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RESUMO
Devido a alta incidência de lesões cutâneas, faz-se necessário o constante desenvolvimento de biomateriais para otimizar a dinâmica de cicatrização epitelial. Para desenvolvê-los vários tipos de materiais sintéticos e biogenos são testados. Dentre eles destaca-se a quitosana, polímero que apresenta alta biocompatibilidade, acelera a cicatrização de feridas, protege contra o ataque microbiano e possibilita a passagem do vapor de água, do ar. É extraída a partir da desacetilação da quitina, biopolímero presente na parede celular de fungos, exoesqueleto de insetos e crustáceos. Baseado nisso, foi fabricado um biocomposito com matriz de quitosana em pó, extraída do exoesqueleto da lagosta - Palinurus elephas - por meio dos processos de desmineralização, desproteinização e desacetilação; e reforço de fibra de algodão. Foi realizado DRX em todas as etapas de síntese da quitosana e testes em inoculo bacteriano, confirmando visualmente o poder bactericida da quitosana, reforçando sua aplicação em cicatrizações epiteliais.
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INTRODUÇÃO
A pele é considerada o maior órgão do corpo tanto de animais quanto de seres humanos. Trata-se de um tecido rico em terminações nervosas responsáveis por receber informações ambientais e enviá-las ao sistema nervoso central (1; 2).  Desempenha inúmeras funções como proteger contra lesões físicas, químicas e biológicas, impede a perda de água por evaporação, serve como um grande receptor para sensações gerais (dor, pressão, tato, temperatura), protege contra radiação ultravioleta, converte moléculas precursoras em vitamina D, funciona na regulação térmica e excreta certas substancias através de glândulas sudoríparas (3; 4; 5).
Por se tratar da primeira barreira de proteção do corpo, a pele se encontra exposta a agressões ambientais que podem resultar na perda de sua continuidade. Dessa forma, lesões com ou sem perda tecidual podem causar um desequilíbrio fisiológico a este órgão e às estruturas protegidas por ele, deixando o organismo vulnerável à entrada de micro-organismos patogênicos e oportunistas (2).
As lesões teciduais diminuem as defesas normais do organismo contra infecções e, além disso, o fluido que sai da lesão oferece um meio favorável ao crescimento de microrganismos. A lesão ou úlcera é uma chaga na pele ou na mucosa com desintegração gradual e necrose dos tecidos (6). Uma vez instalada a ferida, inicia-se imediatamente o reparo tecidual. A cicatrização é um fenômeno bioquímico e fisiológico que tem como objetivo principal restabelecer a integridade anatômica do tecido injuriado. 
É nesse sentido que nas ultimas décadas, houve aumento da necessidade de desenvolvimento de dispositivos médicos, com alta compatibilidade com o organismo e que possibilitem a integração entre células e membranas sintéticas, para uma variedade de aplicações biomédicas (7). A dificuldade de selecionar um biomaterial ideal para montar este arcabouço justifica-se exatamente no desafio de agregar na mesma estrutura um material que apresente um perfil de propriedades físico-quimicas e biológicas ideais para auxiliar a reconstrução fisiológica da pele, tais como: biocompatibilidade; não ser citotóxico; biodegradabilidade (8) e biomecânica apropriada, que são as propriedades mecânicas necessárias para sua utilização biológica (9), porosidade, a toxicidade, ação antibacteriana e antifúngica, hidrofilia, pH adequado facilidade de adesão proteica, entre outras, todas desejáveis a uma boa performance dentro do sitio de implantação. (10)
Nesse universo, uma serie de materiais metálicos, cerâmicos, polímeros (sintéticos e biógenos) e compósitos tem sido testada. Um polímero natural, mais especificamente a quitosana, tem demonstrado ser uma alternativa que vêm despertando grande interesse de cientistas e tecnólogos como materiais poliméricos funcionais.

A quitina e a quitosana são polissacarídeos atóxicos, biodegradáveis, biocompatíveis e produzidos por fontes naturais renováveis, tendo aplicações em diversas áreas: agricultura, indústria de alimentos, indústria têxtil, indústria farmacêutica, desenvolvimento de cosméticos e biomateriais, tais como géis, filmes, membranas poliméricas e nanofibras (11).

A quitina é um polímero natural, linear com unidade monomérica b-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina, precursora da quitosana, é o segundo biopolímero mais abundante encontrado na natureza depois da celulose (12). Está presente na parede celular dos fungos, dos crustáceos (camarão, siri, caranguejos, lagostas) é insolúvel em água, solventes orgânicos, ácidos diluídos e álcalis. É obtida pelos processos de desmineralização, desproteinização e desodorização dos resíduos do exoesqueleto dos crustáceos. Após tais etapas é realizada a desacetilação da quitina para obtenção da quitosana.
Dessa forma, um número crescente de pesquisas acerca da quitina e quitosana como biomateriais no tratamento de lesões, são motivadas a partir diversos estudos que comprovam suas propriedades na aceleração da cicatrização de feridas, na proteção contra o ataque microbiano e na passagem do vapor de água, do ar e tem alto poder anti-séptico.
Para confecção deste compósito será utilizado à fibra de algodão, em forma de gaze, como reforço e posterior impregnação de quitosana inserindo-a como matriz. Durante o processo de síntese da quitosana foram realizadas analises por difração de raio x para sua caracterização e por fim realizados testes bactericidas. 

MATERIAIS E MÉTODOS: 
O montante de matéria prima necessária para o desenvolvimento da pesquisa foi obtido por através de produtores dos resíduos da lagosta - Palinurus elephas, como hotéis, restaurantes e feiras da cidade de Natal/RN. Em seguida foi realizado o tratamento dos resíduos necessário para produção de quitina, através das etapas abaixo: 

Moagem – obtenção de 0,5 mm de granulometria para aumentar a superfície de contato do material e consequentemente facilitar as etapas seguintes. Antes da moagem os exoesqueletos foram secos ao sol por 24 horas a uma temperatura de 29 °C; 

Desmineralização – reduzir o teor de cinzas, observando a eliminação de carbonatos e fosfatos (HCL). Foi adicionado HCl 1M a 7,0% v/v, com uma relação de banho de 1: 5 (10 g do material seco e moído em 50 ml de solução aquosa). A mistura foi colocada em banho-maria a 75° C para uma melhor interação da reação por 1 hora, em seguida o pó desmineralizado foi filtrado e lavado com água corrente até a neutralidade do filtrado e colocado em estufa a temperatura de 80°C por 1h e em seguida colocado no dissecador até temperatura constante; 

Despoteinização – para reduzir o teor de nitrogênio proteico (NaOH). Foi utilizado solução aquosa de NaOH a 7% p/v, com relação de banho de 1: 50, a mistura foi aquecida em banho maria a 75°C para acelerar a reação por 8 horas. Em seguida essa material foi filtrado e lavado em água corrente até a neutralidade do filtrado, seguindo-se de nova secagem.
Tratamento da quitina para produção de quitosana através do método da desacetilação (NaOH). Foi utilizado NaOH a 40% p/v, com relação de banho de 1: 50 (em 1g de quitina adicionou-se 50 ml de NaOH)  a mistura foi aquecida em banho-maria a 100°c por 4 horas. O material foi lavado abundantemente com água corrente até a neutralidade do filtrado, retirando o excesso do reagente o que se verificou por meio da medição do pH, seguida de nova secagem. 
A cada etapa de síntese de produção da quitosana foram realizadas analises por difração de raio x (DRX) para caracterização do biomaterial.
Por fim, foi confeccionado o biocompósito através da impregnação da quitosana no tecido de fibra de algodão, em forma de gaze com aproximadamente 0,8 g e em seguida realizados testes bactericidas em meio de inóculo bacteriano padrão. Para cada microrganismo foi preparado o inoculo de cepas recém-repicadas e incubadas toda noite a 37 º C em S. aureus ATCC 29213 e S. epidermidis ATCC 12228 diluídas em solução salina e ajustadas de acordo com a escala de 0,5 Mac Farland (108-107 UFC/mL). Para a determinação da concentração mínima inibitória usou-se S. aureus ATCC 29213 (específica para meios líquidos) e o inoculo foi ajustado para uma concentração final de 105 UFC/mL. Foram realizados testes em 30 cepas bacterianas apresentando halos de inibição entre 10 a 12 mm.
RESULTADOS E DISCUSSÃO: 
As medidas de difração de raios-X foram realizadas em Difratômetro Universal de raios-X, modelo Shimadzu XRD-6000, com radiação de Cu, com potência de 112 kV e corrente de 31 mA de 5 a 80 ° (2Ɵ).

O difratograma (fig. 1) representa a etapa de desmineralização. Pode-se obervar a estrutura cristalina do pó descalcificado, apresentando vários picos proeminentes e estando mais intensos em (243,31) e (484,55) cps, correspondentes a 2Ɵ = 9.393° e 2Ɵ = 19.011°.  
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Fig. 1 – Difratograma de raio x de 5 a 80° (2Ɵ). Fase de desmineralização.

A fig. 2 está o gráfico referente e desproteinização. Nesta fase caracterizou-se a quitina e sua estrutura cristalina, com picos mais intensos de (524,24) e (1151,26) cps, correspondente a 2Ɵ = 9,4040° e 2Ɵ = 19,1916°.  
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Fig. 2 – Difratograma de raio x de 5 a 80° (2Ɵ). Quitina de lagosta - Palinurus elephas.
A quitosana é o composto desacetilado da quitina e portanto, possui uma estrutura semicristalina devido os grupos aminos terminais contribuírem para uma estrutura amorfa pois, o hidrogênio une como ligações secundárias e contribui à mudança no ângulo da ligação enttre as moléculas de quitosana. È exatamente a estrutura semicristalina da quitosana que auxilia no processo de cicatrização epitelial, devido seu potencial de absorção e degradação de exudatos provenientes de ulceras. 
O biocompósito de quitosana estudado revelou que as amostras tinham em geral propriedades antimicrobianas, limitando visualmente o crescimento de bactérias para uma área menos afetada pelas fibras nas placas. Inibiram o crescimento do S. aureus e S. epidermidis em placas de ágar, no entanto as amostras revelam um maior poder bactericida contra o S. epidermidis apresentado em todas as amostras. O crescimento bacteriano é observado para ser confinado a regiões onde não havia presença mínima de fibra. Após estes exames preliminares, a zona de inibição técnica foi utilizada após a preparação e incubação. 
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a)                                                                         b)
Fig. 3 - Inoculo bacteriano a) S. epidermidis b) S. aureus
CONCLUSÃO: 
Conclui-se que a partir da caracterização do biomaterial a quitina possui uma estrutura bastante cristalina, o que torna necessário a desacetilação do material para que este exerça a função pretendida de cicatrização. O biocompósito de quitosana possui grande poder antimicrobiano uma vez que foi comprovada sua ação bactericida sobre bactérias presentes na microflora natural da pele tornando-se assim uma alternativa para o fabrico de curativos epiteliais com valor agregado, uma vez que a quitosana é proveniente de resíduos da indústria pesqueira e alimentícia.
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BIOCOMPOSITE CHITOSAN EXTRACTED FROM THE LOBSTER EXOSKELETON

ABSTRACT

Because of the high incidence of skin lesions, it is necessary the constant development of biomaterials to optimize the dynamics of epithelial healing. To develop them various types of synthetic materials and are tested biogenos. Among these stands out the chitosan polymer which exhibits high biocompatibility, accelerates wound healing, protects against microbial attack and allows the passage of water vapor from the air. It is extracted from the deacetylation of chitin biopolymer present in cell walls of fungi, exoskeletons of insects and crustaceans. Based on this, it was produced a biosensor matrix chitosan powder extracted from the exoskeleton of lobster - Palinurus elephas - through the processes of demineralization and deacetylation deproteinization, and cotton fiber reinforcement. XRD was carried out at all stages of synthesis and testing of chitosan in bacterial inoculum, visually confirming the bactericidal power of chitosan, reinforcing its application in epithelial scarring.

Keywords: Chitosan, lesion, bactericidal and biocomposite.
