetizadas através do método de policondensação.

Testes de Degradação in vitro
As amostras foram mantidas em banho termostatizado a 37 °C, simulando condições corpóreas. Os polímeros foram pesados e colocados em tubos falcon contendo 10 mL de saliva artificial (pH=7,0). As amostras foram retiradas, lavadas e secadas em intervalos de tempos de 7, 14, 60, 90, 120, 150, 240, 300 dias de degradação.
Caracterização das amostras

As amostras foram analisadas antes e depois da degradação por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Infravermelho (FTIR), Análise Termogravimétrica (TGA), Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC), além da perda de massa e análise de pH da saliva artificial.

As análises morfológicas de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foram realizadas em equipamento JOEL, Modelo JSM-6510LV, disponível no laboratório de Estudos Avançados de Materiais da Universidade Feevale. As amostras foram metalizadas com sobreposição de camada de ouro, conforme procedimento padrão e foi aplicada um voltagem entre 5 e 10 kV.

Para as análises de infravermelho foi utilizado um equipamento de Espectrofotômetro de Infravermelho, Marca Bomen modelo MB Series. As amostras de saliva foram analisadas em célula de Seleneto de zinco, as amostras de PHB foram analisadas por transmissão e as amostras de PGA foram preparadas em pastilha de KBr. Os espectros foram obtidos no intervalo de 400 a 4000 cm -1 .

As análises termogravimétricas foram obtidas pelo equipamento TGA-50 da Shimatzu, com amostras de massa entre 3 e 5 mg. A rampa de aquecimento para o PHB foi de ambiente a 1000 ºC com taxa de 10 ºC/min e para o PGA foi de ambiente a 800 ºC com taxa de 20 ºC/min sob atmosfera de nitrogênio com vazão de 50L/ min. 

As curvas de DSC foram obtidas pelo equipamento DSC-60 da Shimatzu. Para amostras de PHB a análise ocorreu na faixa de temperatura de -20 ºC a 200 ºC com taxa de aquecimento de 20 ºC/min. Para as amostras de PGA a análise ocorreu na faixa de temperatura de 25 ºC a 300 ºC com taxa de aquecimento de 20 ºC/min. Para ambas as amostras foi utilizado nitrogênio como gás de arraste e vazão de 50 L/min. Para os cálculos do grau de cristalinidade (Xc), foi utilizado valores para entalpia de fusão para materiais 100% cristalinos, ΔHPHB=146,0 J/g (7) e ΔHPGA= 202 J/g (5).
Resultados e Discussão

Na análise de variação de massa do PHB, foi observado que aos 15 dias ocorreu um aumento de massa de 3,4%, possivelmente devido ao inchamento do polímero em contato com a saliva. Conforme Jahno, 2005 (1), esse aumento de massa ocorre porque a água penetra na superfície do polímero quebrando as cadeias da fase amorfa, ocorrendo em seguida à cisão hidrolítica das cadeias poliméricas. Conforme ocorre a degradação, tem-se uma diminuição gradativa desse aumento, chegando ao final dos 300 dias uma perda de massa de 2,13%. Com o PGA a diminuição de massa pode ser observada logo no inicio de sua degradação, onde há diminuição de 28,4% de massa após 7 dias, devido a saída da unidade ácida, possivelmente o ácido glicólico, que consequentemente favorece a degradação, chegando em torno de 45% em 300 dias. 
Na análise de variação de pH, foi possível observar que a saliva em contato com o PHB não teve variação significativa, podendo ser visto uma linearidade entre esta e a saliva padrão (sem contato com o polímero). Mas com a saliva em contato com o PGA a variação pode ser vista no início do processo de degradação. Essa diminuição do pH pode ser atribuída a saída da unidade ácida do polímero para a saliva, possivelmente o ácido glicólico.

Nas temperaturas de degradação obtidas através do TGA, é possível observar que o PHB perde sua massa em uma etapa, iniciando sua decomposição térmica em aproximadamente 250 °C. Durante a degradação, o PHB não mostrou alteração significativa nas curvas de decomposição térmica. No termograma referente ao PGA, observa-se que este perde sua massa também em apenas uma etapa, iniciando sua decomposição térmica em aproximadamente 332 °C e diminuindo esse valor após 30 dias de degradação, mantendo-se em torno de 265 °C até os 300 dias.
Analisando as micrografias obtidas através do MEV podemos observar mudanças morfológicas conforme o tempo de degradação. A Figura 1a corresponde à amostra padrão do PHB sem degradação, com uma superfície uniforme e rugosa. Com 30 dias, Fig. 1b, já pode ser visto uma superfície bastante modificada pelo processo de hidrólise, com formação de poros, sendo observado até os 300 dias.
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Figura 1 - Micrografias do PHB conforme dias de degradação: a) Sem degradação; b) 30 dias; c) 60 dias; d) 120 dias; e) 150 dias; f) 240 dias; g) 300 dias.
Na figura 2a, correspondente a amostra de PGA sem degradação, é possível observar uma superfície uniforme com algumas fraturas. Já na Fig. 2b, a superfície mostra modificações, tornando-se irregular. A partir de 150 dias de degradação (Fig. 2e, 2f, 2g) é possível observar além do aumento da irregularidade, a formação de algumas rachaduras que se intensificam até o final da degradação.
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Figura 2 - Micrografias do PGA conforme dias de degradação: a) Sem degradação; b) 30 dias; c) 60 dias; d) 120 dias; e) 150 dias; f) 240 dias; g) 300 dias.

Através dos espectros de infravermelho foi possível verificar os principais grupos funcionais característicos do PHB, PGA e das salivas em contato com os polímeros. Nos espectros do PHB não houve modificação nas bandas durante sua degradação, apresentando bandas em 3430 cm-1 referente ao estiramento –OH, em 2845 cm-1 referente a ligação CH2, em 1727 cm-1 referente a ligação C=C e em 1385 cm-1 referente a ligação CH3.  Nos espectros do PGA até os 120 dias foram observados as bandas características em 3515 cm-1 (OH); 2955 cm-1 (CH); 1410 cm-1 (CH2​CO); 1740cm-1  (C=O); 1098cm-1  (CH-O).  Após os 150 dias de degradação foi possível observar o surgimento de uma nova banda em 2358 cm-1 que, conforme encontrado em literatura, é referente ao grupo OH (8). Nos espectros referentes à saliva em contato com o PHB e PGA foram obtidas as seguintes bandas durante o tempo de degradação: 3330 cm-1 (OH), 2130 cm-1 (C*C), 1640 cm-1 (C=O), 1110 cm-1 (CH-O) e 1050 cm-1 (CH2-O), não podendo ser identificado grupos funcionais da unidade polimérica para a saliva.

Pelas curvas de DSC do PHB, podemos observar que não houve diferenças nas temperaturas de transição vítrea (Tg) e nas temperaturas de fusão (Tm) durante sua degradação. Ocorreu um aumento do [image: image8.png]


H, e consequentemente no grau de cristalinidade (Xc do PHB inicial de 38% para 51% em 150 dias de degradação) no qual pode ser atribuída a degradação do material. Conforme Vanin, 2004 (4) acredita-se que com o processo de degradação ocorre a quebra das cadeias maiores, ocorrendo um rearranjo das cadeias menores, ocasionando a formação de novos cristais. 

Nas curvas de DSC do PGA, ocorreu um aumento da Tg e do grau de cristalinidade (Xc do PGA inicial 33% para 61% em 150 dias de degradação). Conforme Motta, 2006 (6) e Jahno, 2005 (1), a cristalização está ligada a saída de unidades glicólicas e a absorção de fragmentos pela rede cristalina, tornando a cadeia polimérica isotática e aumentando assim o grau de cristalinidade. Com relação à Tm, observa-se decréscimo, possivelmente devido a formação de novos cristais com massa molar menores, geradas pelo processo de hidrólise, necessitando assim de menores temperaturas para sua fusão, conforme encontrado na literatura (4). 
CONCLUSÃO

Através das análises realizadas, conclui-se que as amostras de PHB e PGA se degradaram em saliva artificial, sendo que o PHB é mais estável, mantendo suas propriedades térmicas por mais tempo durante o processo de degradação, enquanto que com o PGA ocorrem alterações significativas logo no início da degradação. As amostras mostraram-se favoráveis a aplicação na área odontológica, necessitando de estudos futuros de viabilidade celular.
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STUDY OF DEGRADATION POLY (3-hydroxybutyrate) and poly (glycolic acid) IN ARTIFICIAL SALIVA FOR POSSIBLE APPLICATION AREA DENTAL

In recent years various studies are being conducted for developing new products of biodegradable polymers for a variety of areas including medical and dental. These studies are indispensable in analyzing the behavior of materials, simulating the contact with the body's metabolism. This paper presents the degradation of poly (3-hydroxybutyrate) (PHB) and poly (glycolic acid) (PGA) in artificial saliva. The samples were analyzed before and after degradation by Scanning Electron Microscopy (SEM), Infrared Spectroscopy (FTIR), Thermogravimetric Analysis (TGA), Differential Scanning Calorimetry (DSC), in addition to weight loss and pH analysis of saliva. Studies have shown that both materials degrade, and the PHB has increased stability while maintaining its thermal properties, whereas the changes occur at the beginning PGA degradation. The samples proved favorable dental application, possibly in gingival tissue regeneration, being necessary to study cell viability.
Keywords: In vitro degradation, Poly (3-hydroxybutyrate), Poly (glycolic acid), artificial saliva.
