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Silva, Clara Jéssica de Medeiros. Taxa de Degradacdo de Amostras de Magnésio com
Revestimento de Superficie em Plasma e Fluido Simulado. Trabalho de Concluséo de
Curso, Graduagdo em Engenharia Biomédica, Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, 58p., 2016.

RESUMO

O magnésio e suas ligas sdo bastante utilizados em aplicacfes biomédicas, por exemplo
em placas e parafusos, devido as suas propriedades de osteoconducdo e osteoinducao.
Entretanto, o0 Mg é susceptivel a corroséo e oxidacdo de sua superficie, gerando produtos
toxicos ao organismo. Alguns estudos mostram que o uso de revestimento de superficie
é eficiente na prevencdo da corrosdo. Entre os tipos de revestimento, a utilizacdo da
proteina bovina albumina vem se destacando, em virtude da sua boa resisténcia a corrosdo
e prevencao de aderéncia de bactérias em sua superficie. O presente estudo se baseia na
degradacdo de amostras de magnésio revestidas com albumina e em amostras de
magnésio puro, imersas em plasma e em um fluido simulado. O revestimento de albumina
foi produzido em laboratério, e aplicado em metade das amostras. A outra metade
permaneceu com Mg puro. Em um periodo de seis semanas, realizou-se a coleta de
amostras de plasma e fluido simulado de cada amostra ao londo dos dias. Apos a coleta,
alguns parametros foram mensurados como, por exemplo, perda de massa, mudanca de
pH, concentragdo de ions Mg em ambos os fluidos e a taxa de corrosdo das amostras. Para
capturar as imagens das superficies das amostras e detectar os produtos de corrosao
obtidos, utilizou-se a microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a espectroscopia de
energia de dispersdo de raios-x (EDS), respectivamente. Ao final da pesquisa, observou-
se que 0 BSA ajuda na prevencdo da degradacdo do Mg, evitando sua oxidac¢do. E mesmo
em um ambiente com certa acidez, o BSA atuou de maneira eficaz formando uma barreira

protetora na superficie do Mg.

Palavras-chave: Magnésio. Albumina. Biomaterial. Corrosdo. Engenharia Biomédica



Silva, Clara Jéssica de Medeiros Silva. Degradation of magnesium coated samples in
simulated body fluid and plasma. Conclusion Work Project, Biomedical Engineering
Bachelor Degree, Federal University of Rio Grande do Norte, 58p. 2016.

ABSTRACT

Magnesium and its alloys are widely used in biomedical applications, for example on
plates and screws, due to their osteoconductive and osteoinductive. However, some alloys
are susceptible to corrosion and oxidation of the surface, been generating toxic substances
to the body. Some studies show the use of surface coating is effective for the prevention
of corrosion. Among the types of coatings, the use of bovine albumin protein has stood
out because of their good corrosion resistance and prevention of bacterial adhesion on its
surface. The present study is based on magnesium degradation samples coated with
albumin and pure magnesium samples, plasma and immersed in a simulated fluid. The
albumin coating was produced in the laboratory, and applied in half the samples. The
other half remained with pure Mg. In a period of six weeks, samples of plasma and
simulated fluid were collected from each sample at the end of days.
After collection, some parameters were measured, such as mass loss, pH change,
concentration of Mg ions in both fluids and the corrosion rate of the samples.
To capture the surface images of the samples and to detect the obtained corrosion
products, scanning electron microscopy (SEM) and X-ray scattering energy spectroscopy
(EDS), respectively, were used. At the end of the research, it was observed that BSA helps
to prevent degradation of Mg, avoiding its oxidation. And even in an environment with a
certain acidity, the BSA acted effectively by forming a protective barrier on the surface
of Mg.

Key-words: Magnesium. Albumin. Biomaterial. Corrotion. Biomedical Engineering.
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1. INTRODUCAO

Desde os anos 1900, o0 magnésio é estudado em aplicac6es biomédicas, por exemplo,
na utilizacdo de placas e parafusos em fraturas Gsseas ou perda de ligamentos. E um tipo
de mineral encontrado em abundancia no corpo humano, e em processos fisioldgicos, se
torna essencial para o funcionamento do metabolismo. Além disso, tem a capacidade de
estabilizar as estruturas de RNA e DNA. Processos de osteoinducdo e osteocundacao sdo
observados em algumas ligas de Mg, como por exemplo, a liga de Mg-Mn-Zn onde ha a
formacdo de 0sso. Estudos apontam que 0 magnésio e suas ligas possuem baixa taxa de
corrosao quando inseridos em meio biolégico ndo aquoso. Além disso, seus ions ndo sao

toxicos e podem ser expelidos do corpo pelas vias renais.

O magnésio é um metal leve, biodegradavel e possui biocompatibilidade. Entre suas
propriedades mecénicas apresenta bom desempenho em amortecimento, baixa densidade
e alta resisténcia mecanica. Apresenta limite de elasticidade e modulo de Young melhores
do que os polimeros. Algumas de suas propriedades de densidade e limite de elasticidade
sdo préximas as do 0sso, em relacdo a outros materiais. Por exemplo, a densidade do 0sso
encontra-se na faixa de 1.8 a 2.1 (g/cm®) e a do Mg na faixa de 1.74 & 2.0 (g/cm®). Ja o
limite de elasticidade do osso se aproxima da casa de 65 a 100 MPa, enquanto que o do
Mg fica entre 130 a 180 MPa. Em relacdo a resisténcia a fratura, 0 Mg é um pouco mais
resistente que o o0sso, com 15 & 40 MPam'? e 3 a 6 MPam'?, respectivamente
(HODAEIAN, 2013). Devido ser um tipo de mineral encontrado no corpo humano, o
mesmo apresenta alta taxa de degradacdo. As células identificam os ions e os captam para
ajudar em seu metabolismo ou, até mesmo, elas podem identificar o Mg como um corpo
estranho e tentar expulsar do organismo. Este ultimo caso pode ocorrer em duas situacdes:
no caso de ligas ou em Mg puro. No primeiro caso, as células podem identificar os
componentes da liga como substancias estranhas ao organismo. No segundo caso, 0 Mg
em estado puro ndo esta totalmente puro, visto que no seu processo de fabricacdo, ainda
se encontram vestigios de outros elementos da ordem de 0,01 a 0,05%. Por isso, se faz

necessario o uso de revestimentos de superficie para evitar a corrosdo do material.
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Os revestimentos de superficie sdo bastante empregados para diminuir a degradagédo
do material. E, atualmente, os revestimentos naturais estdo sendo utilizados em maior
ndmero do que os revestimentos sintéticos. Dado que, os de origem animal, sdo mais
aceitos pelo organismo. Dentre 0s tipos naturais utilizados atualmente, a albumina bovina,
tém se mostrado eficiente para a protecdo da superficie contra 0 meio externo. Essa
proteina apresenta biocompatibilidade e possui resisténcia a corrosdo, além de prevenir a
aderéncia de bactérias na superficie. Ademais, inibe a adesdo de plaquetas que

consequentemente, impede a formagéo de trombos.

Para analisar a taxa de degradacao de qualquer biomaterial in vitro, é necessario a
imerssdo em um meio biol6gico ou sintético. Para evitar que os leucécitos identifiqguem
0 material como uma substancia estranha e comecem a producdo de anticorpos, em alguns
casos, se faz necessario a centrifugacdo do sangue para a separacao de suas partes. Nessa
separacgdo, apenas 0 plasma sera utilizado como meio biolégico. Nele se encontram as
proteinas, as enzimas, 0s horménios e 0s nutrientes presentes no sangue. Ja na abordagem
sintética, utiliza-se um fluido corporal simulado (do inglés Simulated Body Fluid — SBF),

que possui a mesma composicao quimica do plasma.

Neste estudo, amostras de magnésio revestidas com albumina serdo imersas em
plasma e SBF no periodo de seis semanas. Durante todo o experimento, a taxa de
degradacdo do Mg revestido sera analisada e comparada com um grupo de controle de
amostras de Mg puro. Analises de pH, produtos de corrosdo e perda de massa também
serdo parametros verificados durante a pesquisa. Ao final, de acordo com os resultados
obtidos, verificar se a camada de albumina é eficaz na prevencédo da alta taxa de corrosao
do Mg.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Verificar a taxa de degradacdo de amostras de magnésio revestidas com a proteina
albumina e comparar os resultados com o grupo de controle de amostras de magnésio
puro. A partir disso, obter resultados que atestem o bom desempenho da proteina em
plasma e r-SBF.

2.2. ESPECIFICO

e Verificar o pH dos fluidos constantemente para que o meio ndo se torne acido. Ou
seja, ndo ultrapasse o valor de 8.0.

e Obter a concentracdo de ions Mg ao longo de seis semanas, e comparar os valores em
plasma e fluido simulado.

e Determinar a perda de massa das amostras durante todo o experimento.

e Observar a camada de corrosdo na superficie da amostras e caracterizar 0os produtos

de corrosao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O desenvolvimento de materiais para implantacdo no corpo humano data de muitos
milhares de anos atrds. O magnésio (Mg) nesse tempo, se mostrou um material efetivo
para aplicacdes em varias partes do corpo humano, especialmente para aplicacdes
ortopédicas (KIRKLAND, 2012; SHADANDAZ, 2011). Infelizmente devido a sua alta
taxa de degradacdo em meio bioldgico, se faz necessario a utilizacdo de revestimentos
para diminuir a corrosao. O tipo de revestimento deve ser biocompativel e de modo que
ndo sofra degradacdo, ou que a corrosdo seja minima possivel. Para testar a efetividade
do revestimento, os materiais revestidos devem ser imersos em um meio biolégico, onde
0 plasma é o mais utilizado; ou em um fluido que simule esse ambiente, ao qual
chamamos de Simulated Body Fluid (SBF). A maior parte dos testes sdo feitos in vitro,

para posterior teste in vivo.

3.1. Magnésio

O interesse do Mg como um biomaterial data dos anos 1990. Sua aplicabilidade se
deve ao fato de ser um material biodegradavel e possuir baixa resisténcia especifica
(KIRKLAND, 2012). A tabela abaixo mostra algumas vantagens do Mg como

biomaterial.
Tabela 1: Vantagens do Mg como biomaterial (KIRKLAND, 2012).
Vantagens Detalhes
Baixa O Mg é o metal mais leve de todos os metais estruturais
densidade/alta (1.738 g cm™®) com valores proximos ao do 0sso cortical
resisténcia (1.75 — 2.1 g cm ). Possui uma relacdo de resisténcia/peso
especifica de 130KN m Kg™.

O Mg € Unico devido a sua alta capacidade de amortecimento
Elevada (capacidade de absorver energia), que € a mais alta dentre os
capacidade de metais. No campo biomédico se torna importante para
amortecimento aplicacbes de rolamentos em carga pesada, onde as
propriedades de absorcéo de choque e vibragdo do Mg pode
fornecer vantagem significativa sobre outros metais.

Estabilidade Mg € conhecido como o metal estrutural mais facil de se
mecénica e maquinar e as dimensdes finais estaveis sdo faceis de se
dimensional alcancar. Consequentemente, formas complexas sao

facilmente produziveis.
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Reducédo em
probabilidade de
stress schielding

Stress schielding é o processo pelo qual a massa 6ssea e
densidade diminuem na proximidade de um implante com
valor de rigidez incompativel, que transfere a carga para
longe do osso adjacente. Isso pode provocar Sérios
problemas e falha do implante. O Mg puro possui 0 mddulo
de elasticidade (45Gpa) muito proximo ao do 0sso cortical
(20Gpa). Isso reduz os problemas com stress schielding.

Biocompatibilidade
e osteogénese

O Mg é considerado um biomaterial biocompativel e ndo-
toxico e possibilita a formagdo de osso. E um material
importante na formacdo de apatitas bioldgicas, que
compdem a maior parte do 0sso mineral.

Degradacéo segura

A corrosdo do Mg resulta em uma degradacéo completa. Isto
significa que o implante ndo permanece no corpo durante
mais tempo do que 0 necessario para desempenhar a sua
funcdo. Ou seja, os pacientes se beneficiardo de uma
exposicao temporaria de um corpo “estranho”, o que evita
possiveis complicacdes.

O magnésio ¢ um mineral encontrado no corpo humano que ajuda no metabolismo

celular e ndo-toxico. Além de ser essencial ao processo de formacdo do 0sso. Em

contrapartida, ele se degrada rapidamente no corpo, devido a sua baixa resisténcia
quimica aos fluidos que contém agua e ions (KNIGGE, 2014; SHADANBAZ, 2011).

Para verificar o efeito da degradacdo do Mg, foi proposto um experimento in vitro de

comparacdo entre Mg puro e a liga AZ91, revestidos com uma camada eletrolitica. O

ambiente in vitro foi idealizado, de modo a imitar o ambiente in vivo. Nas imagens abaixo,

pode ser observado o esquema in vitro do ambiente e o dispositivo de formagéo da camada

eletrolitica (ZENG, 2016).

Pitting

(b)

Inslulat.ing

Interstitial plastic

filled with muld tube
(50~200um)

Simulated body fluid

Porous ceramic

PTFE hydrophobic film
Thin electrolytic layer

TEL model

Figura 1: (a) esquema ilustrativo da microestrutura do implante e 0sso e (b) o modelo da camada eletrolitica
em um microambiente in vivo imitado.
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[ ]
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Horizontal
Adjustment
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Figura 2: llustragdo esquematica do dispositivo de camada eletrolitica.

Os resultados mostraram que a corrosdo foi controlada em Mg puro e na liga AZ91
pela camada eletrolitica. Entretando, a liga AZ91 foi mais sensivel a corrosao na condicao
de espessura da camada abaixo de 200 um. E, em ambos os materiais utilizados, a

corroséo localizada se deu abaixo de 500 um (ZENG, 2016).

Ao mesmo tempo que o Mg sofre forte degradacdo em contato com fluidos corporais,
0 mesmo - em contato com um meio biolégico - possui a caracteristica de formar uma
camada de corrosao. Para comprovar essa tese, pesquisadores fizeram um experimento a
respeito da formacgédo de uma camada de protecdo em amostras de Mg imersas em uma
cultura de células do tipo DMEM. A cultura foi realizada no periodo de um dia, trés dias
e cinco dias e, foram analisadas as mudancds de pH, além da espessura, morfologia e
composicgdo e resisténcia a corrosdo das camadas formadas. Em adicéo, a influéncia das
proteinas da cultura de células na formacdo da camada protetora foi investigada. Ap6s o
término do estudo, chegou-se a conclusdo que a imerssdao do Mg na solucdo DMEM,
propiciou a formagédo de uma camada de corroséo consistindo principalmente, de fosfato
de calcio. Essa composicdo melhora a resisténcia a corrosdo do magnésio fortemente.
Além disso, apresenta protecdo contra a corrosdo em temperatura ambiente; neste caso, a
taxa de corrosao é diminuida em um fator de ca. 3 - 10 comparada com Mg sem a camada
de protecdo. Entretando, observou-se que as camadas formadas eram completamente
porosas, devido a formacdo continua de gas hidrogénio (Figura 3) (WAGENER, 2016).
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DMEM, Inc. (37°C, 5% CO,)

Figura 3: Imagens da camada de corrosdo em MEV; a)-c) imersdo de 1 dia; d)-f) imerséo de 3 dias; g)-i)
imersdo de 5 dias (WAGENER, 2016).

3.2. Albumina

A albumina é a mais abundante proteina do sangue humano com peso molecular de
66.5 kDa (POURJAVADI, 2016). E biocompativel e pode ser um tipo de revestimento
ideal para protecéo da corrosao. Ela reduz a taxa de corrosdo do Mg por causa da adsor¢édo
de proteinas na superficie (WAGENER, 2013). Ademais, a albumina é responsavel pelo
transporte de compostos metabolicos e drogas terapeuticas.

Em um experimento realizado na Alemanha, diferentes tipos de revestimento de
bovine serum albumin (BSA) foram analisados em amostras de Mg. Trés tipos de
moléculas ligantes foram utilizadas: aminopropil-trietoxissilano (APTES) mais acido
ascorbico (VitC), carbonildiimidazol (CDI) e &cido estearico (SA). As amostras
primeiramente foram passivadas e pré-revestidas com moléculas ligantes de revestimento
da proteina e, logo apds, imersas em uma solucdo aquosa de albumina. O periodo de
imersdo variou entre 0.25h e 24h. Foram realizadas medi¢des de rugosidade e medidas
eletroquimicas em um fluido simulado (SBF), para caracterizar os revestimentos em
relacdo ao seu padrdo de corrosdo. Os resultados mostraram que a albumina € eficaz na
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prevencdo da corrosdo do material. Certos efeitos protetores foram observados no ligante
SAM e, em geral, os sistemas CDI-BSA e SA-BSA mostraram melhores resisténcias a
corrosdao (Figura 4). Além disso, na superficie foi detectado sinais de Histina e
Fenilalanina, que sdo proteinas do plasma sanguineo (WAGENER, 2013).
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Figura 4: Relacdo entre picos de intensidade de histina e fenilalanina e tempo de imersdo, a)-b)-c) nos trés
diferentes tipos de ligantes e d) sem ligante (WAGENER, 2013).

Em um outro estudo realizado sobre a eficacia da albumina, um revestimento de
oxidacéo por plasma eletrolitico (PEO) foi obtido por uma base de eletrélito de silicato.
A fim de compreender o mecanismo de corroséo de revestimento de PEO em Mg na
presenca de albumina, foram utilizadas quatro tipos de de solugdes: NaCl, NaCl +
albumina, Phosphate-Buffered Saline (PBS) e PBS + albumina. O comportamento de
corrosao eletroquimica foi avaliada por polarizacdo potenciodindmica e de espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIS). Além disso, os efeitos interativos da albumina e ions
inorganicos foram elucidados e um mecanismo que exemplifica a taxa de corrosao
reduzida foi proposto. Os resultados obtidos demonstraram que houve uma corroséo
agressiva na solugcdo de NaCl em comparacdo com a solucdo de PBS, onde houve um

aumento na resisténcia a corrosdo, por causa da formacao de fosfato soltvel. A albumina
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atuou como um inibidor e sua adsorcéo impediu ainda mais a dissolugédo do revestimento

com o aumento de sua resisténcia (WAN, 2013).

3.3. Simulated Body Fluid (SBF)

Um fluido corporal simulado com concentracfes de ions aproximadamente iguais
ao plasma do sangue humano, tem sido amplamente utilizado para a avaliagéo in vitro da
bioatividade de materiais sintéticos e para a formacgdo de apatita 6ssea presente no 0sso
mineral. Existem quatro tipos de SBFs utilizadas em pesquisas: c-SBF, r-SBF, i-SBF, m-
SBF. Entretando, a concentracdo de ions nessas solugdes ndo é a mesma encontrada no
plasma (OYANE, 2003).

O r-SBF, abreviacdo de SBF revisado, foi projetado para ter uma concentragéo de
fons iguais as do plasma sanguineo incluindo Cl'e HCOs". Os ions de magnésio no plasma
(1.5 mM), 0.5 mM de Mg?* sdo ligados as proteinas. Os fons de calcio no sangue também
sdo ligados as proteinas e aos ions inorganicos, como carbonato e ions fosfato (OYANE,
2003).



23

4. METODOLOGIA

O procedimento experimental pode ser visualizado abaixo na forma de fluxograma.
Ele foi realizado em um periodo de seis semanas, pelo fato de que nas duas primeiras
semanas, a taxa de corrosdo do Mg € bastante alta. A partir da terceira semana, a degracdo
se mantém constante, devido a camada de corrosdo ser formada nas primeiras semanas.
Essa camada impede que o material seja atacado progressivamente pelo fluido.

Pesagem das amostras

Producéo do BSA

Obtencao do plasma Obtencao do r-SBF

II

I\

I<—I<—

Preparacédo do meio in vitro

Procedimento experimental

Fluxograma de todo a metodologia utilizada.

4.1.Pesagem das amostras e revestimento com BSA.

Para o procedimento experimental, foi abordada a metodologia utilizada para testes
com biomateriais do Institut fir Mehrphasenprozesse da Universidade de Hannover. Ao
total, 12 amostras de Mg puro foram usadas para o experimento e cada uma delas foi
pesada com sua respectiva massa registrada (Tabela 1). Cada unidade possuia a forma
cilindrica com 5 mm de diametro e 2 mm de altura (Figura 5). E, metade dessas amostras
foram revestidas com Bovine Serum Albumin (BSA), enquanto que a outra metade

permaneceu pura.
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Tabela 2: Peso das amostras em gramas

Amostras com o revestimento de Albumina

Amostras Massa (g)
1 - Plasma 0,0673
2 — Plasma 0,0681
3 —Plasma 0,0685
4 —r-SBF 0,0670
5-r-SBF 0,0680
6 —r-SBF 0,0679

Amostras de Mg puro

Amostras Massa (g)
7 — Plasma 0,0667
8 — Plasma 0,0678
9 — Plasma 0,0678
10 - r-SBF 0,0681
11 -r-SBF 0,0687
12 - r-SBF 0,0680

Figura 5: Amostra de Mg

Para a composicéo do revestimento de BSA, inicialmente foi preparada uma solugéo
de Phosphate Buffered Saline (PBS). Essa solu¢do mantém o pH constante, além de ser
isotdnica e ndo-tdxica as células de mamiferos. Ela é preparada a partir de cloreto de
sodio, fosfato de sodio e, em alguns casos, com fosfato de potassio. Neste caso, foi
adicionado 40g/L de BSA em PBS. A proteina foi dissolvida na solu¢do por meio do
agitador magnético aquecido analdgico Scilogex MS-H-S. Apos esse procedimento, as
amostras foram imersas nessa solucdo por um periodo de 72 horas; e logo apo6s, inseridas

em uma placa de cultura de células, que foi introduzida em uma estufa para a completa
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secagem das amostras e aderéncia da proteina a superficie. Depois da secagem (1 dia na
estufa), as amostras revestidas foram pesadas e verificadas as mudancas de massa, antes

e depois do processo de revestimento (Tabela 3).

Tabela 3: Peso das amostras de Mg revestidas com BSA

Amostras com o revestimento de Albumina apds o revestimento
Amostras Massa (g)
1 - Plasma 0,0672
2 — Plasma 0,0681
3 —Plasma 0,0684
4 —r-SBF 0,0669
5-r-SBF 0,0680
6 —r-SBF 0,0679

4.2.0btencédo do plasma

O plasma utilizado para essa pesquisa foi retirado do sangue de porcos para abate
de uma industria de artigos suinos. Para a coleta do sangue, foram usados frascos de
plastico de 300ml e 500ml para liquidos quimicos usados em laboratdrio. Em seu interior
foi adicionado o anticoagulante Heparina, para evitar possiveis trombos. ApGs a coleta,
esse sangue era centrifugado para a extracao do plasma, que era removido através de uma

pipeta graduada e vertido em tubos conicos de 50ml (Figura 6).
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Figura 6: Tubo conico

Fonte: Site do fabricante Labor Import

Em seguida, os tubos com plasma foram resfriados a uma temperatura constante de

-80°C em um freezer, para a sua total conservacao.
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4.3.0btencéo do r-SBF

O r-SBF foi feito em laboratério seguindo uma tabela de concentragdo dos reagentes
utilizados, bem como o procedimento de obtencdo. Os elementos quimicos usados estao
listados na tabela abaixo, juntamente com a sua quantitade em gramas (g).

Tabela 4: Reagentes e quantidade para o preparo de 1000ml de r-SBF

Reagentes Quantidade (r-SBF)
NaCl 5.403¢g
NaHCO; 0.740g
Na,COs 2.046¢
KCI 0.225g
KoHPO, . 3H,0 0.230g
MgCl.. 6H.0 0.311g
1.0 M - HCI --
0.2 M - NaOH -
HEPES? 11.928¢°
CaCl; 0.293g
NazSO4 0.072g
TRIS -
1.0 M - HCI -
1.0 M - NaOH ~ (0.8ml
*HEPES = 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil) 4cido etanossulfonico; P°TRIS =
tri(hidroximetil)aminometano; “HEPES foi previamente dissolvida em 100ml de &gua ultra-

pura.

Em um recipiente de vidro de 1 litro (L) contendo 1L de agua, os reagentes eram
colocados um a um seguindo a ordem descrita pela tabela acima. Os elementos eram
dissolvidos na agua por meio de um agitador magnético aquecido analdgico Scilogex MS-
H-S, com a temperatura no valor de 37° C para simular a temperatura corporal.

Assim que os reagentes foram completamente dissolvidos, a temperatura e o pH
foram verificados pelo medidor de pH digital pHmetro Seven Easy-S20 da Mettler Toledo

(Figura 7) e, apds 10 minutos, o recipiente foi levado a geladeira para seu resfriamento.
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Figura 7: Medidor de pH digital
Fonte: Site do fabricante Mettler Toledo

4.4.Preparacdo do meio in vitro

O plasma congelado, era imerso em banho maria em uma temperatura de 37°C, para
voltar a sua fase liquida. Concluido o derretimento, 1ml de penicilina era adicionado ao
plasma a cada 50 ml. Essa adicdo era extremamente importante para evitar possiveis

proliferacdes de bactérias ou fungos.

As seis amostras com BSA foram divididas: trés amostras foram imersas em plasma
e as outras trés em r-SBF. A mesma divisdo foi utilizada para as amostras de Mg puro.
As unidades foram inseridas em placas de cultura de células de 6 pocos onde foram
adicionados 10ml de plasma ou 10ml de r-SBF por uma pipeta graduada. Depois foram
introduzidas na incubadora de CO; para cultivo de células Binder (Figura 8) em uma
atmosfera de 5% de volume de CO, com temperatura constante de 37° C. Esses valores

foram adotados para simular as condi¢des bioldgicas do corpo humano.

-

Figura 8: Incubadora de células Binder

Fonte: Site do fabricante Binder
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4.5.Procedimento experimental

Apos a preparacdo do meio, as amostras permaneceram na incubadora de células por
um periodo de seis semanas. Na primeira semana, o pH dos fluidos era mensurado e 1mi
de cada fluido era retirado com uma micropipeta, para verificar a concentracdo de Mg.
Esse processo foi realizado durante todos os dias da semana, com os fluidos sendo
trocados a cada dia. A partir da segunda semana, o pH era medido a cada dois dias com a
retirada de 1 ml dos fluidos, e a troca dos mesmos era feita a cada semana, até o término
do experimento. Quando os fluidos eram trocados, as amostras eram limpas com ethanol
e agua destilada, para remover possiveis microorganismos e evitar o crescimento de

bactérias.

Para verificar a concentracdo de Mg nos fluidos, se adicionava 1ml de dgua destilada
para cada 1ml de fluido, havendo diluicdo do soluto e os ions Mg ficarem mais dispersos
na solucdo. Em seguida, 1ul dessa solugéo era dissolvido em 1000ul de Xylidilblue, um
tipo de quelante, que em contato com a solucdo, reage aos ions Mg mudando a cor de azul
para violeta. Terminada essa parte, a solugdo era inserida no espectrofotometro Biochrom
(Figura 9) para o célculo da concentragdo, onde uma curva de calibragdo com valores
quantitativos ajustados, foi previamente criada. A concentragdo dos fluidos antes da
incubacdo também era determinada, para calcular o quanto de ions Mg eram encontrados

nos fluidos e assim obter a sua taxa de corrosao.

Figura 9: Espectrofotdmetro Biochrom

Fonte: Site do fabricante Biochrom

A taxa de corroséo (TC) foi calculada com base na seguinte equacao desenvolvida
pela ASTM International em Standard Practice for Preparing, Cleaning and Evaluating

Corrosion Test Specimens:
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TC=(KxW)/(AXTxD)

Onde:

K = cte expressa pelo valor 8.76 x 10* mm/ano
W = perda de massa em ¢

A = area em cm?

T =tempo de exposic¢ao das amostras em horas
D = densidade do Mg em g/cm® (1.74g/cm?®)

Ao final do experimento, as amostras eram pesadas novamente para analisar se houve
ganho ou perda de massa. Depois de pesadas, elas eram levadas ao Espectrémetro de Raio
— X de Energia Dispersiva (do inglés Energy dispersive X-ray spectroscopy - EDX) e ao
Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) para analisar os produtos de corrosao da
camada de corrosao e verificar a porosidade da superficie, respectivamente. Ao final do

processo, a camada de 0xido foi removida e as amostras pesadas novamente.

A camada de 6xido foi removida através de um procedimento quimico de limpeza,
também de acordo com a Standard Practice for Preparing, Cleaning and Evaluating
Corrosion Test Specimens. A solugcdo continha os seguintes produtos:

e 200g triéxido de cromio (CrOs)
e 10g nitrato de prata (AgNO3)

e 20g nitrato de béario (Ba(NOs)-)
e Agua em 1000 m

e Temperatura: 20 to 25°C

Esse processo de remocao foi realizado em uma cabine de seguranca biol6gica com
fluxo laminar Classe Il (Figura 10).



Figura 10: Cabine de seguranca biol6gica

Fonte: Site do fabricante Tesltar
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Controle do pH

Durante o periodo de incubacdo, o pH do plasma e do r-SBF variou entre 7.4 e 7.9
que pode ser observado na tabela abaixo. Os dias 6 e 7 que constam em branco na tabela
5, se referem ao primeiro final de semana do experimento onde ndo houve avaliagdo. A
partir da segunda semana, a cada dois dias se verificava o pH e, os finais de semana

também néo se verificava o pH.

Ao longo de todo o experimento, constata-se que o pH se manteve na faixa entre
7.4 e 7.8, que sdo valores considerados neutros de pH. Neste caso, 0 ambiente in vitro se
manteve praticamente neutro, sem a presenca de um ambiente acido. Entdo, a corrosdo

das amostras, se deu em um ambiente semelhante ao ambiente intracorporeo.

Tabela 5: Medidas do pH ao longo do experimento

pH

Dias Amostras de BSA Amostras de Mg puro

4 ) 6 1 2 3 7 8 9 10 11 12

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 754|754 754774778 |7,78|788|788|788|775|774]| 7,7
3 758|758 753769764 761|771 771 |7,72|772|7,72| 7,72
4 757|757 757 78 | 775 |7,79| 7,76 | 7,76 | 7,76 | 7,64 | 7,67 | 7,67
) 75| 75|75 |769|769|764|772|758|767|764]| 764|763
6 - - - - - - - - - - - -

754 | 754|754 |761|761|764|768|768| 768|758 757|761

10 747|752 752|779 |776|788 | 7,7 (7,78 7,78 | 7,63 | 7,63 | 7,63

12 755|755 |755|765|776|776|768|769|761|761|761| 762

13 e
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14

15

7,61

7,6

7,61

7,85

7,85

7,89

7,96

7,96

7,92

7,76

1,75

7,72

16

17

7,58

7,58

7,58

7,78

7,81

7,82

7,82

7,82

7,82

1,7

1,7

7,69

18

19

7,63

7,63

7,63

7,83

7,83

7,83

7,86

7,79

7,84

1,75

7,71

7,72

20

21

22

7,54

7,57

7,57

7,58

7,62

1,7

7,67

1,7

7,66

7,66

7,66

7,66

23

24

7,55

7,55

7,62

7,66

7,66

7,66

7,66

7,62

7,62

7,67

7,63

7,63

25

26

7,56

7,55

7,62

7,67

7,66

7,66

7,66

7,63

7,63

7,66

7,63

7,64

27

28

29

1,7

1,7

7,74

7,74

1,7

7,67

7,67

7,63

7,67

7,73

7,73

7,73

30

31

7,59

7,59

7,63

7,63

7,59

7,66

1,7

1,7

1,7

7,69

7,69

7,69

32

33

7,59

7,59

7,64

7,63

7,60

7,66

7,69

7,70

7,70

7,70

7,71

7,70

34

35

36

7,67

7,67

7,71

7,72

1,47

7,6

7,71

7,68

7,6

7,72

7,76

7,8

37

38

7,61

7,61

7,61

7,67

7,56

7,58

7,67

7,64

7,62

7,66

7,66

7,66

39

40

7,68

7,68

7,68

7,48

7,45

7,58

7,49

1,47

7,53

7,42

7,65

7,59
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5.2.Concentracédo do Mg

A concentracdo de ions Mg foi calculada pelo software do Biochrom a partir de
dados prévios (encotrados nas tabelas 8 a 11 em Anexos, no Apéndice B) e, os dados
estdo descritos nos gréficos abaixo. O eixo da abcissa corresponde a quantidade de dias
do experimento, enquanto que o eixo da ordenada corresponde a concentragdo de Mg em
mg/dl.

14,000
12,000
10,000
8,000
6,000
4,000
2,000

0,000
012345678 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839

®BSA @Pure Mg

Figura 11: Concentracdo de Mg (mg/dl) em plasma durante 6 semanas

300,000
250,000
200,000
150,000
100,000

50,000

0,000
01234567 89101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839

®BSA ePure Mg

Figura 12: Concentracdo de Mg (mg/dl) em r-SBF durante 6 semanas
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De acordo com os graficos, observa-se que nos fluidos onde estavam as amostras
de Mg puro, houve uma maior concentracdo de ions Mg, do que nos fluidos com as
amostras revestidas com BSA. Entretanto, observa-se que durante as duas primeiras
semanas, a concentracao de Mg no plasma que continha as amostras revestidas com BSA,
foi superior ao plasma com amostras de Mg puro. Uma explicacdo para este
acontecimento, € de uma ndo-homogeinizacdo do revestimento de algumas amostras.
Algumas partes podem ter ficado em contato direto com o plasma, aumentando a
concentracdo de ions no fluido. J& a partir da terceira semana, onde a oxidacdo do material
se torna mais lenta, a concentracao de ions diminui nos fluidos quem contém as amostras
com BSA. Ou seja, dessa semana até a sexta semana, o revestimento de BSA garantiu

menores concentragdes de ions no meio in vitro.

5.3. Andlise da superficie por MEV

A figura 13 indica a morfologia de superficie das amostras imersas em plasma com
BSA, com a presenca de poros e fissuras. A apoximacao foi da ordem de 200um para

uma melhor visualizagéo.

IMP 15.0kV 11.5mm x200 SE 12/16/2014 200um

Figura 13: Camada de corrosdo das amostras imersas em plasma revestidas com BSA; a) amostra 1; b)

amostra 2; ¢) amostra 3.
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As superficies das amostras de BSA em r-SBF podem ser analisadas através da

figura 14. E notavel a presenca de fissuras e poros.

- Y

IMP 15.0kV 11.8mm x200 SE 1/15/2015

IMP 15.0kV 11.9mﬁ1 x200 SE 12/16/2014 200um
Figura 14: Camada de corrosdo das amostras imersas em r-SBF revestidas com BSA,; a) amostra 4; b)

amostra 5; ¢) amostra 6.

A seguir estdo representadas as superficies de amostras de Mg puro em plasma,
pela figura 15. Nota-se que nessas amostras, poros nao sao visiveis superficialmente e
que ha uma grande quantidade de fissuras. Essas fissuras podem ter sido ocasionadas pela
acdo do hidrogénio, que ao interagir com o metal, produz 4gua em sua superficie,
deixando o material fragil e passivel a formacéo fissuras. A medida que o H penetra na
amostra, varias moléculas de agua sdo formadas e a integradidade da amostra é
comprometida. Além da acdo do H, microorganismos presentes no plasma, provocam a
corrosao do material. A combinacdo de bactérias e hidrogénio, promove a poliferacdo de
fissuras que fragilizam a amostra. Logo, com um revestimento, esse tipo de corrosao é
reduzido.



36

Figura 15: Camada de corrosdo das amostras imersas em plasma de Mg puro; a) amostra 7; b) amostra 8;

c) amostra 9.

A Ultima figura mostra a superficie das amostras de Mg puro em r-SBF. Elas
apresentaram grandes fissuras e fendas.

Baseado nas imagens obtidas por MEV, é notavel que o revestimento de BSA
apresenta grande porosidade. 1sso pode ter influenciado a grande oxidagdo das amostras
revestidas em plasma nas primeiras semanas. Visto que elementos quimicos entravam
nesses poros e permaneciam em contato direto com o Mg. J& nas amostras sem
revestimento, percebe-se uma grande quantidade de fissuras na superficie, provocadas
pela penetracdo de agentes quimicos que corroiam o material. Isso deixa o material mais
fragil, diminuindo o seu tempo de vida dtil.
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IMP 15.0kV 12.1mm x200 SE 1/15/2 200um

IMP 15.0kV 11.9mm x200 SE 12/16/2014 200um

Figura 16: Camada de corrosdo das amostras imersas em r-SBF de Mg puro; a) amostra 10; b) amostra
11; ¢) amostra 12.

5.4.Produtos de corrosao por EDX

As figuras 16 a 28 encontradas no anexo deste trabalho, no apéndice A, indicam
os produtos de corrosdo formados sobre a superficie das amostras e a sua quantidade
especifica. Deposicdo de calcio (Ca) e fosforo (P) foram observados, além de uma
pequena quantidade de sddio (Na). Tanto as amostras de Mg puro imersas em plasma e
as de BSA imersas em r-SBF, apresentaram deposicao de oxigénio (O) em sua superficie.
Ou seja, processos de oxidagdo ocorreram com a liberagdo de O na camada superficial.
Entretanto, nas amostras de Mg puro em r-SBF, a concentracdo de O foi maior que em
todas as outras amostras dos outros grupos. Isso mostra, que o processo de corroséo foi
mais agressivo do que em plasma.

5.5.Perda de massa

Na tabela abaixo, a perda de massa das amostras foi determinada. Elas foram

pesadas novamente e apds o tratamento quimico para remog¢ao da camada de corrosao. A
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perda de massa entdo foi calculada através da diferenca entre o peso antes da imerssao e

apds o tratamento quimico.

Tabela 6: Perda de massa das amostras em seis semanas

Perda de massa
Amostras Fluido Peso ap0s a Peso apds Perda de massa
imerssao (g) tratamento (9)
quimico (g)
1 Plasma 0,0678 0,0637 0,0017
2 Plasma 0,0685 0,0643 0,0019
3 Plasma 0,0690 0,0654 0,0020
4 r-SBF 0,0624 0,0537 0,0133
5 r-SBF 0,0649 0,0569 0,0111
6 r-SBF 0,0608 0,0515 0,0164
7 Plasma 0,0671 0,0650 0,0036
8 Plasma 0,0681 0,0659 0,0038
9 Plasma 0,0693 0,0658 0,0031
10 r-SBF 0,0599 0,0511 0,0170
11 r-SBF 0,0612 0,0521 0,0166
12 r-SBF 0,0590 0,0491 0,0189

Em todo o periodo de imerssdo, a perda de massa das amostras revestidas com
BSA, foi menor do que a a perda de massa das amostras de Mg puro. Isso porque a camada
de BSA, serviu como protecdo a superficie; consequentemente, a perda de massa foi
menor. Examinando os valores da pesagem, nota-se uma grande diferenca entre os dados
obtidos entre Mg puro e BSA. O revestimento impediu que as amostras fossem

degradadas pelos fluidos, formando uma barreira entre meio externo e interno.
5.6. Taxa de corrosao

Com base na equacdo descrita no procedimento experimental, a taxa de corrosao foi
calculada e os dados obtidos listados na tabela abaixo.
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Tabela 7: Taxa de corrosdo nas amostras em seis semanas

Taxa de corrosdo
Amostra Fluido Perda de massa (g) Taxa de corrosdo
(mm/ano)
1 Plasma 0,0017 0,174634204
2 Plasma 0,0019 0,195179404
3 Plasma 0,002 0,205452004
4 r-SBF 0,0133 1,366255829
5 r-SBF 0,0111 1,140258624
6 r-SBF 0,0164 1,684706436
7 Plasma 0,0036 0,369813608
8 Plasma 0,0038 0,390358808
9 Plasma 0,0031 0,318450607
10 r-SBF 0,017 1,746342037
11 r-SBF 0,0166 1,705251636
12 r-SBF 0,0189 1,941521441

Nas amostras imersas em r-SBF a taxa de corrosédo foi maior do que em plasma e,
maior quando em contato direto com o0 mesmo. Ou seja, as amostras de BSA apresentaram
uma taxa de corrosdo menor do que as de Mg puro e, bem menor quando imersas em
plasma. Isso ja era esperado, visto que as maiores perdas de massa e concentracao de ions
nos fluidos, foram encontradas no Mg puro, tanto em plasma quanto r-SBF.
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6. CONCLUSOES

A pesquisa experimental analisou a utilizagdo de BSA para revestimento de amostras
de Mg. A camada de BSA, atuou como uma protecdo do material em contato com 0s
fluidos biolégicos, promovendo uma degradacdo menos intensa. Baseado no que foi
descrito, pode-se concluir:

1. A camada de BSA mostrou-se eficaz na prevencéo da corrosdo. A perda de massa e a
taxa de corrosdo, bem como a concentracdo de ions Mg nos fluidos, foi inferior as
amostras de Mg puro. Isso atesta a eficiéncia do BSA como um tipo de revestimento
de superficie, impedindo a rapida degradacdo das amostras.

2. A degradagdo das amostras de Mg puro que estavam imersas em r-SBF e plasma, foi
superior a degracao das amostras revestidas com BSA. Isso foi comprovado, devido
a grande quantidade de oxigénio em sua camada passiva de corrosao.

3. O pH se manteve neutro: ndo houve evidéncia de pH &cido. Logo, as condicGes de
temperatura e porcentagem de CO., estavam sob controle.

4. A camada de revestimento de albumina é capaz de impedir a corrosdo do material,

aumentando seu tempo de vida til.
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8. ANEXOS

8.1. Apéndice A

[ ounis

331

EDAX EAF Quantification (Standardless)
Element Mommalized
SEC Table : Default

Elament Wt % AL % E-Ratlo Z B E

C K 3&.33 A% 83 QL1930 1.0385 0.5271 1. GGd
M K 2. 30 1. 94 00199 1.0253 O.2085 1. U003
0K 25,16 25.91 0. 0749 1.015z2 0.3128 1. Q000
Mok 1.66 1:13 o.0131 0.9811 0.H3211 100613
20 T.1% T 00544 0.9215 0.9676 16042
Cax 20.35 .36 b.1863 0.9141 0014 1. GO0
Total 100.00 2100.00

Figura 17: Produtos de corrosdo da amostras 1 de BSA em plasma
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EDAX EAF Quantification (Standardless)
Element Mommalized
SEC Table : Default

Elament Wt % AL % E-Ratlo Z B F

C K 35,23 d6.51 0.1745 1.03268 G 4806 1. 0004
M K d4.H2 9,94 00224 1.0208 O.z2492 1. 0005
0K 3Z.us 31.40 U.1202 1. 00495 @.3713 1. 0001
Mok R.13 3.38 o.Gd11 0. 9546 0. 8307 10012
20 #.05 4.1z 0.67T11 L. 9160 O.9624 1.0021
Cax 1065 4.21 0. 0967 . 9083 0. 3335 1. G000
Tota 100.00 100,00

Figura 18: Produtos de corrosdo da amostras 2 de BSA em plasma
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EDAX ZAF guantification (Standardless)

Element Hormalized
SEC Table @ Default

Element W & At &  E-Ratio T A

CE 25.37 36,11  ©0.1065 1.0415% 0_4028  1.0004

H K 4.57 5. 57 00123 1.0293 0.26149 1. 00407

oK 39,47 41.10  ©0.1%92  1.0181 0.4063  1.0001

Hak .78 .58 0,052 0.5%444 0. 709%% 1.0016

MqF T_A% 5. 52  0_0620 0_9637 0. Bim4  1_0014

P E 10.5R S 84 0.09%32 0.9241 0.8513 1.00321

Cak 12.38 578 0.1131 ©0.9166 0.9%60  1_0000
Tobtal 100,00 100,00

Figura 19: Produtos de corrosdo da amostras 3 de BSA em plasma
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EDAX EAF Quantification (Standardless)
Element HMormalized
SEC Table : Default

Element WL % AL ¥ EK-Ratlo Z B F

CEK 10.95 2. 00 0. 0423 1.6717 0. 3606 1.0006
oK 3Z.498 15.32 L 10472 . 3077 10001
HakK 1.14 1.09 0. 0074 o874z L. 6663 10013
Mgk 3.85 3.44 0. 0301 09357 .78zl 1. Q020
F K 14.05 .95 0.1274 0.9519 09472 1. G058
CaK 37.02 0. 26 0.3474 0.9456 0.9924 1.0000
Total 100.00 100,00

Figura 20: Produtos de corrosdo da amostras 4 de Mg puro em plasma
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EDAX EAF Quantification (Standardless)
Element HMormalized
SEC Table : Default

Elemant WL % & B E

K 7.78 1.068% 0.27448 1.0004
0O K 2. Z3 1.0448 0. 3940 10004
NaK 0. 76 09710 0.73%1 10047
MK Z24.59 [ L e d G.8363 1.0016
P E 13.2Z 0.9491 09054 1.06025
Cak Z20. 44 0.9423 0. 9853 1. 0000
Total 100.00

Figura 21: Produtos de corrosdo da amostras 5 de Mg puro em plasma
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EDAY EZAF Quantification (Standardless)
Element Mormalired
SEC Table : Default

Element Wt % At % K-Ratlo 2 A
K T.05 12.94 0.0201 1.0711 0.26%9 1.0004
oK 28,60 A% ,80 f.11a9 1.0488 0.3862 1.0003
MK 26,62 24,13 2219 0, 99444 0.B369 1.0018
F K 15.76 11.21 0.1369 0.95]12 0.%111 1.0027
Cak 2168 11.92 O.2015% 0.9445 0.BE4A3 1000

Tobal 10000 10, 00

Figura 22: Produtos de corrosdo da amostras 6 de Mg puro em plasma
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Counis

EDAX EZAF Quantification (Standardless)
Element Mommalized
SEC Table : Default

Element Wt % At % i B i
C K Za.45 11.1%9 1.0443 0.4424 1.0004
0O K 38.18 11.50 1.0208 0. 38048 1. 0001
NaK 1.43 1.08 O.9473 O.59T72 1.0011
MoK i.24 3.03 U.966% . a055 1.0013
P E 9.1z L.12 0.%267 0. 9555 1.06033
Cak 8.59 .07 0.9194 0. 99T 1.0000
Total 100.00 100.00

Figura 23: Produtos de corrosdo da amostras 7 de BSA em r-SBF
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EDAX EAF Quantification (Standardless)
Element Mommalized
SEC Table : Default

Element Wt % AT ¥ EK-Ratio Z B F

C K Y. 95 17.7& U.0366 1.0682 0.3434 1.0006
0K 35,09 d8_249 0.1270 1.043% .3372 1. 0001
MakK . 70 .65 O 00dE O 8707 G BTS00 100148
MO 7T.64 6.73 0. 081 0. 94919 0. 7912 16019
F K 14.048 .73 0.12E3 0.9487 0.9414 1. G048
CaK 31.54 16.485 0.2946 0.94z21 G.99%14 1.0000
Total 100.00 100.00

Figura 24: Produtos de corrosdo da amostras 8 de BSA em r-SBF



51

EDAY ZAF Quantification (Standardless)
Element Hormalized
SEC Table : Defaunlt

Element Wt % AL & K-Ratlo 7 A
C K 8.27 16.73 0.0344 1.0695 0.3467 1. 0006
oK 3556 18,18 0.1234 1.045%1 0.3321 1.0001
Hak .93 .88 0.0061 08720 0.6734 100017
MK T.81 f. 96 0, 0613 0, 9933 0.7887 1.001%
P K 13.53 9_47 0n.1214 0.%499 0.%401 1.0049
Cak 3Z2._90 17.79 03077 0.9434 0.9491% 10000

Total 100.00 14400

Figura 25: Produtos de corrosdo da amostras 9 de BSA em r-SBF
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0. 60 1.20 1.80 Z.40 3.00 3. 60 4. 20 4. B0

EDAX EAF Quantification (Standardless)
Element HMormalized
SEC Table : Default

Element WL % At ¥ K-Ratio E R F

C K 25.05 3806 G.1134 1.0502 0. 43038 1.0005
0O K 36.62 11.77 0.1334 1.0265 0.35438 10001
NaK 0. &3 0.66 6. 0085 09531 O.88T8 10011
MK 3,74 Z_.84 0.0295 0.9731 G.ap11 1.0015
P E 2 8 s t.ad . 0aa7 O.932Z 0.9549 1.06042
Cak 23.7% 10.43 0.2194 0.9251 0. 95971 1. 0000
Total 100.00 100,00

Figura 26: Produtos de corrosdo da amostras 10 de Mg puro em r-SBF
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Counis

EDAX EAF Quantification (5tandardless)
Element Mormalized
SEC Table : Default

Element WL % At ¥  K-Eatlo Z B F
C K 1ir, 02 17.66 00384 1.0685 0.35%2 1.0006
0K 37.40 A%_52 .1334 1.0423 o.34%2 16001
HaK L. 94 .91 0. 0065 0.%691 o.6734 1.60617
Mgk g.01 L U 0626 0. 33802 0. 7885 18017
F K 12.24 #.37 0. 1045 0947z 0. 93596 1.0048
Cak 31.34 16.5 0. 2925 0. 9406 0. 9925 1. (i

Total 100.00 100.00

Figura 27: Produtos de corrosdo da amostras 11 de Mg puro em r-SBF
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EDAX EAF Quantification (Standardless)

Element Mormalized
SEC Table : Default

Element WL % At %  E-Ratio Z A
C K 14.75  24.10  0.0553  1.0624  0.3690  1.000%
oK 36,81 A16. 75 G.1318 1.0383 0.3447 1. 0001
Hak 0,62 .81 0.0060 0. 9650 0.6782 1.001%
HaK £ 46 .40 0.0505 0, %858 07428 1.0018
P K 12_532 £.21  0.1121 0.%334 0.945%0 1.004§
Cak 2906 14.73 0.2703 0.%3166 0.99331 10000

Total 100.00 100.00

Figura 28: Produtos de corrosdo da amostras 12 de Mg puro em r-SBF
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8.2. Apéndice B

95

Tabela 8: Concentracdes de ions Mg em amostras de BSA em plasma, e a média obtida.

15 e 18 Referéncia Plasma | oo e diluigio 16 17 18 16 17 13
A C (mg/d1) |A C (mg/di) A C (mg/di) A  (mg/d1)

0 0 0 0 0 of o322 2,397 0 0 0 0 0 0
1639| 2028 1468

0,367  2,837| 0406  3,226| 0,349 2,666 0,329 2,473 2 3,277  40s5| 2935 3,277 4055 2935
3,382|  4,205| 3,287

0214 1341] 0218 1,386 00239 1588 0423 3,384 2 0209 0299 0703 3485 4354 36
3,697 4,354 3,638

3,838] 4,354 3,638

0,282 2,009 0246 1,655 0,243 1631 0153 0745 2 0,634 0 0 412 4354 3,638
4521 4789 3,988

4,827 5115|4251

5,054 5359 4,448

0,197 1,18| 0204 1242|018 1,073 038 3,017 2 1615| 1739|1401 5735 6003 5,089
5735 6003 5,089

5735 6003 5,089

0212 1,319 021 1,302 0203 1,298 0341 2,584 2 0 0 ol 575 609 5089
5767 6003 5042

5791 6003 5,004

5809 6003 5,046

0215  1,3%6| 0206 1,268| 0,209 1,298 0,383 2,993 2 0,128 ol oo012| 5863 6093 5081
5863 6,003 5051

5863 6003 5051

0215 13s4| 0219 1,391 0202 1,224 0335 2522 2 0 0 o| 5883 6003 5081
6,23 6672 5,206

6527 7108 5322

6,741 7432|5409

0,283 2,02| 0324 2419] 0237 1571 0256 1,754 2 1,518| 2318 o062 7281 8409 5671
3,248 9,069 6,328

8827 9,509 6,765

0299  2178| 0268 1867 00267 1862 037 2,91 2 2,602 1,98 1,97 9983 10,389 7,641
10,156 10,661 8

10285 10,854 8268

10382 11,017 847

0,261 18| 0281 1998 0299 2,172| o028 2,027 2 069 1,088 1,431 10673 11475 9,075
10,897 12,479 9481

11,047 13,148 9,752

0,215 1,35| 0234  2519] 0243 1,623 0375 2922 2 0673 3011| 1219] 11,388| 14,485] 10,204
11,556| 14,648 10,2

1,713 14,77 10,305

11,830 14,851 10,308

0,269 183| 0259  1785| 0227 1473 2 0838 0648 0024 12,184 15134 10318

0|
1,711
3,422
3,624
3,826
3,896
3,943
4,037
4,434
4,731
4,954
5,622
5,622
5,622
5,622
5,634
5,643
5,649
5,669
5,669
5,669
5,669
5,04
6,319
6,527
7,154
7,882
8,367
9,338
9,605
9,806
9,956
10,408
10,952
11,316
12,042
12,168
12,262
12,333
12,545 1,254533
0,001255
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Tabela 9: ConcentracGes de ions Mg em amostras de BSA em r-SBF, e a média obtida.

4 & & Referénciar-SBF | 0 de diluigio a 5 6 a 5 6
A C (mg/dl)|A C(mg/dl)|A C (mg/dl)|A C (mg/dl)

0 0 0 0 0 ol 0578 490 0 0 0 0 0 0
3,25 2,86 3,27

0,193 1,14| 0185 1,062 0194 1,44 0578 4,501 10 6499 5719 6539 6453 5719) 6,539
20,654| 19,479| 21,034

0416  3,321| 0408 3,242 0423 3389 0578 4901 10 28,309 27,519| 28,989 34,808| 33,238| 35528
34,808| 33,238| 35528

34,808| 33,238| 35,528

0,116 0,383 0217 0393 0124 0462 0578 4,901 10 0 0 0| =4,808| 33,238 35528
35,055| 33,583| 36,020

35,240 33,842| 36,389

35,330 34,036| 36,665

0,137 0,583 0,241 0628 0147 0687 0578 4901 10 0,989 1,38 1,967 35797| 3462 37,495
37,465| 36,269) 39,468

38,577| 37,370 40,784

0279 1981 0278 1971 0208  2164] 0578 4901 5 5,004| 4954 5919 40,801 39,57 43,414
42,844| 42,078 46,068

44,377 43,958 48,058

45,526| 45,367| 49,551

0,44 2,615 0282 2,985 0234  3,103| 0578 4901 5 8,174 10,024 10,614| 48,975 49,60 54,028
50,603 52,254 56,631

51,688| 54,026| 58,367

0,277 1,857 0,4 2,575 0,337 2542 0,578 4501 5 4,884 7,974| 7,809 53,859 57,57| 61,837
62,268| 60,507 72,797

68,576| 62,710 81,017

73,306| 64,362| 87,182

0471 3,854 0247  1,665| 0575 487 0578 4901 10 33,639 11,749| 43,839 87,498) 69,32 105,676
96,241  74,492| 116,379

102,069  77,941| 123,515

0,295  3,113| 00285 2042 0455  3,701] 0578 4901 10 26,229 15,519| 32,109| 113,727|  84,84| 137,785
120,566 91,123 146,373

125,696 95,836 152,813

129,543 99,372 157,643

0,406  3,226| 0284 3004 0478 3925 0578 4901 10 27,359| 25139 34,349| 141,086| 109,98 172,134
154,182| 122,107 187,044

162,913 130,193 196,984

0,528 4419 0499 4,129 0584 4963 0589 5013 10 39,289| 36,389 44,729| 180,375| 146,37| 216,863
183,504| 149,390| 220,368

185,851 151,659 222,996

187,611 153,360\ 224,967

0,256  1,753] 00252 1711|0271 1,903 10 12,517| 12,097| 14,017 192,892| 158,46| 230,880

J
3,126
6,252

20,389
34,525
34,525
24,525
34,525
34,886
35,157
35,360
35,97
37,734
38,910
41,262
43,663
45,464
46,815
50,366
53,163
54,694
57,755
65,191
70,768
74,950
87,498
95,704
101,175
112,117
119,354
124,782
128,853
141,066
154,444
163,363
181,201
184,421
186,835
188,646
194,078

15,40783
0,015408
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Tabela 10: Concentracdes de ions Mg em amostras de Mg puro em plasma, e a média

S7

obtida.
2% = % Referéncia Plasma | o J diluigio | 24 25 2 2 25 2
A  (mg/dl)|A  (mg/dl) A  (mg/dl)|A ¢ (mg/d1)
0 0 1] 0 0 0 0,322 2,397 1] 0 0 0 1] 1] O‘
1,042 0,907 0,739 0,296
0,306 2,24 0,292 2,105 0,275 1,937 0,329 2,473 2 2,083 1,813 1,477 2,083 1,813 1,477 1,791
2,230 2,778 1,547 2,185
0,218 1,383 0,302 2,201 0,21 1,306 0,423 3,384 2 0,293 1,929 0,139 2,376 3,742| 1,616 2,578
2,376 3,742| 1,616 2,578
2,376 3,742] 1,616 2,578
0,233 1,524| 0,232 1,514 0,221 141 0,153 0,745 2 0 0 0 2,376 3,742] 1,616 2,578
3,448 4,496 2,326 3,423
4,252 5,061 2,859 4,057
4,856 5,485 3,258 4,533
0,334 2,517 0,269 1,88 0,26 1,793 0,385 3,017 2 4,289 3,015 2,841 b,665 6,757 4,457 5,960
b,668| 6,757 4,457 5,961
b,67 6,757 4,457 5,961
0,231 1,513 0,224 1,444 0,222 1,425 0,341 2,584 2 0,009 0 0 b,674] 6,757 4,457 5,963
B,739 6,757 4,457 5,984
0,787 6,757 4,457 B,000
0,823 6,757 4,457 B,012
0,222 1,421 0,209 1,29 0,202 1,23 0,383 2,993 2 0,258 0 0 0,932 6,757 4,457 b,049
7,127 6,757 4,524 6,136
7,257 6,757 4,569 b,194
0,26 1,789 0,18 1,009 0,24 1,597 0,335 2,522 2 0,285 0 0,201 7,517 6,757 4,658 B,311
8,107 6,999 5,295 6,800
8,550 7,181 5,772 7,167
8,881 7,317, 5,130 7,443
0,326 2,441 0,255 1,745 0,336 2,534 0,256 1,754 2 2,36 0,968 2,546 9,877 7,725 7,204 8,269
10,622| 8,238 7,81 8,890
11,119 8,579 8,214| 9,304
0,281 1,995 0,245 1,646 0,259 1,786| 0,374 2,91 2 2,236/ 1,538 1,818 12,113 9,263 9,022| 10,133
12,308| 9,629 9,238| 10,391
12,453 9,903 9,4| 10,585
12,563 10,108|  9,522| 10,731
0,265 1,844 0,3 2,186 0,27 1,887 0,284 2,027 2 0,778 1,462 0,864 12,891 10,725 9,886| 11,167
13,175 11,091 10179 11482
13,365 11,334 10374 11691
0,224 144 o023 1562 o025 1433 0375 292 2 0853 1097 o087 13,744 11,822 10765 12,110
13,744 11,822 10885 12,150
13,744 11,822 10974 12,180
13,744 11,822 1,041 12,202
0224 1442 0211 1311 0251 17 2 0 o| 0478 13,724] 11822| 11,243 12,270 1,226967

0,001227
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Tabela 11: ConcentracGes de ions Mg em amostras de Mg puro em r-SBF, e a média
obtida.

ﬂm

Referéncia r-SBF

€ (mg/d1)

A

37

C (mg/dI)

A

38
C (mg/dI)

A

€ (mg/d1)

Fator de dilui¢io

36

37

38

36

37

38

0,000

0,333

0,559

0,155

0,163

0,314

0,392

0,330

0,483

0,358

0,435

0,588

0,333

0,000

2,702

4,722

0,765

0,843

2,319

3,089

2,474

3,978

2,754

3,509

5,008

2,511

0,000

0,339

0,569

0,168

0,202

0,396

0,561

0,417

0,334

0,273

0,447

0,658

0,339

0,000]

2,760

4,821

0,892

1,225

3,123

4,743

3,330

2,520

1,924]

3,623

5,683

0,000

0,323

0,570

0,164

0,186

0,372

0,422

0,547

0,411

0,281

0,420

0,635

0,368

0,000]

2,414

4,824

0,853

1,069

2,887

3,378

4,604

3,272

1,998

3,359

5,467

2,846

0,578

0,578

0,578

0,578

0,578

0,578

0,578

0,578

0,578

0,578

0,578

0,589

4,901

4,901

4,901

4,901

4,901

4,901

4,901

4,901

4,901

4,901

4,901

5,013

10,000

10,000

10,000

10,000

5,000

5,000

5,000

10,000

10,000

10,000

10,000

10,000

0,000

22,119

42,319

2,750

3,533

6,694

10,544

7,469

34,879

22,639

30,189

20,097

0,000

22,699

43,309

4,023

7,349

10,714

18,814

11,743

20,299

14,339

31,329

51,984

20,637

0,000]

19,239

43,339

3,631

35,789

9,534

11,989

18,119

27,819

28,689

49,769

23,447

0,000)
11,060
22,119
43,279
64,438
65,355
65,966
67,188
68,072
68,734
69,231
70,722
72,953
74,441
77,416
80,052]
82,029
83,512|
87,960
90,450
92,109
95,429

104,149

110,688

115,593

130,308

137,854

142,885

152,947

160,494

166,155

170,400

183,136

198,196

208,235

228,315

233,339

237,107

239,933

248,412

0,000)
11,350
22,699
44,354
66,008
67,349
68,243
70,031
71,868
73,245
74,279
77,380
80,951
83,332
88,094
92,797
96,325
98,971

106,908

110,824

113,435

118,657

123,732

127,538

130,392

138,956

143,736

146,922

153,295

161,127

167,001

171,407

184,624

201,952

213,504

236,608

241,767

245,637

248,539

257,245

0,000]
9,620
19,239
40,9509
62,578
63,788
64,595
66,209
67,657
68,742
69,556
71,998
75,176
77,295
81,532
84,530
86,778
88,463
93,521
99,561
103,587
111,640
118,595
123,811
127,723
139,459
144,486
147,837
154,538
161,711
167,090
171,124
183,227
199,817
210,877
232,996
238,858
243,254
246,552
256,443

0,000
10,676
21,352
42,847
64,341
65,497
66,268
67,810
69,199
70,241
71,022
73,367
76,360
78,356
82,347
85,793
88,377
90,315
96,130

100,278

103,044

108,575

115,492

120,679

124,570

136,241

142,025

145,881

153,593

161,111

166,749

170,977

183,662

199,988

210,872

232,640

237,988

241,999

245,008

254,033

25,40333
0,025403



