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RESUMO
Estudos clinicos publicados na dltima década sugerem que numerosas estirpes de
probidticos apresentam grande potencial para o uso na dermatologia aléem do bem-estar
intestinal ja consagrado. Principios ativos para serem incorporados em formulagcdes
dermatolégicas contendo probidticos sdo pouco comuns. Dessa forma o principio ativo
em estudo foi um insumo original e simbidtico composto por fibras sollveis prebidticas
B-frutooligossacarideo e a-glucooligossacarideo em conjunto com cepas de Lactobacillus
inativados, atomizado em maltodextrina. O objetivo da pesquisa foi verificar a viabilidade
celular, as caracteristicas morfo-tintoriais e bioquimicas das cepas da fracdo probidtica
do principio ativo e sua atividade antioxidante quando adicionado a um creme
dermatolégico pelo método DPPH. Em cada 1 grama do principio ativo foram

encontradas em média 4,15.109U FC.g! que apresentaram caracteristicas morfotintoriais
e bioquimicas condizentes com as do Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei.
No método do DPPH, o creme dermatolégico apresentou atividade antioxidante em todas
as concentracdes testadas e foi maior(30,8%) na concentracdo de 3%.Mais estudos
devem ser realizados para verificar se a atividade antioxidante € proveniente também
da fracdo prébiotica do principio ativo. Palavras chave: Antioxidantes, Dermatologia,
Probioticos.

ABSTRACT
Clinical studies published in the last decade suggest that many probiotic strains present
great potential for the use in dermatology in addition to the well-established intestinal
well-being. Active principles to be incorporated into dermatological formulations
containing probiotics are uncommon. Thus, the active principle under study was an
original and symbiotic input composed of soluble prebiotic fibers B-fructooligosaccharide
and a-glucooligosaccharide in conjunction with Lactobacillus inativated strains,
atomized in maltodextrin. The objective of the research was to verify the viability the
biochemical characteristics of the probiotic fraction of the active ingredient and its
antioxidant activity when added to a dermatological cream of the DPPH method. In each
one gram of the active principle, 4.15.109 CFUg-1 was found that showed morphological
and biochemical characteristics that were correlated with those of Lactobacillus
acidophilus and Lactobacillus casei. In the DPPH method, the dermatological cream
presented antioxidant activity at all concentrations tested and was higher (30.8%) at the
3% concentration. More studies should be performed to verify if the antioxidant activity
also comes from the prebiotic fraction of the active principle.
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1. INTRODUCAO

Internacionalmente os probidticos sdo definidos como microrganismos
vivos, que quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficio a satude
do hospedeiro. FormulacBes orais e alimentos com probidticos sédo utilizados para
restaurar o equilibrio microbiano, principalmente no trato digestério e recentemente, para
o tratamento de condic¢@es inflamatdrias e alérgicas. Cepas especificas sdo capazes de
modular o sistema imunolégico em niveis locais e sistémicos (CROSS,2002).

Aplicacdes nao intestinais de probidticos sdo pouco investigadas, no entanto,
estes microrganismos sdo passiveis de serem aplicados a qualquer ambiente onde
exista uma microbiota normal, assim como a pele (TANNOCK,1995).Nos ultimos anos
autores levantaram a hipétese de um novo modelo de unificagcéo, ou seja, eixo intestino-
cérebro-pele, sugerindo que a modulagdo da microbiota pela implantacdo dos
probidticos poderia exercer profundos efeitos benéficos sobre a homeostase também da
pele(CATENEO,2008).

Dessa forma os probiodticos representam uma alternativa para o tratamento e
prevencdo de diversas afeccdes da pele (CATENEO,2008). Também s&o principios
ativos mais seguros ao consumidor, pois sao produtos naturais com melhor toleréncia e
menor capacidade alergénica. Fato este que atende a demanda por este tipo de produto,
denominado biocosméticos impulsionando 0s avangos técnicos e cientificos no setor e,
consequentemente, o desenvolvimento de novos cosméticos (BRINEY, 2004).

Neste sentido, o presente estudo fundamentou-se na necessidade de explorar o
potencial dos probidticos para aplicacdo na pele, através da avaliacao do antioxidante de
um creme dermatologico contendo os mesmos. Este principio ativo foi o Unico encontrado
comercialmente para manipulacdo no Brasil, contendo células bacterianas intactas
liofilizadas e atomizadas.

O principio ativo em estudo foi um insumo original e simbiotico, com fibras solUveis
prebidticas p-frutooligossacarideo e a-glucooligossacarideo em conjunto com cepas de
Lactobacillus inativados, atomizado em maltodextrina. Segundo o fabricante o produto
possui uma acdo complementar pre/probidtica capaz de desencadear uma melhora na
aparéncia da pele por confrontaras agressfes diarias, mantendo, estimulando e
reconstituindo a ecofloracutanea (SOLABIA,2009).

Ainda segundo o fabricante o ativo também teve sua eficacia atribuida aos
Lactobacillus caseie acidophilus. O Lactobacillus casei, € uma espécie de bactéria latica
fenotipicamente e geneticamente heterogénea. E caracterizado como
microorganismo gram-positivo, ndo esporulado, catalase-negativo, desprovido de
citocromo, anaerobio, mas aerotolerante, acido-tolerante e estritamente fermentativo.
Devido a sua forma de bastonetes é chamado de “bacilo” e por ter a capacidade de
transformar, através da fermentacdo o acucar do leite (lactose) em &cido lactico, é
chamado de lactobacilos (FERRERO,1996).

Ja Lactobacillus acidophilus possui caracteristicas muito semelhantesao
Lactobacillus casei. E um bastonete gram-positivo, ndo formador deesporos,
homofermentativo, catalase negativo, que habita comumente o tratointestinalhumano.
(MERCENIER,2002). O mecanismo de acao do principio ativo, segundo o informe técnico
do fornecedorébastante diversificado e compdem no minimo uma das seguintes
categorias: 1) Inibicdode patdégenos e restabelecimento da homeostase microbiana. 2)
Protecdo dabarreira epitelial. 3) Modulacdo da resposta imune. Sua atividade
antioxidante naofoi pesquisada.
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Além da inibicdo de microorganismos patogénicos, ha estudos queprocuram
verificar atividades benéficas dos probiéticos na pele, como aumento dahidratacgéo,
inibicdo da melanogénese e antioxidacao. O foco do presente trabalhobuscou verificar a
capacidade antioxidante de um creme dermatolégico contendo pre/probidéticos, de modo
avalidar essa nova vertente deestudos desse tema (KIMet al, 2015; TSAI et al,2013).

O objetivo da pesquisa foi verificar a viabilidade celular, as caracteristicas morfo-
tintoriais e bioguimicas das cepas da fracéo probidtica do principio ativo e sua atividade
antioxidante quando adicionado a um creme dermatologico pelo método DPPH.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi do tipo prospectivo experimental, onde a atividade antioxidante de
um creme dermatolégico contendo pré/probidticos foi avaliada. O estudo foi
desenvolvido nas dependéncias do campus da Faculdade Assis Gurgacz (FAG),
localizada na cidade de Cascavel —PR.

2.1. MATERIAIS UTILIZADOS

Oreativo2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)(Sigma-AldrichCo.), ferricianeto de
potassio, acido tricloroacético, cloreto férrico, fosfato de s6dio monobasico anidro e
fosfato de sodio dibasico anidro (Vetec Quimica Fina Ltda) e metanol (Merck) utilizados
no trabalho eram analiticamente puros. O principio ativo foi adquirido da empresa
Solabia. O agar e o caldo MRS- De Man Rogosa and Sharpe (Oxoid) e o caldo TSB -
Tryptic Soy Broth (Acummedia) foram adquiridos na empresa Parana Labor Comércio
de Produtos e Equipamentos para LaboratorioLTDA. Os equipamentos utilizados foram:
vortex (Phoenix Luferco — AP56), centrifuga. Excelsa modelo 280 R (Fanem-Brasil),
sonicador-ultrassom USC750 (Ultra Sonic Cleaner - Unique). As medidas de absorcao
foram realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis modelo 1600 (Nova) utilizando cubetas
de vidro com percurso optico de 1,0cm.

2.2 ATIVAGAO DA FRAGAO PROBIOTICA DO PRINCIPIOATIVO

A ativacdo das cepas liofilizadas dos probioticos contidas no principio ativo foi
importante para possibilitar a verificacdo da viabilidade celular e caracterizacdo das
cepas presentes no produto. Para ativacao das cepas liofilizadas, 1 grama do principio
ativo foi transferido para tubos contendo 10 mL de caldo TSB (TrypticSoyBroth) 10% (v/v),
0s quais foram posteriormente incubados por um periodo de 24 horas em jarra de
anaerobiose a 37 °C %1, conforme metodologia de Redondo (2008).

2.3. VIABILIDADE DA FRACAO PROBIOTICA DO PRINCIPIOATIVO

A viabilidade foi realizada segundo Schmitt (2014) com o objetivo de verificar
guantas células viaveis o produto apresentava, pois, esta informacdo ndo constava no
laudo do fornecedor. Apés 24 horas de incubacao foi realizada a centrifugacao da cultura
a 5000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento ressuspenso
em 10 mL de solucéo salina fosfatada tamponada, com posterior homogeneizacdo em
vortex seguida de centrifugacdo. O procedimento foirealizado3 vezes, a fim de eliminar
todo o caldo do sedimento. Posteriormente, o sedimento foi ressuspenso com 9 mL de
solucdo fosfato tampédo. A partir desta suspenséo foram realizadas oito diluicoes
sucessivas. A viabilidade celular foi determinada pela técnica de semeadura em
profundidade, utilizando o meio 4gar MRS (De Man Rogosa e Sharp). As analises foram
realizadas em triplicata, com uma repeticao.

Para contagem, foram utilizadas placas que apresentaram entre 30 e300 colbnias,
multiplicando-se o resultado individual pela respectiva diluicdo. Os resultados médios por

diluicdo foram expressos em UFC.g'1 de produto.

FAG Journal of Health — ISSN 2674-550X, 2019, v.1,n.2, p. 3



FAG JOURNAL OF HEALTH

2.4 ISOLAMENTO DAS CEPAS DA FRA(;AO PROBIOTICA DO PRINCIPIOATIVO
O isolamento das bactérias foi realizado a partir de agar MRS que permitiu apenas
o crescimento destes probiéticos (GARCIA,1999).

2.5. CARACTERIZACAO DA FRACAO PROBIOTICA DO PRINCIPIO ATIVO

Caracterizacado morfo-tintorial

A quarta etapa consistiu na caracterizacdo morfo-tintorial do o principio ativo
liofilizado, com o objetivo de comprovar que o mesmo continhacepas de Lactobacillus
acidophilus e Lactobacillus casei. A caracterizacdo morfoldgica foi realizada observando
0 aspecto das col6nias na placa contendo meio de cultura. Ja a caracterizacdo morfo-
tintorial foi realizada pelo método de Gram conforme Tortora (2010). Para isso foram
preparadas suspensfes em salina fisiologica, a partir das colénias isoladas.

Dessa suspensao foram preparados esfregacos em laminas de vidro. ApGs
coloracdo pelo método de Gram, foram observadas as caracteristicas tintoriais das
células ao microscopio optico com auxilio de objetiva de 100X (imersé&o). As amostras
bacterianas caracterizadas como “BACILOS” Gram positivos, aos pares, isolados ou
em pequenas cadeias foram, entdo, caracterizadas presuntivamente como do género
Lactobacillus spp.(GARCIA, 1999).

Prova dacatalase
Na quinta etapa foi realizada a caracterizacao do principio ativo a partir da avaliacédo
da presenca da catalase, através de metodologia convencional. Uma gota de peroxido
de hidrogénio a 3% (v/v), foi adicionada, em lamina de vidro, sobre uma colénia
bacteriana, previamente identificada, a fim de se selecionar bactérias acido-lacticas
catalase-negativo com auséncia de producéo de bolhas (GARCIA,1999).

2.6 ELABORACAO DO CREME DERMATOLOGICO
A sexta etapa consistiu na preparacédo do creme dermatoldgico. A composicao do
creme esta descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao quantitativa e qualitativa da formulacéo do creme dermatolégico

Matéria prima Concentracdo Funcéo

1.Alcool cetoestearilico/ 8% Emulsionante e
monoestearato de  sorbitanoetoxilado agente de
(20moles OE) consisténcia.
2.Propilenoglicol 5% Umectante
2.Dimeticone 2% Umectante
2.Metilparabeno 0,15% Conservante
1.Propilparabeno 0,18% Conservante
2.Agua deionizada Qspl100g Veiculo

* O numero a esquerda designa a fase da emulsao: (1) oleosa; (2) aguosa.

O preparo consistiu no aquecimento, separadamente, fases 1 e 2 até75°C. Apos,
verteu-se fase 2 sobre fase 1 com agitacdo. Diferentes concentracfes do principio ativo
(1%1,5%, 2%, 2,5% e 3%) foram dispersas e adicionadas a 100g de creme frio.

2.7. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO CREME
DERMATOLOGICO
Varredura da solu¢do metandlica do DPPH

Foi realizada a varredura espectrofotométrica da solugdo metandlica do DPPH,
a fim de determinar o comprimento de onda de maxima absor¢cdo da solucdo. A
varredura foi realizada na faixade430 a 650nm com intervalo de 10nm.
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Avaliacdo da Atividade Antioxidante do creme dermatoldgico

A metodologia foi realizada conforme Mensor (2001) com algumas
modificacdes. Foram pesadas 0,2 g de cada amostra de creme nas diferentes
concentracdes (1,0;1,5;2,0;2,5 e 3%), as quais foram adicionadas de 1,8mL da

solugcdo metandlica de DPPH50 mng-.Em seguida, as amostras foram centrifugadas
por 15 minutos e deixadas em repouso no escuro por 15minutos.

A absorbancia da solucdo foi mensurada em espectrofotdbmetro em um
comprimento de onda de 517nm. O branco foi preparado utlizando o creme
e msuasdiferentesconcentragdesacrescidodel,8mLdemetanolsemaadicdode DPPH.
O controle negativo consistiu em creme base adicionado de solu¢do metandlica de
DPPH. Os experimentos foram realizados em duplicata, com uma repeticdo, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

O percentual da atividade antioxidante foi calculado conforme a seguinte equagao:
% AA= [1 _ [Ahs'ﬁ;mustra_Ahg'Elrancu)]xlﬂn

Abz.controle

2.8. ANALISE ESTATISTICA

Apoés tabulacdo dos dados obtidos, foram calculados a média das duplicatas
comum a repeticdo (n=4) e o desvio padréo da média (£S). Os valores encontrados para
as duplicatas das amostras foram verificados estatisticamente pelo teste de variancia
(ANOVA) e pelo teste de Tukey usando o software SISVAR verséo 5.3. As diferencas
gue apresentaram niveis de probabilidade menores e iguais a 5% (p<0,05) foram
consideradas estatisticamente significativas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A importancia das bactérias probiodticas na manutencdo e melhora da saude
humana em todas as faixas etarias estdo cada vez mais comprovadas (BOTELHO et
al., 2008; KOMATSU et al,2008).

Atualmente admite-se que os efeitos benéficos dos probidticos vao muito além
dos relacionados com as atividades metabolicas e fisiol6gicas do trato gastrintestinal,
incluindo pele e mucosas, onde os probidticos podem ter efeito protetor natural contra
microrganismos. O conceito de probidticos comeca ando serem mais restrito as
bactérias que habitam o co6lon, mas também as comunidades microbianas de outras
partes do corpo, como pele e mucosa vaginal, onde a microbiota regional impede a
proliferacdo de bactérias patogénicas (SOUZA et al, 2010; MARTINEZ,2008).

A nivel dermatologico, novas evidéncias dos efeitos benéficos dos micro-
organismos probidticos, assim, como de aplicacbes de produtos simbibticos
(associacao de prebidticos e probioticos), estdo apresentando resultados interessantes.
Tem-se como exemplo, o trabalho que utlizou metabdlitos Lactobacillus para
reprimir a atividade patogénica oportunista de Staphylococcu sepidermidis (LAU;
LIONG,2014).

3.1. VIABILIDADE DA FRACAO PROBIOTICA DO PRINCIPIO ATIVO

A avaliacdo da viabilidade celular € importante por considerar que a microbiota
bacteriana de um produto € realmente viavel, ou seja, que realmente ha microrganismos
presentes para realizar os efeitos esperados. Através dos dados obtidos foi possivel
determinar que em 01 grama do principio ativo analisado, estdo presentes em média

4,15.109UFC.g"1
As contagens das coldénias ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas, com coeficiente de variacao de 3,52%, como demostrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Contagem de col6nias de Lactobacillus spp.

Amostras UFC.g*! Repeticdo
Placal 4.109UFC.g1 4.3 109UFC.g1
Placa2 4.5109UFC.g-1 3.5 109UFC.g"1
Placa3 3.7109UFC.a-1 3.9 109UFC.a1
Valor médio 4.15 109UFC.g-1

Coeficiente de variacao 3,52%

*Ensaio realizado em triplicata com uma repeticao
3.2. CARACTERIZACAO DA FRACAO PROBIOTICA DO PRINCIPIO ATIVO

Os resultados encontrados na avaliagdo das caracteristicas morfo-tintorial e das
provas bioquimicas estao expressos na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizacéo da fracao probiotica do principio ativo.

Caracterizacao Prova da Caracterizagcdo morfold-gicas
Tintorial das colénias  Catalase das colbnias
Colbnial
Bacilos Gram Negativa Coldnias pequenas,profundas
positivos ebrancas;
Colbnia2
Bacilos Gram Negativa Coldnias medianas
positivos convexasamarelas com

Apoés andlise dos resultados e comparacao com dados obtidos na literatura,
foi possivel concluir que foram encontrados o Lactobacillus acidophilus (colénia 1)
e Lactobacillus casei (col6nia2).

3.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO CREME
DERMATOLOGICO

A média das absorbancias das duplicatas com uma repeticdo e o desvio padréo
das mesmas foram demonstrados na tabela 4.

Tabela 4. Média das absorbancias das duplicatas com uma repeticdo e o desvio padréo.

Concentracéao 1,00% 1,50% 2,00% 2,50% 3,00%
Média 1,00 0,92 0,90 0,86 0,82
Desvio Padrao 0,080 0,052 0,061 0,019

A partir dos percentuais calculados da atividade antioxidante foi construido o
gréafico da porcentagem da atividade antioxidante versus concentragdo para cada amostra.
Os resultados foram apresentados na Figural.

Observou-se que a atividade antioxidante do principio ativo foi dose-dependente,
ou seja, demonstrou ter maior atividade antioxidante quanto maior a concentragéo. As
formulagdes nas concentracoes de 1,5%, 2% e 2,5%apresentaram atividade antioxidante
superior a 20%. Entretanto, entre si, estas trés formula¢gfes n&o apresentaram
diferencas estatisticas significativas. Contudo, apresentaram diferencas estatisticas na
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atividade antioxidante em comparagao com as formulagbes que continham menor (1,0%)
e maior (3,0%) concentragdo de principio ativo.

100
a0
80
70
60
50

40 A 30,806

Y%Alividade Antioxidante

30
B 20,092 B 20,506 B 21,88
20 C 14,078
- m 0 B
le]
L 1.5 2 2,5 3

Concentragdo do creme em %

Figura 1: Porcentagem da atividade antioxidante nas diferentes
concentracdes do creme dermatoldgico. Diferencas significativas (p<0,05)
estao indicadas com letras diferentes.

A formulacéo do creme dermatoldgico na concentracdo de 3,0% apresentou a
maior atividade antioxidante (30,80%) em relacdo as demais concentracdes. Este
resultado foi estatisticamente diferente (P<0,05) em comparacdo com as formulacdes
contendo concentracdes inferiores.

A atividade antioxidante dose-dependente também foi observada no trabalho de
Gusmao et al (2013), ao avaliarem um fluido hidratante facial contendo acido ascoérbico
(vitamina C), utilizando o método do DPPH. A atividade antioxidante encontrada variou
de 0,2% a 1%, conforme aumentou a concentracao de acido ascorbico. O sobrenadante
do Lactobacillus rhamnosus em cosméticos foi avaliado nas concentracbes de 10%,
50%, 100% e comparado com o butilhidroxianisol (BHA).Nesse estudo as amostras
com100% do sobrenadante do L. rhamnosus apresentaram resultados muito proximos
ao do BHA, que ficou em um pouco mais de 70% de atividade antioxidante. Para um
estudo preliminar, o resultado obtido foi considerado promissor (TSAI et al,2013). Cinque
et al. (2011) realizaram uma série de experiéncias, a fim de estudara atividade
antioxidante de uma estirpe especifica de bactéria acido latica, a S. thermophilus S244.
Extratos desta bactéria apresentaram atividade antioxidante quando comparados a uma
substéancia utilizada como referéncia desta atividade (Trolox) de forma dose-dependente.
Com base nestes dados os autores avaliaram ainda o efeito fotoprotetor do lisado desta
bactéria e observaram que a mesma foi capaz de proteger as células humanas
da radiacdo UV também de forma dependente. Os autores atribuiram este efeito
fotoprotetor a capacidade antioxidante da bactéria.

Os probidticos podem ainda ser utilizados na ativacdo de compostos bioativos
diminuindo o efeito alergénico de alguns principios ativos aumentando a
eficacia antioxidante, anti-melanogénese e anti-rugas (LEE et al,2012). Fries e Frasson
(2010) investigaram a atividade antioxidante de quatro cosméticos anti-idade
comercializados em todo o pais pelo método DPPH. Os autores observaram gue 0s
cremes apresentaram atividade antioxidante, entretanto a intensidade desta acao foi
diferenciada entre eles, devido aos variados compostos empregados em suas
formulagbes. Ainda, segundo os autores, a composicdo dos cremes ndo estava
especificada quantitativamente na rotulagem.

Line Yen(1999), em suas pesquisas comprovaram a atividade antioxidante dos
probidticos in vitro tanto pelo método do DPPH como por outras metodologias. Este
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estudo atribuiu a atividade antioxidante das células dos lactobacilos a composi¢édo da
sua parede celular.

4.CONCLUSAO

O produto cosmético desenvolvido apresentalactobacillussp. em sua composicao
e possui potencial para serutilizado como antioxidante. No entanto mais estudos devem
ser realizados para verificar se a atividades antioxidante do produto desenvolvido n&o
provem também da fracéo prebidtica do principio ativo.
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