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RESUMO

Nos Gltimos anos, o desenvolvimento de implantes metélicos temporarios a partir de
biomateriais biodegradaveis como o ferro e suas ligas tém sido alvo de varias pesquisas.
Esses biomateriais permitem que o implante degrade progressivamente apds servir ao seu
objetivo, eliminando os riscos de complicagOes associadas a um implante permanente. O
ferro € particularmente atraente do ponto de vista estrutural e com a adi¢cdo de manganés
tem manifestado grande potencial para aplicacdes em implantes biodegradaveis,
principalmente em stents cardiovasculares. A liga Fe-35Mn exibe um conjunto de
propriedades mecanicas, magnéticas e de degradacao que a tornam a melhor op¢éo dentro
do sistema Fe-Mn, entretanto, sua taxa de degradacdo ainda é considerada muito baixa.
Assim sendo, novas técnicas de processamento que promovem o refinamento dos graos,
como o ECAP (Equal Channel Angular Pressing), podem ser incorporadas a liga a fim
de melhorar suas propriedades. A proposta desta pesquisa foi avaliar a influéncia do
processamento por ECAP nas propriedades da liga Fe-35Mn. A liga experimental foi
produzida em forno a arco voltaico, forjada, tratada termicamente e entdo submetida ao
processo de deformacdo por ECAP. Microscopia eletronica de varredura, difratometria
de raios X, medidas de microdureza, ensaio de excitacdo por impulso foram empregados
para caracterizar a liga. Estudos in vitro, para avaliar a taxa e 0S mecanismos de
degradacdo, foram realizados por meio do ensaio de resisténcia a corrosdo, imersao

estatica e analise de adesdo celular.
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1. MATERIAIS E METODOS

Uma representacdo esquematica das atividades realizadas e da metodologia

empregada no desenvolvimento da pesquisa até 0 momento € apresentada na Figura 1.

Figura 1 — Fluxograma da metodologia aplicada neste trabalho.
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1.1 OBTENCAO DA LIGA FE-35MN

Para a obtencdo da liga Fe-35Mn foram utilizados elementos precursores metalicos
comercialmente puros, ferro (98% de pureza) e manganés (99% de pureza). Antes da
imediata fusdo da liga, 0 manganés metalico de partida foi submetido a uma decapagem
quimica para remocdo de impurezas superficiais. O metal foi imerso em uma solugéo
composta por 21 ml HF, 64 ml HCL, 106 ml HNOs e 160 ml H>O durante
aproximadamente 15 segundos, enxaguado com acetona e seco. Em seguida, 0os metais
foram pesados em balanca analitica para a obtencdo de botGes de 30g com estequiometria
de Fe-35%p. Mn. No entanto, observada a perda de Mn durante o processo de fusdo em

testes anteriores, devido a sua alta pressdo de vapor, para garantir a composi¢éo



quantitativa da liga houve um acréscimo de aproximadamente 5% em massa na
quantidade deste elemento.

A fusdo foi realizada em forno a arco voltaico com atmosfera inerte (gas argénio)
e cadinho de cobre refrigerado, onde os materiais previamente preparados foram
depositados de maneira que toda quantidade de Mn fosse envolvida pelo Fe. Durante a
fuséo da liga, para garantir a homogeneidade da composigao, os botdes foram refundidos
pelo menos 10 vezes. A Figura 2 apresenta o forno de fuséo a arco voltaico e o lingote

obtido ap6s a unido dos botdes.

Figura 2 — (a) Forno de fuséo a arco voltaico utilizado para fuséo da liga Fe-35Mn

e (b) Lingote obtido apds a fusao.

®)

Fonte: Autora.

Dando sequéncia ao processamento da liga, os lingotes foram submetidos ao
tratamento térmico de homogeneizacdo em forno tubular, como mostra a Figura 3, para
eliminar as heterogeneidades do processo de solidificacdo. O material foi aquecido a 1000
°C a uma taxa de 16,6 °C/min, mantido nesta temperatura por 1440 minutos (24 horas) e

resfriado lentamente, dentro do forno, até a temperatura ambiente.



Figura 3 — Forno tubular utilizado para realizagdo dos tratamentos térmicos.

Fonte: Autora.

Apds a homogeneizacdo, os lingotes foram forjados a quente no Departamento de
Engenharia Mecéanica do ITA - Instituto Tecnoldgico de Aeronautica em Sao José dos
Campos. Visando a obtencdo de barras cilindricas, como apresentada na Figura 4, o
forjamento a quente foi realizado em prensa rotativa alternando o aquecimento dos
lingotes a 850 °C em forno resistivo e passes graduais com diversos martelos. Os lingotes
foram alongados na sua direcdo axial e reduzidos na sua secdo transversal até que o

diametro de 10 mm fosse obtido, quando entéo, foram resfriados naturalmente ao ar.

Figura 4 — Barras cilindricas da liga Fe-35Mn obtidas ap6s o forjamento a quente.

Fonte: Autora.



Para alcancar a microestrutura austenitica, o tratamento térmico de solubilizacdo
foi realizado também em forno tubular mediante o aquecimento das barras forjadas a 1000
°C, com uma taxa de 16,3 °C/min, durante 180 minutos (3 horas). Apds este tempo, 0

resfriamento rapido foi realizado em agua.

1.2 ECAP (EQUAL CHANNEL ANGULAR PRESSING)

O processamento por ECAP foi realizado em uma matriz bipartida produzida em
aco AISI H13, que dispde de canais com 10 mm de diametro posicionados em um angulo
de 120° entre si. Os canais foram lubrificados com graxa de bissulfeto de molibdénio e o
processamento ocorreu em temperatura ambiente seguindo a rota de processamento Bc.
Barras cilindricas com 100 mm de comprimento e 9,8 mm de didmetro, foram
pressionadas repetidamente através da matriz com auxilio de uma maquina universal de
ensaios com célula de carga de 100 kN e um puncao fabricado em a¢o VC 131. Durante
0 processamento (Figura 5), empregou-se uma velocidade de avanco de cerca de 1,0
mm/s, controlada manualmente. Apds o primeiro passe as barras foram usinadas para
readequar seu didmetro ao dos canais da matriz e apds o segundo amostras foram retiradas

para caracterizagao.

Figura 5 — Matriz bipartida com canais de 10 mm de didmetro posicionados em um

angulo de 120° usada para o processo de deformacéo plastica severa — ECAP.

Fonte: Autora.



1.3 CARACTERIZACAO DA LIGA

Para a obtencdo das amostras, algumas barras da liga de Fe-35Mn processadas por
ECAP (apo6s 2 passes) foram seccionadas em discos com 3 mm de espessura.

A evolucdo e o refinamento da microestrutura foram acompanhados por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV). Amostras foram preparadas de acordo com
o0 procedimento metalogréafico usual e as analises foram feitas no Laborat6rio Associado
de Sensores e Materiais (LABAS) do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE).

A identificacdo das fases constituintes foi realizada por meio da técnica de difracéo
de raios X (DRX). A analise foi conduzida em um difratbmetro D8 advance - Brucker,
utilizando radiagdo Cu-Ka, corrente de 25 mA, tensdo de 40 kV, intervalo 20 de medigao
de 20° a 100°, passo de 0,02° e tempo de contagem de 0,35 segundos. Apos a coleta, a
identificacdo das fases foi realizada com o auxilio do banco de dados ICSD (Inorganic
Crystal Structure Database) e do software Crystallographica Search-Match.

O desempenho mecénico foi avaliado por meio do ensaio de microdureza Vickers
e da técnica de excitacao por impulso. Os valores de microdureza foram obtidos de acordo
com a norma ASTM E384 — 2017 em um microdurémetro 401 MVD - Wilson
Instruments. As medidas foram realizadas usando um indentador Vickers aplicado as
amostras com uma carga de 1 kgf e tempo de permanéncia de 10 segundos. Uma média
de pelo menos 10 medidas foi tomada para cada amostra.

O modulo de elasticidade foi obtido empregando a técnica de excitagdo por
impulso, de acordo com a norma ASTM E1876. A técnica consiste em determinar o
maddulo de elasticidade com base na frequéncia de ressonancia do material excitado por
um curto impulso mecanico, seguido pela aquisi¢do da resposta actstica por meio de um
microfone. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente, pelo modo flexional e
utilizando o sistema Sonelastic — ATCP Engenharia Fisica. Corpos de prova com 10 mm
de diametro e 100 mm de comprimento foram testados e o valor médio foi calculado a

partir de cinco medidas realizadas.

1.4 ESTUDOS IN VITRO

Medidas de potencial de circuito aberto e polarizacdo potenciodindmica, em
solucéo salina balanceada de Hank (HBSS) H1387 — Sigma-Aldrich, foram usadas para

avaliar o comportamento em corrosdo da liga Fe-35Mn apds o processamento por ECAP.



Para 0 experimento, as amostras, constituidas por discos com 3 mm de espessura,
foram embutidas em resina de polimerizacéo a frio e submetidas ao lixamento Umido
utilizando lixas d’agua de carbeto de silicio (SiC) com granulometria entre 100 e 1500
mesh. Em seguida, foram lavadas em banho ultrassénico com etanol e entdo secas.

Os testes foram realizados a 37 °C em uma célula convencional de trés eletrodos,
utilizando um eletrodo de platina como contra eletrodo, eletrodo de calomelano saturado
(SCE) como eletrodo de referéncia e as amostras com 0,5 cm? de area exposta como
eletrodo de trabalho (Figura 6). ApOs as amostras serem imersas no eletrolito, as medidas
de potencial de circuito aberto (OCP) foram mantidas até 5400 segundos, quando se
tornou estavel, e somente apos, os testes de polarizacdo potenciodinamica foram
iniciados. As curvas potenciodindmicas foram registradas de - 0,3 V contra OCP a + 0,7
V com uma taxa de varredura de 1 mV/s. Todas as medidas eletroquimicas foram
realizadas em triplicatas. O potencial de corrosdo (Ecorr) e a densidade da corrente de

corrosao (icorr) foram determinados a partir do método Tafel.

Figura 6 — Célula eletroquimica convencional de trés eletrodos.

Fonte: Autora

O comportamento em degradacédo foi determinado por meio do ensaio de imerséo
estatica, realizado também em solucéo de Hank e de acordo com a norma ASTM G31-
72. Amostras com aproximadamente 3 mm de espessura € 9,8 mm de didmetro foram
lixadas em lixas d’agua de carbeto de silicio (SiC) com granulometria entre 100 e 1500
mesh. Apds, foram lavadas em banho ultrassénico com etanol, secas e pesadas. No ensaio,

as amostras permaneceram suspensas em 60 ml de solucdo, Figura 7 (a), e mantidas em



banho maria a 37 °C durante 3, 10 e 30 dias. O ensaio foi realizado em triplicata, e os
valores de pH da solu¢do foram monitorados diariamente (Figura 7 (b)). Apos cada
intervalo, as amostras foram cuidadosamente enxaguadas com &gua deionizada, etanol e

imediatamente secas.

Figura 7 - (a) Disposicéo das amostras e (b) Monitoramento do pH durante o ensaio
de imersdo estatica.

Fonte: Autora

Para a remocao dos produtos de corroséo da superficie das amostras, estas foram
submetidas ao procedimento de limpeza estabelecido pela norma ASTM G1-03. Apds
cada ciclo de limpeza, as amostras foram pesadas para o célculo da perda de massa. O
procedimento foi repetido vérias vezes até que uma estabilidade na perda de massa fosse
alcancada.

A taxa de degradacéo foi calculada através da equacéo 1.

_ (876.10*)xW (1)
~ AxTxD

Onde, TD é a taxa de degradacdo em mm por ano, W é a perda de massaem g, A é
a area exposta a solucdo em cmz?, T é o tempo de exposi¢do em horas e D é a densidade
da liga em g/cm3.

Toda analise e caracterizacdo celular foi realizado em parceria com o Prof. Dr.
Joaquim Miguel Oliveira e 0 grupo de pesquisa I3B - Instituto de Investigagdo em
Biomateriais, Biodegradaveis e Biomimética, da Universidade do Minho, Sede do



Instituto Europeu de Exceléncia em Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa, em
Guimarées, Portugal.

Para avaliar a citotoxicidade da liga Fe-35Mn antes e apds 0 processamento por
ECAP, foram utilizadas células da linhagem Saos-2 de osteossarcoma humano. Para isso,
200.000 celulas foram semeadas na superficie de cada amostra e mantidas em cultura por
14 dias a 37°C sob atmosfera umidificada de 5% v/v CO; em ar. O meio de cultura foi
renovado duas vezes por semana. Nos dias 1, 3, 7 e 14 de cultura, proliferacao,
diferenciacdo e morfologia das células foram analisadas.

Microscopio Eletrénico de Varredura de Alta Resolucdo Auriga Compact — Zeiss,
com aceleracéo de voltagem de 5 kV, foi usado para analisar as amostras e observar a
morfologia celular durante o periodo de cultura. Para esta andlise, as amostras foram
fixadas em formalina 10% reidratada com diferentes concentrac6es de etanol (50, 70, 90
e 100% v/v) por 15 min e colocados em hexametildissilazano — Sigma Aldrich durante a
noite em temperatura ambiente para secar. Posteriormente, as amostras foram revestidas
com platina (Pt) usando um revestidor EM ACEG600 - Leica Microsystems. As superficies
das amostras foram analisadas semiquantitativamente por espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) utilizando um espectrometro - Oxford Instruments a 20,0 eV.

A adesdo e o espalhamento das células foram estudados através da coloracéo de
actina F. As células foram lavadas em solucdo salina tamponada com fosfato, PBS —
Sigma Aldrich, fixadas durante 20 minutos com formalina tamponada neutra 10% -
ThermoFisher Scientific, e permeabilizadas com 0,1% v/v de Triton X-100 — Sigma
Aldrich em PBS por 5 minutos. Em seguida, as células foram incubadas por 30 minutos
com 1% de albumina de soro bovino, BSA — Sigma Aldrich em PBS para reduzir a
coloracdo de fundo néo especifica. Finalmente, os filamentos de actina F foram corados
com Alexa Fluor, 488 Phalloidin - ThermoFisher Scientific, 1:40, e os ndcleos foram
contra corados com 4,6-Diamidino-2-fenilindol, em solucdo de dilactato DAPI 300nM -
ThermoFisher Scientific. As amostras foram analisadas em microscopio confocal TCS

SP8 - Leica Microsystems.
2 RESULTADOS E DISCUSSAO
A caracterizacdo microestrutural do processo foi feita apos 2 passes em matriz de

deformacéo pléastica severa (ECAP). Com isso, foi possivel acompanhar a evolugdo do

processo e sua influéncia na redugdo do tamanho de gréo.



Na Figura 8 sdo apresentadas as micrografias obtidas por microscopia eletrénica de
varredura da liga Fe-35Mn processada neste estudo. Antes do processamento por ECAP,
Figura 8 a, nota-se uma microestrutura de gréos grandes e grosseiros com tamanho medio
de 102,38 + 46,69 um uniformemente distribuidos. Apo0s 2 passes, Figura 8 b, é possivel
observar o inicio do processo de refino da microestrutura. Devido ao carater nédo
homogéneo do mecanismo de cisalhamento promovido pelo ECAP, ainda ha a presenca
de gréos maiores formando agora uma microestrutura heterogénea de graos finos em uma

matriz de gréos grosseiros.

Figura 8 — Micrografias da liga Fe-35Mn obtidas por microscopia eletrénica de
varredura (a) sem ECAP e (b) ap6s processamento por ECAP.
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Fonte: Autora

Os padrdes de difragdo de raios X apresentados na Figura 9 e 10, revelam que picos
relativos as fases austenita (y) e martensita (¢) foram encontrados antes e apos o

processamento da liga Fe-35Mn por ECAP.



Figura 9 - Difratometria de Raios X da liga Fe-35Mn antes do processamento por

ECAP.
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Fonte: Autora

Figura 10 - Difratometria de Raios X da liga Fe-35Mn ap@s o processamento por
ECAP.
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Segundo Nematia e Parsafar (2018), devido ao seu efeito estabilizador, 0 aumento
do teor de manganés expande significativamente o campo de fase austenita (y). As ligas
do sistema que compreendem um teor de manganés acima de 29% exibem a formagéo de
fase totalmente austenitica. No entanto, a presenc¢a inesperada de martensita (g) também
foi observada por outros autores que estudaram a liga Fe-35Mn, inclusive aquelas obtidas
por metalurgia do pé.

Para Dehestani et al. (2017), a formacdo de fase martensita (¢) nas ligas do sistema
Fe-Mn também pode ser influenciada pela deformacdo plastica. A influéncia e a
intensidade do pico aumentam com a diminuicdo do teor de manganés, entretanto, neste
estudo, devido aos sucessivos passes de forjamento realizados durante a fabricagcéo da
liga, a presenca de fase martensita (g) foi detectada mesmo com 35% de manganés na
composicao.

Nas observacOes de Dargusch et al. (2019), a liga € composta principalmente de
fase austenita (y) com alguns picos menores atribuidos a fase martensita (&) que podem
ser negligenciados.

Analisando os padrdes de difracdo de raios X apresentados nas Figuras 9 e 10, é
possivel observar que o processamento por ECAP néo induziu a formacéo de uma nova
fase e ndo alterou de maneira significativa a composi¢édo das fases presentes na condigédo
anterior. Embora a técnica seja capaz de induzir altos niveis de deformacéo pléstica, o
mecanismo de cisalhamento em acdo visa promover a deformacdo via cisalhamento
simples para a obtencdo das propriedades desejadas. Assim, ocorre o refinamento da
microestrutura sem a variacdo da secdo transversal do lingote. Além disso, o
comportamento da liga sugere que por ser constituida predominantemente de fase
austenita (y) e ndo possuir outros precipitados em quantidades suficientes para favorecer
uma transformacdo de fases induzida por deformacdo plastica, nenhuma alteracao foi
observada nas condi¢des de processamento empregadas.

As propriedades mecénicas do sistema Fe-Mn séo fortemente influenciadas pela
composi¢do de fase. A fase austenita (y), principal constituinte da liga Fe-35Mn, exibe
gréos relativamente grandes que poderiam explicar sua superior ductilidade e baixa
resisténcia (HERMAWAN; DUBE; MANTOVANI, 2010). Assim sendo, a avaliacio da
microdureza foi realizada antes e apos o processamento por ECAP a fim de verificar a
influéncia das alteragdes microestruturais. Os valores encontrados podem ser visualizados

na Figura 11.



Figura 11 — Medidas de microdureza Vickers da liga Fe-35Mn antes e apds o

processamento por ECAP.
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Fonte: Autora

Os valores de microdureza apresentaram variacdes antes e apds o processamento
da liga por ECAP, no entanto, concordam com as mudangas inseridas na microestrutura
em cada etapa. A microdureza da liga Fe-35Mn aumentou de 130 + 4,2 HV, para 344 +
23,1 HV apos dois passes pela matriz durante o processamento. Esse resultado indica um
elevado processo de endurecimento causado pelas deformacoes plasticas do processo.

A técnica de excitacdo por impulso foi empregada para caracterizar o mddulo de

elasticidade do material e as medidas obtidas foram apresentadas na Figura 12.

Figura 12 — Medidas do modulo de elasticidade da liga Fe-35Mn antes e apds o

processamento por ECAP.
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Por ser uma técnica de simples execucdo, pode ser realizada em uma quantidade
maior de corpos de prova e dessa maneira minimiza a perda de material e a ocorréncia de
desvios causados pelo processo de fabricacdo. Um valor médio de 181 + 3,20 GPa foi
encontrado para o modulo de elastico da liga antes de processada por ECAP. Realizada a
comparacdo com o valor obtido apds o processamento, 186 + 4,01 é possivel verificar
que os valores foram similares, e a diferenca néo foi estatisticamente significativa.

As curvas de polarizagdo potenciodindmica em solugdo de Hank para a liga Fe-35
Mn antes e ap0s do processamento por ECAP podem ser observadas na Figura 13 e 14,
respectivamente. A média dos parametros relacionados a corrosdo, como o potencial de
corrosao e a densidade de corrente, determinados pelo método de extrapolacdo Tafel séo

apresentados na Tabela 1.

Figura 13 - Curva média de polarizacdo potenciodindmica de amostras da liga Fe-

35Mn em solugdo de Hank a 37°C, antes do processamento por ECAP.
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Figura 14 - Curva média de polarizagdo potenciodindmica de amostras da liga Fe-
35Mn em solucédo de Hank a 37°C, ap0s o processamento por ECAP.
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Fonte: Autora

Tabela 1 - Parametros de corrosao da liga Fe-35Mn antes e apds o processamento
por ECAP.

Eletrdlito Material Condigao Ecorr (V) lcorr (MA/cm?)
Solucdo de Hank  Fe-35Mn Sem ECAP -0,70 2,69
Solugio de Hank  Fe-35Mn  Com ECAP -0,77 3,79

Fonte: Autora

De acordo com Wang et al. (2017), a corrosao acontece com base no potencial
(Ecorr) €m um sistema termodindmico, onde maior potencial corresponde a superior
resisténcia a corrosao, enquanto a taxa de corrosdo é cineticamente medida pela densidade
de corrente (lcorr), que quanto mais baixa indica menores taxas. Geralmente, menor
potencial implica densidade de corrente de corrosdo mais alta (CHENG et al., 2013).

As curvas (Figuras 13 e 14) demonstraram que todas as condicOes analisadas, sem
e com ECAP, exibiram comportamento de corrosdo semelhante com auséncia de

passivacao na regido anodica. Os filmes de 6xido tornaram-se instaveis e descontinuos



no meio com o aumento do potencial, deixando o material mais propenso a corrosao
(OBAYI et al., 2016).

Dehestani et al. (2017) reportaram que a adi¢cdo de manganés na estrutura de um
material a base ferro resulta na diminuicdo da resisténcia a corrosao. Por ser um elemento
menos nobre, com potencial eletroquimico menor, 0 manganés torna a matriz de ferro
mais propensa a corrosdo em meios fisioldgicos. Segundo Liu et al. (2018), mecanismos
de corrosdo galvanica, no qual um metal corroi preferencialmente a outro, podem ser
introduzidos no sistema devido a diferenca de potencial entre 0s elementos metalicos,
aumentando também sua taxa de corrosé&o.

Os resultados obtidos neste estudo, evidenciam que o processamento por ECAP
causou menor estabilidade da liga em solucéo de Hank, levando a queda na resisténcia a
corrosdo. A liga antes do processamento apresentou potencial de -0,70 V e densidade de
corrente de 2,69 pA.cm. Apds o ECAP observou-se uma pequena reducéo do potencial
de corrosdo para -0,77 V, sugerindo maior susceptibilidade a corrosdo. A densidade de
corrente mudou de 2,69 pA.cm para 3,79 HA.cm™?, indicando maior taxa de corrosdo da
liga processada por ECAP.

Os testes de polarizagdo potenciodinamica podem dar indicios sobre
comportamento em corrosao das ligas e prever sua taxa de corrosdo com base em um
curto tempo de teste. No entanto, esses testes ndo podem mostrar os fendbmenos
dependentes do tempo, como a forma de corrosao e precipitacdao de espécies da solucéo,
que foram observados nos testes de imersdo estatica (HERMAWAN et al., 2007).

No teste de imersdo estéatica, o efeito do tempo de exposicao da liga Fe-35Mn em
solucéo de Hank foi observado. Houve diferencgas nas taxas de degradacdo obtidas entre
as condicdes e os tempos avaliados, Figuras 15 e 16. Em ambas as condicGes avaliadas,
antes e apos ECAP, a liga mostrou uma diminuicdo da taxa de degradacéo depois de mais
tempo de exposicdo. Comportamentos similares foram observados por Hermawan et al.
(2007) e Zhang e Cao (2015) que relacionam o fato aos produtos de degradacéao da liga
Fe-35Mn, que por serem insolUveis sdo aderidos e acumulados sobre a superficie da
amostra, retardando a troca idnica entre o substrato e a solucéo corrosiva. Quanto maior
0 tempo de exposi¢do, maior a quantidade de produtos de corrosdao concentrados. Embora
a taxa de degradacdo seja maior que outros materiais metalicos como o ferro puro, sua
completa degradacdo € dita muito dificil se ndo houver mecanismos eficazes para

transportar esses produtos para fora do corpo (CHENG et al., 2013).



Figura 15 — Taxas de degradacdo média da liga Fe-35Mn sem ECAP, obtidas a

partir do ensaio de imersao estatica em solucdo de Hank, apds 3, 10 e 30 dias.
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Figura 16 — Taxas de degradacdo média da liga Fe-35Mn apds ECAP, obtidas a

partir do ensaio de imersao estatica em solugdo de Hank, apos 3, 10 e 30 dias.
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Quando comparadas as duas condic¢des estudadas, é possivel notar uma maior taxa

de degradagdo da liga com ECAP ao logo dos periodos analisados. Tal fenémeno pode



envolver uma combinacdo de fatores, como o refinamento da microestrutura, a
deformacédo severa e as mudancas nas propriedades mecénicas (como aumento na
dureza), que podem afetar a resisténcia do material & corroséo.

As caracteristicas mais importantes dos fluidos corporais que influenciam a
corrosdo dos implantes metalicos sdo os niveis de cloreto, oxigénio dissolvido e pH.
Assim, a estabilidade do pH préximo ao do ambiente fisiolégico (~ 7,4) é essencial para
simular adequadamente o comportamento de degradac&o real dos materiais a base de ferro
no corpo humano (ELIAZ, 2019). Mudancas no pH podem ter um grande impacto no
comportamento de degradacdo dos implantes (XU; HODGSON; CAO, 2016).

Eliaz (2019) relatou que o pH ao redor de um implante recém-inserido pode atingir
niveis inferiores a 4,0 devido ao acumulo de hematomas entre outros, e a condi¢do que
pode durar vérias semanas. A diminuicdo local do pH pode ser critica e resultar em
corrosdo localizada severa do implante metalico.

As Figuras 17 e 18 mostram que os valores de pH da solugéo de Hank, no ensaio
de imersdo estatica, apresentaram uma variacdo entre 7,2 e 8,5 durante os diferentes
periodos de imersdo. Nos estudos de Liu e Zheng (2011) a mesma faixa de variacéo foi
observada e reportada como ndo prejudicial ao corpo humano ou ao processo corrosivo

do implante.

Figura 17 — Variacdo do pH da solucdo de Hank durante o ensaio de imersdo estatica
na liga Fe-35Mn antes do ECAP.
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Figura 18 — Variacao do pH da solucdo de Hank durante o ensaio de imers&o estatica

na liga Fe-35Mn apds o processamento por ECAP.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi usada para observar a topografia
das amostras da liga Fe-35Mn nas condigdes avaliadas, e a morfologia desenvolvida pelas
células cultivadas. Ao longo dos 14 dias, observou-se um aumento na quantidade dos
produtos de corrosdo tipicamente criados pela degradacdo das amostras, cobrindo as
células cultivadas. Nas micrografias da Figura 19 é possivel identificar as estruturas

celulares e o acimulo de produtos de corrosao sobre as superficies.



Figura 19 — Micrografias das amostras da liga Fe-35Mn antes e apds o ECAP ap6s
1, 7 e 14 dias de cultura celular Saos-2.
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Ainda durante os dias de cultivo celular, a superficie das amostras estudadas foram
analisadas semiquantitativamente por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS). Os
resultados (Figura 20) mostraram que além da presenca de elementos tipicos a
composi¢do das amostras como ferro, manganés, carbono, oxigénio entre outros, também
foram detectados célcio e fosfato apds 14 dias de cultivo, indicando um processo de
mineralizacdo onde células pré-osteoblasticas, como as Saos-2 utilizadas neste
experimento, podem responder a superficie das amostras e continuar se diferenciando ao
longo da linhagem osteobléstica (LISKOVA et al., 2015). Os osteoblastos sdo celulas

capazes de armazenar fosfato de célcio e responsaveis pela sintese da matriz dssea. Desse



modo, a liga Fe-35Mn ap06s o processamento por ECAP que apresentou a maior
precipitacdo de célcio e fosfato no meio durante o periodo considerado, demonstrando
maior potencial de diferenciacdo osteogénica.

Figura 20 — Andlise por EDS da liga Fe-35Mn antes e apds o processamento por

ECAP em 14 dias de cultura celular Saos-2.
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A coloragdo com actina F foi realizada para avaliar a adeséo e disseminacdo das
células sobre as amostras estudadas. Em todas as condi¢des, antes e apos o ECAP, as
células foram capazes de aderir e se espalhar ap6s o primeiro dia de cultivo. De acordo

com as imagens da Figura 21, um namero maior de células foi observado nas amostras



da liga Fe-35Mn processada por ECAP em comparagdo com as amostras da liga Fe-35Mn

néo processada.

Figura 21 — Coloracdo com actina F de células cultivadas sobre amostras da liga de
Fe-35Mn antes e apos 0 ECAP para avaliar a adesdo celular e espalhamento ao longo de
14 dias de cultura. F-actina das células foi corada com faloidina (cor verde) e os nicleos
foram contra corados com DAPI (cor azul) (barra de escala = 50 um).
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As células cultivadas em amostras da liga Fe-35Mn sem o processamento por
ECAP se proliferaram e atingiram seu maximo com 7 dias de cultivo, seguido de um
decréscimo no dia 14.

Em contraste, as células cultivadas sobre as amostras da liga Fe-35Mn com ECAP
ndo atingiram a confluéncia durante os 14 dias de cultura, mas cresceram em coldnias.
Curiosamente, uma diminui¢do na coloragdo de F-actina foi notada nessas col6nias,
provavelmente devido ao alto numero de células presentes. O desaparecimento das fibras
de actina F também foi observado por Pavel et al. (2018). Eles observaram que as células

malignas perdem as fibras de estresse actina F ap6s atingir a confluéncia.



3 CONCLUSAO

Considerando que o objetivo geral desta proposta foi estabelecer uma nova possivel
rota de processamento para a liga biodegradavel Fe-35Mn empregando a técnica de
deformacéo plastica severa - ECAP, pode-se concluir que a mesma se mostrou adequada,
uma vez que os resultados apresentados estdo de acordo com a literatura e promoveram
maior eficiéncia da liga quanto as propriedades mecénicas e taxa de degradacdo. Também
ndo foram observados prejuizos as propriedades biologicas quando comparado ao
material de referéncia. Portanto, ha indicios favoraveis a aplicacdo da liga Fe-35Mn

processada por ECAP em dispositivos biomédicos temporérios.
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