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1 INTRODUCAO

A implantagdo de proteses dentarias podem alterar o ecossistema bucal,
causando um aumento nos microorganismos (JORGE et al.,, 1997) acarretando
doencas bucais como a “Candidiase Atrofica Crénica” (CAC), também conhecida por
“Estomatite por Dentadura”. Estima-se que Candida spp. afeta 50% dos usuarios de
protese, pois tem alta eficiéncia em aderir e colonizar a superficie das proteses
(LUND et al.,, 2009). Essa patologia é causada principalmente pela espécie C.
albicans (CABRAL, 1990) e € uma forma de candidiase oral do tipo eritematosa,
caracterizada por varios graus de eritema, petéquias hemorragicas localizadas na
area das bordas de dentaduras de uma protese superior removivel (MOREIRA et al.,
2002).

A patogenicidade da Candida albicans estéa relacionada a uma combinacéo de
fatores que contribuem para a sua viruléncia. Um destes fatores sao producao das
enzimas hidroliticas extracelulares: proteinases e fosfolipases. As proteinases
hidrolisam ligacbes peptidicas e atuam sobre queratina, colageno, albumina,
hemoglobina, dentre outros. Causando grande prejuizo aos tecidos do hospedeiro e
aumento da resisténcia a anti-fungicos. Ja as fosfolipases hidrolisam os
fosfoglicerideos com isso elas facilitam a adeséo tecidual nos lipideos da membrana
celular da célula hospedeira (MORIS et al, 2008).

Apesar de existirem muitos tratamentos para a CAC, a pesquisa por formas
alternativas de antifungicos se mostra fundamental, pois alguns tratamentos
classicos apresentam efeitos colaterais decorrentes do uso prolongado. Além disso,
muitas cepas de C. albicans j& demonstram resisténcia a tais tratamentos
(MACHADO et al., 2010).

Uma alternativa possivel é o acido laurico, também conhecido como acido
dodecandico (C12). Este acido € um produto natural e, por isso, € provavel que nao
seja toéxico em baixas quantidades e é encontrado no 6leo de coco babacu e no leite
(MACHADO et al., 2006). Ele contém propriedades antimicrobianas (KABARA et al.,
1972; ROUSE et al, 2005), antifingicas e antivirais (BERGSSON et al., 2001). Na
funcd@o antibacteriana o acido se mostra eficaz tanto com bactérias Gram-positivas,
como o S. aureus (ROUSE et al., 2005), quanto em bactérias Gram-negativas, como
a Neisseria gonorrhoeae. Enquanto que nas func¢des antiviral e antifingica ele é
eficaz contra os virus envelopados e C. albicans, respectivamente (BERGSSON et
al., 2001). Frente a esses efeitos positivos ja comprovados cientificamente, este
estudo objetivou avaliar o potencial anti-enzimatico do acido laurico frente a Candida
albicans.
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2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

2.1. Meio fosfolipase

Para a avaliacdo da atividade de fosfolipase, sera utilizado um meio de cultura
contendo os seguintes produtos, nessas medidas: 57,3g de cloreto de sédio; 0,55g
de cloreto de calcio e 100ml de gema de ovo estéril 50% por litro de agua destilada
estéril.

2.2. Meio proteinase
Para a avaliacdo da atividade de proteinase, sera utilizado um meio de cultura
contendo os seguintes produtos, nessas medidas: 2g de albumina sérica bovina;
1,459 de base nitrogenada para leveduras; 20g de glicose e 20g de agar-agar por
litro de agua destilada estéril.

2.3. Preparacéo do inoculo

Na realizacdo deste teste foram utilizadas cepas identificadas e catalogadas
no laboratério de microbiologia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Pelotas (FO-UFPel). Para o estudo foram utilizadas 16 cepas.

Estas cepas foram repicadas em meio Agar Sabouraud Dextrose 24 horas
antes do teste. Colocando-se uma aliquota de cepa em um tubo de ensaio com 5 mL
de PBS, ajustando com teste de distorcdo e turbidez de 0,5 na escala de
MacFarland.

2.4. Preparacao do produto

O &cido laurico foi diluido em alcool 70° e procedeu-se a realizacdo da
diluicdo seriada. As concentracdes variaram de 250 pg/ml até 15,6 ug/ml. Misturou-
se 20uL do produto, proveniente da diluicado, com 1980 uL de PBS.

Entédo, 0,5 mL do inoculo foi colocado no produto e incubado por 30 min em
uma estufa a 37°C. Apos retirada da estufa, o composto inoculo/produto foi colocado
em uma centrifuga por 15 min a 300 RPM. Seguidamente foi lavado duas vezes com
PBS 1% esterilizado (retira-se 200 uL de cada tubo, e acrescenta-se 200 uL do
PBS),. Apos isso, os tubos foram agitados em um voértex e pipetados 20 pL da
suspensao inoculo/produto nos meios de cultura previamente preparados.
Posteriormente as placas foram incubadas em estufa a 37°C para realizacdo da
leitura. Cada teste foi repetido duas vezes.

2.4.Leitura

Para a proteinase a leitura foi realizada em 72h. J& para o meio fosfolipase
esta ocorreu em 96h.

O diametro do halo e o diametro da colonia foram mensurados. Realizou-se
depois a razdo do didametro da col6nia pelo diametro total, assim foi calculado o Pz
(Atividade Anti-enzimatica). Para a proteinase: PZ = 1,Negativa; PZ =2 0,64 < 1,
Positiva-Média, PZ < 0,63 Positiva-Elevada. Ja na fosfolipase: Pz=1 indicaram
auséncia de atividade enzimatica e Pz=1 indicaram graus positivos de fosfolipase
(MORIS, et al. 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Como resultado temos que os valores de Pz para a fosfolipase é Pz=0,77
para o produto e Pz=0,63 para o controle. Ja na proteinase temos Pz=0,19 no
controle e Pz= 0,20 apds a exposicao das leveduras ao composto. Estes resultados
estdo expostos nos quadros 1 e 2.

Quadro 1. Valores de Pz em relac&o a concentracdo do Acido Laurico (ug/ml) no
meio proteinase.

Concentragao 0 156 31,25 62,5 125 250

PZ 0,19 0,22 0,21 0,20 0,19 0,19

Quadro 2. Valores de Pz em relacéo a concentracdo do Acido Laurico (ug/ml) no
meio fosfolipase.

Concentracao 0 15,6 31,25 62,5 125 250

PZ 0,63 0,76 0,76 0,76 0,77 0,80

Com o aumento dos casos de resisténcia microbiana, surge a necessidade do
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para o tratamento de infec¢des
e uma alternativa para a busca desses farmacos esta na investigacdo de produtos
naturais. Um dos tipos de extratos vegetais obtidos de plantas medicinais sdo os
Oleos essenciais, ricos em &cidos graxos com propriedades farmacoldgicas. Os
acidos graxos vém despertando o interesse dos pesquisadores, pois apresentam
alta capacidade antimicrobiana (BERGSSON et al., 2001; HUANG et al., 2010;
SKALICKA-WOZNIAK et al., 2010). Neste grupo, se encontra o acido laurico, que é
um &cido graxo de cadeia longa (C;,) saturado, disponivel no 6leo de coco e no 6leo
de sementes de palma (MACHADO et al., 2006; HUANG et al., 2010) e que, por ser
um produto natural, provavelmente ndo seja toxico em baixas quantidades. E ja é
conhecido que ele apresenta propriedades antibacterianas, antifingicas e antivirais
(KABARA et al., 1972; ROUSE et al, 2005; BERGSSON et al., 2001).

Foi observado que as cepas possuem alta atividade enzimatica, tanto na
fosfolipase (Pz=0,63) quanto na proteinase (Pz=0,19). Quando foi ministrado o
produto ndo houve diferenca nas leituras. Na proteinase o produto nao foi eficaz,
pois 0 melhor resultado foi na concentragdo 15,6 ug/ml (Pz=0,22), demonstrando que
a atividade da secrecdo enzimatica segue alta. JA na fosfolipase, mesmo sem
diferenca estatistica, a atividade enzimatica das cepas foi Pz=0,80 ug/ml na maior
concentracédo 250 pg/ml, demonstrando que o produto foi eficaz, pois a quantidade
secretada passou de alta (Pz=0,63) para baixa(Pz=0,80). Com isso fica evidente a
necessidade de novos testes para o acido, como o teste de aderéncia.

4 CONCLUSAO

Com base neste estudo in vitro, pode-se concluir que o Acido L&urico é um
agente antifangico promissor, nas concentracdes testadas.
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