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RESUMO

Aplicacdes ndo intestinais de probidticos sdo pouco investigadas, no entanto os probidticos sdo capazes de melhorar a
saude da pele por meio de aplicagdes tépicas e ainda como antioxidantes. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
comparar a atividade antioxidante do extrato lisado de células liquido e liofilizado do Lactobacillus acidophilus e
relacionar com a atividade antioxidante dessas fracdes quando adicionadas a uma forma cosmética gel. Os resultados
descritos demonstram que o extrato lisado liquido e liofilizado do Lactobacillus acidophilus representam uma fonte
potencial de antioxidantes naturais e que existe uma correlacdo com a atividade dos extratos lisados quando adicionados
a forma cosmética gel. Entretanto a atividade antioxidante se mostrou maior no extrato de células liofilizado em gel do
que em solucao devido ao pH do gel e pelo fato do extrato lisado liofilizado aparentemente ter se dissolvido melhor.

PALAVRAS-CHAVE: Cosméticos, Antioxidantes, Lactobacillus Acidophilus.

EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF LIQUID AND LYPHOPHYLIZED CELL LYTE
EXTRACT OF Lactobacillus acidophilus AND THEIR CORRELATION WITH ACTIVITY WHEN
INCORPORATED IN A COSMETIC GEL

ABSTRACT

Non-intestinal applications of probiotics are poorly investigated, however probiotics are able to improve skin health
through topical applications and also as antioxidants. Thus, the objective of this work was to compare the antioxidant
activity of the lysed extract of liquid and lyophilized cells of Lactobacillus acidophilus and relate it to the antioxidant
activity of these fractions when added to a cosmetic gel form. The results described demonstrate that the liquid and
lyophilized extract of Lactobacillus acidophilus represent a potential source of natural antioxidants and that there is a
correlation with the activity of the lysed extracts when added to the cosmetic gel form. However, the antioxidant activity
was shown to be greater in the lyophilized cell extract in gel than in solution due to the pH of the gel and the fact that the
lyophilized lysate extract apparently dissolved better.
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1. INTRODUCAO

A aplicagdo tépica de antioxidantes na forma de cosméticos tanto quanto o uso oral s@o
maneiras eficazes de se restabelecer a prote¢ao da pele contra a acdo oxidativa. Além da reposicao
utilizando moléculas exdgenas, buscam-se novas substincias a fim de que se aumentem direta ou
indiretamente os niveis de antioxidantes endégenos. Diversos estudos descritos na literatura abordam
o uso de antioxidantes oriundos de fontes naturais.

Neste sentido, o uso de probidticos tem sido alvo de intensas pesquisas que permitem incorporar
em cosméticos 0os probidticos vivos, assim como metabdlitos da fermentacdo. Dessa forma sdo
promovidas inimeras atividades bioldgicas tteis a manuten¢do da satide da pele, que atuam inclusive
como antioxidantes. Intiimeros estudos demonstram que ha atividade antioxidante do Lactobacillus
acidophilus em sua célula intacta e em suas fracdes lisadas ou inativas.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi comparar a atividade antioxidante do extrato
lisado de células liquido e liofilizado do Lactobacillus acidophilus e correlacionar com sua possivel
atividade antioxidante quando adicionado a uma forma cosmética gel. Dessa forma, o artigo descreve
como os extratos lisados liquidos e liofilizados foram preparados, como foi realizada sua atividade

antioxidante, o preparo do gel e sua anélise.

2. METODOLOGIA

2.1 ATIVACAO DO Lactobacillus acidophilus

Para ativacao e preparo da suspensdo celular foi pesado — assepticamente - um grama (1 g) do
liofilizado de Lactobacillus acidophilus, adquirido da industria farmacéutica, o qual foi transferido
para tubos contendo 10 mL de caldo TSB a 10% (m/v) e posteriormente incubados por um periodo
de 24 horas em jarra de anaerobiose a 37 °C % 1, segundo metodologia proposta por Redondo (2008).

Ap6s 24 horas de incubagao a cultura foi centrifugada por cinco (5) minutos a 5.000 rpm em
uma centrifuga refrigerada a 10 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 10
mL de solucdo salina fosfatada tamponada pH 7,2. Posteriormente, a suspensdo foi homogeneizada
em vortex e centrifugada por trés vezes consecutivas. O sobrenadante foi novamente descartado e o

sedimento inoculado em caldo MRS e incubado a 37 °C por 24 horas em jarra de anaerobiose. O
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procedimento foi repetido duas vezes, utilizando 1 mL do in6culo anterior para completa ativacao da
cultura.

Ap6s crescimento bacteriano, as células foram centrifugadas durante 15 minutos a 4 °C e
12.000 rpm. O precipitado foi lavado duas vezes com solugdo salina tamponada fosfatada pH 7,2 e,

em seguida, ressuspenso em dgua deionizada para preparo do extrato lisado de células liquido.

2.2 AJUSTE DE CELULAS NO INOCULO

Para ajustar a quantidade de células microbianas, foi realizada a padroniza¢do do indculo
considerando a absorbancia equivalente a uma solu¢do padrao igual a 0,5 na escala de Mc Farland no
comprimento de onda de 625 nm, cuja densidade Optica desejada estava entre 0,10 tendo equivaléncia

a 12,30. 9 log UFC.mL"" (SCHMITT,2014).

2.3 PREPARO DO EXTRATO LISADO DE CELULAS LIQUIDO

A metodologia foi realizada conforme Lai, Tsai e Lee (2014), com algumas modifica¢cdes. Para
o prepraro do extrato lisado de celulas foi necessario romper as células apds a padroniza¢do do indculo
utilizando um sonicador ultrassom, em 3 ciclos de 5 minutos, com intervalos de um (1) minuto em
banho com gelo. Os detritos celulares foram removidos por centrifugacao (12.000 rpm durante 10
minutos a 4 °C). A partir do sobrenadante obtido todo procedimento descrito foi repetido trés vezes
para garantir o rompimento da célula. O sobrenadante foi denominado extrato lisado de células,

Ao final do processo, o extrato lisado de células foi plaqueado por profundidade conforme
descrito por Zayed e Winter (1995), a fim de comprovar o rompimento da célula bacteriana. Para
contagem, foram utilizadas placas que apresentaram entre 30 e 300 col6nias, multiplicando-se o
resultado individual pelo inverso da respectiva dilui¢do. O procedimento foi realizado em duplicata
com uma repeticio e os resultados foram expressos em log UFC. mL™!.

Diferentes aliquotas (0,5;1,0;1,5 e 2mL) do extrato lisado de células liquido foram utilizados

para avaliacdo da atividade antioxidante.
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2.4 PREPARO DO EXTRATO LISADO DE CELULAS LIOFILIZADO

O extrato lisado de células liquido foi previamente congelado (-20°C) e entdo a quantidade de
dgua (solvente) foi reduzida, primeiro por sublimagdo e posteriormente por dessor¢cao, sob vacuo e
em condi¢Oes especiais de pressdo e temperatura, a fim de impedir a atividade bioldgica e reacdes
quimicas da amostra (MARQUES, 2008). A liofilizacdo foi feita com 4dgua deionizada esterilizada,

durante 24 horas.

2.4.1 Preparo do extrato lisado de células liofilizado em solucdo

Solugdes do extrato lisado de células liofilizados em diferentes concentragdes (0,5; 1,0; 1,5 e
2,0 %(m/v)) foram preparadas para realizacdo dos procedimentos de atividade antioxidante. O extrato
lisado de células liofilizado foi preparado em solug¢do tampdo fosfato (20 mmol.L!, pH 7,4). O

volume preparado variou em fun¢do do procedimento.

2.5 ELABORACAO DO GEL COSMETICO

O polimero utilizado para a manipulagio do gel foi o Natrosol® 250, por ser estdvel em
diferentes faixas de pH e um produto ndo i6nico, compativel com diferentes substancias. Como a
forma farmacéutica gel ndo possui boa absorcdo, o transcutol e o propilenoglicol foram adicionados
como agentes de permeagao.

Primeiramente a 4gua foi tamponada (tampao fosfato pH 7,0 para o extrato lisado de células.
Em seguida, o Nipagin e o EDTA foram dispersos em pequena quantidade de dlcool etilico (70%)
em um béquer e acrescentados i 4gua tamponada. A mistura foi aquecida até 75 °C e o Natrosol®250
adicionado aos poucos com agitacdo constante até formagdo do gel. O extrato lisado de células
(liofilizado e liquido) foram dispersos no transcutol® e adicionados ao gel frio (35 °C) (Adaptada

Brasil, 2011). Os componentes da base gel, sua concentracdo e funcio estdo demonstrados na Tabela
1.
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Tabela 1 Componentes da base gel, concentragcao e fun¢do dos componentes

Componentes % (m/m) Funcdo dos componentes
Natrosol®250 2,5 Polimero formador de gel
Glicerina 1,0 Umectante
Propilenoglicol 3,0 Umectante e agente de permeacdo
Dimeticone® 0,5 Umectante e emoliente
Transcutol® 10 Agente de permeacio
Nipagin 0,2 Conservante
EDTA 0,2 Quelante
Agua qsp Veiculo

Fonte: adaptado de Brasil (2011).

2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

2.6.1 Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato lisado de células liquido e liofilizado em solucao

pelo método DPPH

O procedimento foi realizado, conforme Arasu et al (2013), com algumas modificacdes.
Aliquotas (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mL) de amostra liquida (9 log UFC. mL!) e 1,5mL das amostras
liofilizadas (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% m/v), preparadas em soluc¢do tampao, foram adicionadas a 1,5 mL
de solucdo metandlica de DPPH (50mg. L!). A mistura foi agitada vigorosamente em vértex e
incubada a temperatura ambiente no escuro por 30 minutos. O tempo total de andlise ndao excedeu
duas horas. O controle negativo incluiu os solventes utilizados para preparar as amostras nas mesmas
proporcoes, adicionados de solu¢do metandlica de DPPH (Abs.controle). O branco foi feito com a
amostra adicionada de metanol (AbS.branco). ASs absorbancias das amostras foram mensuradas em
triplicata com uma repeti¢ao no comprimento de onda de maxima absorc¢ao e o percentual da atividade

antioxidante (%AA) calculado conforme a Equagao 1.

% A A=[1 3 (Abs.Amostra—Abs.Branco)] 100 Eq. (1)

Abs.controle
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2.6.2 Avaliagdo da atividade antioxidante do gel cosmético pelo método DPPH

A metodologia foi realizada conforme Fries e Frasson (2010), com algumas modificacoes.
Inicialmente, foi preparada 1 g de gel cosmético contendo 0,2 g do extrato lisado de células liquido e
liofilizado. As amostras foram entdo diluidas de modo a se obterem concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5 e
2,0% ( m/m), para minimizar a influéncia do gel na leitura espectrofotométrica. As aliquotas de 1,5
mL de cada uma das concentragdes, foram adicionados 1,5 mL da solu¢do metanélica de DPPH 50
mg. L', Apés 30 minutos, a absorbancia foi mensurada no comprimento de onda de 517 nm, para
quantificacdo da descoloracdo, utilizando metanol para zerar o espectrofotdmetro. Essa metodologia
foi realizada no dia da manipulag¢do do gel (T0). Os experimentos foram realizados em triplicata a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, entretanto, ndo foi possivel repetir devido a pequena
quantidade de gel preparada. O percentual da atividade antioxidante foi calculado conforme a

Equacdo (2).

% A A=[1 3 (Abs.Amostra—Abs.Branco)] <100 Eq. )

AbS.controle

Onde:
— Abs.branco corresponde a absorbancia do gel cosmético acrescido de metanol.
— Abs.controle corresponde a absorbancia da base gel sem amostra.
— Os resultados obtidos foram comparados com a atividade antioxidante das fracdes liofilizadas em
solucdo e liquidas e entre si, a fim de se tentar obter uma correlacdo entre as atividades

antioxidantes por este método.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados utilizando o software Statistica 7.0. Os parametros foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), para a comparacdo das médias de acordo com o teste
de Tukey a 5% de significancia, em que foram consideradas significativas as diferencas cujo p < 0,05.
Os resultados obtidos nas avaliagdes nos testes de nimero de células vidveis apds da sonicacdo e
atividade antioxidante do gel foram expressos como média aritmética e calculados o erro-padrdo da

média (£S).
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3.REFERENCIAL TEORICO

3.1 PROBIOTICOS EM COSMETICOS

Aplicagdes ndo intestinais de probidticos sao pouco investigadas, no entanto os probidticos sao
passiveis de serem aplicados a qualquer ambiente onde exista uma microbiota normal
(HUTTENHOWER et al, 2012). Dessa forma, os probidticos sdo capazes de melhorar a satide da pele
ndo s6 por meio da via gastrointestinal, mas também atrdvés de aplicacOes topicas
(LORDACHE et al, 2012).

Recentes patentes tém sugerido o desenvolvimento de produtos cosméticos com o uso dos
probidticos como ‘ingredientes bioativos’, na forma de microrganismos vivos € seus metabolitos
(TERAN, 2011). Assim, sao promovidas inimeras atividades bioldgicas uteis a manuten¢do da satde
da pele como melhora da hidratagdo pela producdo de acido hialurdnico (CHONG et al, 2005;
CHIBA, 2007), aumento nos niveis de ceramidas (TEODORESCU, 1999) bem como da melhoria na
funcdo de barreira da pele (GUENICHE et al, 2006; GUENICHE e CASTIEL, 2009; GUENICHE,
2010). Foram ainda encontradas patentes com atividade antibacteriana e antiacne (SPIGELMAN e
ROSS, 2007) e para o aumento da imunidade da pele (GUENICHE, 2010).

Sao também mencionadas a melhoria da qualidade do cabelo (CHIBA, 2007), da cicatrizacao
(HANSEN e JESPERSEN, 2007), além de atividade emulsificante, estabilizante e rejuvenescedora
(LEW e LIONG, 2013). Estudos mencionam ainda que os extratos de probidticos possuem atividade
similar ou ainda mais efetiva para atuar na pele em comparacdo com probidticos vivos, mesmo
quando inativados ou lisados (OUWEHAND et al, 2003; ROSENKRANZ et al, 2005; RODRIGUES
et al, 2005; GUENICHE et al, 2010; VINTINI e MEDINA, 2011).

A literatura também tém demonstrado atividade antioxidante de bactérias laticas em cosméticos
e fornecem fortes evidéncias que estes componentes em niveis adequados podem representar um recurso
na preven¢dao do estresse oxidativo através da via topica (COSTA VALE, 2015). Dessa forma
inimeras investigacdes, conduzidas tanto in vivo como in vitro comprovam que as bactérias dcido-
laticas possuem sistemas capazes de sequestrar os radicais livres, (KUDA et al, 2010; KANNO et
al, 2012; AMARETTI et al, 2013), tanto nas células intactas como nos extratos lisados de células e
por diferentes métodos (AMDEKAR et al, 2012; AFIFY et al, 2012; AMARETTI et al, 2013;
GHANY, 2014; UUGANTSETSEG e BATJARGAL, 2014).
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3.2 MECANISMO DE ACAO DAS BACTERIAS ACIDO-LATICAS COMO ANTIOXIDANTES

Assim como no organismo humano, as bactérias dcido-laticas possuem sistemas enzimaticos e
ndo enzimaticos para lidar com os radicais livres, contudo, as enzimas antioxidantes desempenham
um papel critico nessa defesa (DRISCOLL et al, 2002). O sistema enzimadtico inclui a superéxido
dismutase, tioredoxina redutase, sistema de glutationa peroxidase/glutationa oxidase e NADH
oxidase /NADH peroxidase (AMANATIDOU et al, 2001; POPHALY et al, 2012).

Os antioxidantes ndo enziméticos podem ser o0 manganés intracelular, ascorbato, tocoferdis e
glutationa ou exopolissacarideos, os quais sao biomoléculas produzidas por alguns microrganismos
para se protegerem de condicOes extremas de pH, temperatura e falta de nutrientes (SAIDE e
GILLILAND, 2005; LEE et al, 2006). As bactérias podem ainda desenvolver sistemas com
habilidade quelante de metais de transi¢do e inviabilizar as reacoes oxidativas (AMANATIDOU et
al, 2001).

Enquanto o proprio oxigénio ndo danifica as células bacterianas, a reducdo parcial a 4gua pode
produzir espécies reativas de oxigénio como o anion superéxido (O2"), o peréxido de hidrogénio
(H20,) e o radical hidroxila (OH"), que causam estresse oxidativo na célula, além de danificarem
proteinas, lipidios e 0 DNA bacteriano (MIYOSHI et al, 2003). Nesse contexto, espera-se, portanto,
que a presenca de oxigénio induza a um mecanismo de acdo antioxidante especifico dependente da
estirpe bacteriana (MISHRA et al, 2015).

O mecanismo antioxidante mais comum nas bactérias dcido-laticas € o sistema NADH oxidase-
NADH peroxidase (ANDERS et al, 1970; HIGUCHI, 1984; ZITZELSBERGER et al, 1984;
CONDON, 1987; GUCHTE et al, 2002; MIYOSHI et al, 2003).

As bactérias 4acido-laticas microaerdfilas, como o Lactobacillus acidophilus, utilizam o
oxigénio molecular para regenerar o NAD* a partir do NADH no processo fermentativo e da atividade
da NADH oxidase (TALWALKAR e KAILASAPATHY, 2004). Essa reacdo produz peréxido de
hidrogénio ou dgua e depende da capacidade da enzima em transferir 2 ou 4 elétrons. Quando o
produto final é o per6xido de hidrogénio, ele € utilizado pela NADH peroxidase como aceptor final
de elétrons e gera uma molécula de d4gua (GUCHTE et al, 2002; MIYOSHI et al, 2003; SAIDE e
GILLILAND, 2005).

Um estudo in vitro, realizado por Talwalkar e Kailasapathy (2003), sustenta a relevancia da
enzima NADH peroxidase na protecdo da célula do Lactobacillus acidophilus contra os efeitos letais
do acimulo de perdxido de hidrogénio intracelular por um curto periodo de tempo, visto que a
atividade dessa enzima € geralmente baixa e a detoxificacdo celular se torna ineficiente (AXELSSON,

1993).
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Parece importante para a sobrevivéncia das bactérias acido-laticas bem como para a tolerancia
ao oxigénio e ao radical superdxido, a atividade da enzima superdxido dismutase e o contetido de
manganés intracelular as mesmas (ARCHIBALD e FRIDOVICH, 1981).

De acordo com Stecchini er al (2001), a superéxido dismutase € expressa na maioria dos
microrganismos e catalisa a dismutacdo do superéxido em oxigénio e ao peréxido de hidrogénio.
Pode estar ativa em condi¢des de crescimento anaerdbico (Lee et al, 2006), porém a maior atividade
€ observada em elevadas concentracdes de oxigénio no meio (BRUNO-BARCENA et al, 2004).

Essa enzima pode ser classificada em trés tipos, de acordo com seus cofatores, que podem ser
o cobre e o zinco (CuZn-SOD), manganés (Mn-SOD) e o ferro (Fe-SOD) (Wang et al, 2012), sendo
a Mn-SOD predominante em microrganismos (KULLISAR et al, 2002; BRUNO-BARCENA et al,
2004).

Experimentos realizados por Gonzalez et al (1989 e 1991) fornecem evidéncias de atividade da
super6xido dismutase em estirpes de lactobacilos, os quais demonstram que a indu¢do da SOD no L.
acidophilus CRL 358 e L. acidophilus ATCC 4356 esta relacionada com a presen¢a de manganés no
meio de crescimento. Nao se observa, no entanto, correlacdo entre o aumento de seus niveis e o
oxigénio. Assim, sugere-se que essa enzima nao € capaz de dismutar o anion superéxido em estirpes
de Lactobacillus acidophilus observadas in vitro (LIN e YEN, 1999; TALWALKAR e
KAILASAPATHY, 2003; TALWALKAR e KAILASAPATHY, 2004).

Outra enzima geralmente utilizada por varios microrganismos em resposta ao estresse oxidativo
¢ a catalase. A maioria das bactérias laticas ndo possui catalase, entretanto, a atividade dessa enzima
foi relatada em vérias espécies, incluindo os membros do género Lactobacillus, Pediococcus e
Leuconostoc (ABRIOUEL er al, 2004; CANO-GARRIDO; SERAS-FRANZOSO; GARCIA-
FRUITOS, 2015). Trés grandes grupos de catalase foram encontrados até o momento: as catalases
verdadeiras ou hemecatalases, as catalases dependentes de manganés e as pseudocatalases (ndao
dependentes de heme), as quais, segundo pesquisadores, tornam o crescimento aerébio possivel em
algumas estirpes de bactérias dcido-laticas (BARYNIN ez al, 2001).

Alguns lactobacilos podem produzir essa enzima quando cultivados em meio contendo heme
(WOLF et al, 1990; YAMAMOTO et al, 2005; AN et al, 2010; SERATA et al, 2012). Um exemplo
€ o Lactobacillus sakei, que, quando fermenta a carne utiliza a grande quantidade de heme disponivel
no meio para produzir catalase (BARYNIN er al, 2001) e o Lactobacillus plantarum WCFS1, que
contém uma catalase heme especifica, o que lhe confere maior resisténcia ao radical peréxido de
hidrogénio (KLEEREBEZEM et al, 2003; BROOIJMANS et al, 2009; WATANABE et al, 2012).

Uma catalase a base de manganés foi detectada no Lactobacillus plantarum ATCC 14431 e

observou-se que ela € essencial para o crescimento normal desse microrganismo em condi¢des de
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aerobiose. A mesma € importante para a remog¢ao do peréxido de hidrogénio gerado pelo metabolismo
celular (BARYNIN et al, 2001; IGARASHI; KONO; TANAKA, 1996). As pseudocatalases (ndo
heme catalase) ajudam a desintoxicar o radical H, O, (ENGESSER e HAMMES, 1994).

O manganés era conhecido apenas como cofator para algumas reagdes enziméticas. Uma
excepg¢do notédvel foi observada em bactérias dcido-lacticas, pois algumas estirpes de lactobacilos sdo
capazes de acumular manganés em elevadas concentracdes (30 a 35 mmol), quando o ferro
intracelular e superdxido dismutase (SOD) estdo ausentes. Nesse caso, o manganés intracelular
funciona como complexo ndo enzimético que protege as células e remove o anion superéxido: funcao
equivalente a superéxido-dismutase (ARCHIBALD, 1986; BARNESE et al, 2012). Os autores
observaram que o L.acidophilus acidophilus nao possui niveis intracelulares elevados de manganés
intracelular (ARCHIBALD e FRIDOVICH, 1981).

Em muitos microrganismos, incluindo bactérias acido-lticas, as moléculas contendo cisteina,
como a glutationa e a tioredoxina sdo os principais contribuintes no balango redox durante condi¢des
de estresse bacteriano (SERRAZANETTI et al, 2009; OKTYABRSKII ¢ SMIRNOVA, 2012).

A glutationa € o principal composto tiol ndo proteico presente em células vivas, envolvido na
resisténcia ao estresse osmotico e oxidativo (SERRAZANETTI et al, 2009). Estd amplamente
distribuida em organismos eucariontes gram-negativos e, esporadicamente, em cada género e espécie
de bactéria 4cido-latica (COPLEY et al, 2002; POPHALY et al, 2012). E considerada como a mais
importante molécula antioxidante nas bactérias dcido-ldticas, visto que estudos sobre sua acumulagdo
e sintese sugerem ser esse um dos fatores correlacionados a capacidade das mesmas crescerem em
ambientes aerobios (POPHALY et al, 2012).

Trata-se de um tripeptideo redutor encontrado no citoplasma, capaz de defender as células
contra os radicais oxidativos. Seu potencial redutor deve-se principalmente ao grupo sulfidrila (SH),
envolvido na maioria de suas reagdes. Isso torna a glutationa um composto com habilidade de doar
elétrons, tanto para a eliminacdo e espécies reativas de oxigénio formadas, por exemplo, na
fermentacdo, como para reagdes metabdlicas tais como a reducdo de hidroperdxidos e perdxidos
lipidicos ( SERRAZANETTI et al, 2009; POPHALY et al, 2012).

A biossintese da glutationa ocorre pela acdo da enzima y-glutamilcisteina sintetase que leva a
formacao de L-glutamil-L-cisteina: um dipeptideo (glutamato e cisteina), o qual se combina com a
glicina em uma reagdo catalisada pela glutationa sintetase para a geracdo de glutationa reduzida
(GSH), sua forma ativa. Algumas bactérias 4cido-laticas possuem apenas homdlogos da v-
glutamilcisteina sintetase e fazem da L-glutamil-L-cisteina seu principal tiol. O nivel intracelular de
glutationa reduzida € regulado por feedback, enquanto a atividade da y-glutamilcisteina sintetase é

inibida pelo seu produto final (POPHALY et al, 2012).
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Em condi¢des de estresse oxidativo a glutationa reduzida converte-se em glutationa oxidada,
ou seja, ocorre a formacao da glutationa dissulfeto (GSSG) portanto, hd a diminui¢do do balanco
redox da célula. Um ciclo catalitico realizado por um grupo de trés enzimas: a glutationa oxidase
(GO), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a glutationa redutase (GR) deve ser realizado para que a
glutationa seja regenerada e mantenha sua atividade antioxidante (POPHALY et al, 2012).

A glutationa redutase € responsdvel pela regeneracio de glutationa (GSH), a partir de glutationa
dissulfeto (GSSG), na presenca de NADPH para manter um microambiente reduzido e assegurar a
disponibilidade de substrato para a glutationa peroxidase (JONES, 2002). Ela, por sua vez, utiliza a
glutationa para ‘varrer’ espécies reativas de oxigénio (KIM et al,2005). A glutationa redutase ajuda
a manter os niveis de tiol no ambiente e garante tolerancia ao oxigénio (JANSCH et al, 2007). A
atividade da glutationa redutase foi demonstrada para o Lactobacillus acidophilus NCFM® (JANSCH
et al, 2007), logo indica o papel claro dessa enzima no mecanismo de protecdo ao estresse oxidativo.
As enzimas, glutationa oxidase e peroxidase catalisam a oxidagdo de glutationa a glutationa dissulfeto
(POPHALY et al, 2012).

Ja as tioredoxinas (TRXS) sdo uma classe de pequenas proteinas que possuem dois residuos de
cisteina em seu sitio ativo, o qual se oxida de forma reversivel quando presente em reacao redox. O
principal papel na atividade antioxidante de bactérias dcido-laticas consiste em facilitar a reducdo da
glutationa dissulfeto (GSSG) em glutationa reduzida (GSH) forma ativa, em presenca de NADPH ou
NADH (POPHALY et al, 2012).

As bactérias acido-laticas sdo conhecidas como exce¢ao entre 0s organismos vivos, pois nao
necessitam de ferro para o crescimento, mas utilizam manganés como componente metélico das
enzimas que normalmente contém Fe*? (BRUYNEEL, WOESTYNE e¢ VERSTRAETE, 1989;
WEINBERG, 1997). Entretanto, em resposta a essa privacdo elas t€ém desenvolvido métodos para
capturar e sequestrar os fons ferro do meio, indispensdveis para a manuten¢ao das mesmas durante o
processo de fermentagdo quando o oxigénio esta presente (DUHUTREL et al, 2010).

Recentemente, o sequenciamento do genoma do Lactobacillus sakei 23 K bem como o de L.
lactis MG 1363 revelou que essas bactérias tém o equipamento genético envolvido no transporte de
ferro, que propicia a sobrevivéncia dessas por um longo prazo durante a fermenta¢do do salame
(DUHUTREL et al, 2010).

Segundo Mrvciic” et al. (2012), a quelacdo de {fons metdlicos € um processo complexo que
envolve dois mecanismos: (1) a biossorcao, que compreende o processo de ligacdo de metais de
transicdo a parede celular das bactérias acido-laticas e a (ii) bioacumulacdo, processo relacionado
com o metabolismo, em que os fons metélicos atravessam a membrana celular e se acumulam no

interior da célula bacteriana.
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A biossor¢do acontece quando os ions metélicos se ligam a parede celular pelos polissacdrideos
extracelulares, glicoproteinas (S-layer) ou ao dcido lipotecoico, por adsorc¢do, troca idnica,
complexacdo, quelagdo ou microprecipitacdo, sem envolver energia metabdlica ou formas de
transporte (BLACKWELL, SINGLETON e TOBIN, 1995).

Esse processo depende da estirpe bacteriana, dos grupos funcionais disponiveis na superficie
da célula bem como da carga dos cétions e ligantes da superficie, da natureza dos fons metélicos e a
sua concentragdo (SENZ et al, 2015).

A bioacumulagdo comeg¢a quando a maioria dos lugares disponiveis para a ligagdo na parede
celular estd ocupada. Apos a entrada dos fons metdlicos na célula os locais de ligacdo a parede celular
ficam vazios, assim, novos ions metélicos externos podem ser vinculados até o equilibrio MRVC'IC”
et al, 2012).

Esses mecanismos sdo capazes de proporcionar uma concentragdo celular de fons metdlicos
necessdrios para as reacdes metabdlicas, desde que haja a regulacdo da entrada, armazenamento e
ejecdo desses fons, antes que sua acumulacdo atinja um nivel téxico (GERBINO et al, 2015).

Segundo um estudo realizado por Bezkorovainy e Kot (1998), o Lactobacillus acidophilus pode
acumular Fe*? no seu interior, desde que esse esteja em concentracdes milimolares, tanto por
biossor¢do como bioacumulagio. Primeiramente, acontece a internalizagio do Fe*?, seguida por
oxidacgdo intracelular. Acredita-se que essa reacdo seja feita a partir de ferroxidases, conforme foi
demonstrado no Streptococcus thermophilum, no Lactobacillus plantarum e nas bifidobactérias
(KOT e BEZKOROVAINY, 1991; KOT et al, 1994 e 1995; BEZKOROVAINY e KOT, 1998). O
Fe*? formado é oxidado, entdio, extracelularmente, pelo H2O», produzido pelas células bacterianas
durante seu crescimento na presenga de O2, gerando Fe (OH)s, o qual se liga a superficie bacteriana
a 37 °C (MRVCIC” et al, 2012).

Os exopolissacarideos produzidos por bactérias 4cido-laticas apresentam forte atividade
antioxidante; eliminam os radicais hidroxila e anion super6xido por aumentar a atividade das enzimas
antioxidantes intracelulares, como a catalase e o superéxido dismutase (PAN e MEI, 2010).

Os mecanismos de protecdo contra os radicais livres também foram pesquisados in vivo a partir
de sua ingestao e os autores relatam que o efeito antioxidante poderia estar relacionado com atividades
que decorrem ao nivel intestinal, ou seja, a secrecao de exopolissacaridos, enzimas como a SOD e
atividades quelantes de metais de transicio (AMARETTI et al, 2013).

Peran et al. (2007) observaram que em ratos suplementados com Lactobacillus casei, L.
acidophilus e Bifidobacterium lactis, ocorreu a restauracao da concentracdo de GSH apods estresse
oxidativo. O mesmo foi observado por outro autor, o qual afirma que a suplementa¢do em ratos foi

capaz de induzir a transcri¢do de genes envolvidos na biossintese da glutationa na mucosa intestinal
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(LUTGENDOREFF et al, 2009) e aumentar a sintese de glutationa nas células pancreaticas
(LUTGENDOREFEF et al, 2008). Ainda de acordo com Spyropoulos et al (2010), os probidticos podem
melhorar as defesas antioxidantes concretamente no hospedeiro, produz e liberar GSH e vitaminas
que sdo absorvidas e distribuidas no organismo.

Alguns autores sugerem que os probidticos podem restaurar a microbiota intestinal e assim
melhorar o estresse oxidativo por aumentar a disponibilidade dos antioxidantes obtidos na dieta
(DAVIS e MILNER, 2009; NARDONE et al, 2010).

Nesse sentido, a propriedade das bactérias laticas em diminuir a toxicidade dos radicais livres
¢ de interesse para a industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, assim como seu papel na sadde,
pois afeta o consumidor por fornecer bactérias probidticas com potencial producdo de antioxidantes
durante o crescimento no organismo humano ou quando aplicado topicamente (TSAI et al, 2013;

NUR et al, 2014; COSTA VALE, 2015).

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Dentre os varios métodos utilizados para determinar a atividade antioxidante das bactérias
acido-laticas nas células intactas e extratos lisados de células, destacam-se a inibi¢do da auto-
oxidagdo do ascorbato (LIN e YEN, 1999a, b), método do 4cido tiobarbitirico (LIN e CHANG,
2000), resisténcia ao peroxido de hidrogénio (KULLISAAR et al, 2002) e ao radical hidroxila
(ZHANG et al, 2011), atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)
(ARASU et al, 2013), captura do radical 4cido 2,2- azinobis (3-etilbenzotiazolina- 6-acido sulfonico)
(ABTS™) (KULLISAAR, 2002) e atividade quelante de metais de transi¢ao (LIN e YEN, 1999),
sabendo-se que cada um dos métodos citados avalia diferentes mecanismos de acao antioxidante.

O método realizado foi o método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), o qual consiste em
um radical de nitrogénio obtido diretamente por dissolu¢do do reagente em meio organico e que
apresenta coloragdo purpura na faixa de absorbancia entre 515 e 520 nm (BRAND-WILLIAMS et al
1995).

Trata-se de um método simples, rdpido e barato no qual o DPPH ¢é reduzido por acdo de um
antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R") e provoca diminui¢c@o na intensidade da absorcao.
Nesse processo, forma-se a difenil-picril-hidrazina de coloracdo amarela, ou seja, quando o elétron
desemparelhado do 4tomo de nitrogénio no DPPH recebe um dtomo de hidrogénio proveniente de
compostos antioxidantes e ocorre a mudanga de cor, que pode ser monitorada pelo decréscimo da

absorbancia (BRAND-WILLIAMS et al, 1995).

Revista Théma et Scientia — Vol. 10, n°2, jul/dez 2020 87



Suzana Bender — Luciana Oliveira de Fariiia — Helder Lopes Vasconcelos — Ana Caroline da Costa - John Lennon
Romani — Loana Moraes Simionato

Figura 1 Reducao do radical DPPH

| bt
W W

O O A-H = O.N WO A
NO. NO;

DPPH (3 pyy ™ 437 mm) DPPH-H (mcolor

Fonte: Molyneux (2004).

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante no meio reacional e a reacao do radical livie DPPH com um antioxidante
(AH) (Equacao 3), ou uma espécie radicalar (R") (Equacao 4) ocorre como demonstrado a seguir

(BRAND-WILLIAMS et al, 1995).

DPPH'+ AH — DPPH-H+A’ Eq.(3)
DPPH'+ R’ — DPPH-R Eq.(4)

Como o método do DPPH € muito utilizado, gera uma diversidade de protocolos que dificulta
sua padronizacdo e a comparagao dos estudos entre grupos de pesquisadores (SHARMA, 2009). Isso
foi observado na literatura consultada, na qual variam o tempo de reacdo (30 a 45 minutos), as
concentracoes iniciais de DPPH (0, 0025 g.L'1 a0,5 g.L'l’), os solventes empregados (metanol,

etanol), assim como a forma de apresentar os resultados (SANCHEZ e MORENO, 2002).

4. ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 PREPARO DO EXTRATO LISADO DE CELULAS LIQUIDO

Os nimeros de células vidveis antes e apds o tempo total de sonicagdo (45 minutos) estdo

apresentados na Tabela 2 e foram obtidos apds plaqueamento em profundidade, a fim de verificar a

ocorréncia do processo de lise no extrato de células de Lactobacillus acidophillus
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Tabela 2 Células viaveis, total de viabilidade e de lise na célula intacta

Antes da Sonicagdo Depois da Sonicagdo
12,30 9 log UFC. mL! inicial 9,32 9 log UFC. mL! final
100% viabilidade 75,77% viabilidade
0% lise 24,23% lise

*Média dos resultados obtidos em duplicata com uma repeticao

Os resultados indicaram que ndo houve lise total na cultura de células avaliadas. As
metodologias disponiveis para rompimento da parede celular dos Lactobacillus spp. (LIN e CHANG,
2000; LEE et al, 2006; CHOI et al, 2006; OU et al, 2009; SAADATZADEH et al, 2013; GHANY et
al, 2014; AFIFY et al, 2012; PIENIZ et al, 2014) nao estabelecem o comparativo da eficiéncia dos
processos de lise.

Uma possivel explicagdo para o baixo nivel de lise celular pode ser devido ao fato do
Lactobacillus acidophilus apresentar parede celular espessa, formada por camadas multilamelares de
peptideoglicanos (90%), além de polissacarideos neutros, acidos teicoicos e lipoteicoico (DELCOUR
et al, 1999). Toda essa estrutura € ainda cercada por um envelope externo de proteinas, denominadas
S-layer (JAFAREI e EBRAHIMI, 2011), o que pode ter dificultado a acao das forgas ultrassonicas.

Embora a metodologia usada neste trabalho tenha sido adaptada, com o aumento do tempo de
sonicacdo e centrifugacdo, foi observado que esse procedimento também nao foi suficiente para

romper todas as células bacterianas.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO LISADO DE CELULAS

PELO METODO DPPH

Os resultados obtidos na comparagdo entre o extrato lisado de células liquido e extrato lisado

de células liofilizado estao apresentados na Tabela 3

Tabela 3. Porcentagem da atividade antioxidante para as diferentes amostras do extrato lisado de
células do Lactobacillus acidophilus (%0 AA)

Concentracdo Extrato Lisado de Células Liquido + Extrato lisado de células liofilizado++
0.5 20,00 % 24,349A
1,0 23,928 29,504
1,5 28,91°8 33,33%
2,0 32,638 37,9134

Diferencas significativas (p<0,05) entre as amostras (letras maitdsculas nas linhas) e concentracdes (letras mindsculas
nas colunas) como fontes de substincias sequestradoras de radicais livres;
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+ A concentra¢do analisada foi em mL;
++ A concentragdo analisada foi em (%m/v).

Os dados demonstram que as duas amostras possuem atividade antioxidante e essa €
proporcional as concentragdes das amostras, pois apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
como fontes de substancias sequestradoras de radicais livres. No entanto, o extrato lisado de células
liofilizado apresentou atividade antioxidante em média 4,9% maior em todas as concentragdes.

Esse fato pode ser explicado considerando que, embora pequena quantidade de células tenha
sido rompida no processo de obten¢do do extrato, a liofiliza¢do pode ter contribuido para o processo
de lise. Os cristais formados durante o congelamento do extrato podem ter rompido as células
remanescentes cujo resultado foi a liberacdo dos materiais intracelulares (SODA et al, 2003;
ANANTA, VOLKERT e KNORR, 2005), por isso aumentou a atividade antioxidante no extrato
lisado de células liofilizado.

Outro ponto a se ressaltar € o fato de que a liofilizagao pode ter aumentado os componentes
antioxidantes. Sugere-se que os tratamentos a frio dados as células de E. coli sdo fisiologicamente
manifestados na forma de estresse oxidativo. Isso levou ao aumento da expressdo de Mn-SOD e
catalase, juntamente com a diminui¢do da glutationa intracelular e a razio entre glutationa reduzida
e oxidada. Para ajustar esses niveis, as bactérias sintetizam glutationa reduzida (POPHALY et al,
2012; ZHANG et al, 2010). Esse efeito protetor foi demonstrado no Lactobacillus sanfranciscensis,

que sobreviveu ao frio na presenca de glutationa reduzida (ZHANG et al, 2010).

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO GEL COSMETICO PELO METODO
DO DPPH

A atividade antioxidante do gel cosmético foi calculada pela substitui¢do dos valores médios
de absorbancia encontrados na Equacdo 2. Os resultados foram expressos em porcentagem de

atividade antioxidante e apresentados na Tabela 4 a seguir.

Tabela 4. Percentual de Atividade Antioxidante (%AA) dos géis formulados com diferentes fra¢des
do Lactobacillus acidophillus

Concentra¢do %(m/v) Gel com Extrato Lisado de células Gel com Extrato Lisado de células
Liquido lifofilizado
0,5 20,90 27,79
1,0 25,05 32,18
1,5 29,21 40,61
2,0 33,72 48,57

90 Revista Théma et Scientia — Vol. 10, n° 2, jul/dez 2020



Avaliagdo da atividade antioxidante do extrato lisado de células liquido e lifofilizado do Lactobacillus acidophilus e
sua correlagdo com a atividade quando incorporado a um gel cosmético

Em relagdo ao gel manipulado com extrato lisado de células liofilizado, pode-se observar que
houve atividade antioxidante em todas as concentragdes. Nesse caso, a influéncia dos agentes de
permeacgdo, como o propilenoglicol e o transcutol, que podem ter influenciado a constante de
solubilidade do principio ativo e melhorado a disponibilidade dos antioxidantes.

Uma patente utilizando o extrato lisado de células de bactérias do género Lactobacillus e de
Streptococcus, adicionado de fons metdlicos, também mostrou potencial contra os radicais livres,
reparo do DNA celular e aumento no sistema imune da pele (HO e YANG, 1992).

A variacdo da atividade antioxidante também aumentou na medida em que aumentou a
concentragdo do principio ativo. Esse comportamento ficou evidenciado, onde a diferenca entre as
médias da menor concentragdo em relagdo a maior foi de 17,78%.

Os géis manipulados também foram comparados as suas respectivas amostras liofilizadas e
liquidas, a fim de estabelecer uma correlacao entre eles. As atividades foram comparadas no tempo
Zero, ou seja, no momento do preparo.

O gel manipulado com extrato lisado liofilizado de células foi comparado com o extrato lisado
de células liofilizado em solucdo tampao fosfato pH 7,0, visto que foram preparados na mesma

concentracdo. Os resultados dessa comparacao foram expressos no Gréfico 1.

Grafico 1 — Comparacao entre a atividade antioxidante do extrato lisado de células liofilizado em
solu¢do e na forma de gel.
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Conforme observado no Gréfico 1, ao serem comparadas as duas amostras, houve correlagdao

nas menores concentragdes (0,5 e 1,0%). Entretanto, a medida que a concentragdo aumentou, também
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aumentou a diferenga na atividade antioxidante entre as amostras, a qual foi melhor evidenciada na
maior concentragdo (2,0%) do gel (10,66%).

Esse fato pode ser explicado em fung¢do do pH. Quando o extrato lisado de células foi preparado,
utilizou-se o mesmo pH do extrato liquido (pH=7,4), visto que esse ultimo j4 havia sido testado e
apresentou atividade antioxidante. Ao adicionar o extrato lisado de células liofilizado no gel com o
pH 7,0 observou-se melhor resultado. Outro fato, citado anteriormente, foi o fato de que, no gel, o
extrato lisado de células liofilizado pareceu se dissolver melhor e aumentou também sua atividade.

A atividade antioxidante pelo método no DPPH do extrato lisado de células liquido foi
comparada a atividade do gel manipulado com esta fracdo no tempo zero (TO), pois mesmo ndo
estando na mesma concentracdo, forneceram informagdes do comportamento da fracdo liquida,

quando incorporada a uma forma farmacéutica. Os resultados estdo expressos no Grafico 2.

Grafico 2 — Comparagao entre a atividade antioxidante do extrato lisado de células liquido e na forma
de gel
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Conforme observado no Gréifico 2, praticamente ndo houve diferencas entre a atividade
antioxidante do extrato lisado de células liquido e quando incorporado ao gel. Dessa forma, foi
possivel observar que a forma farmacéutica gel ndo influenciou na atividade antioxidante desta

fracdo.
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5.CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados descritos demonstram que o Lactobacillus acidophilus representa uma fonte
potencial de antioxidantes naturais, pois possui atividade significativa em todas as fracdes nas
diferentes concentragdes analisadas, entretanto o extrato lisado de células liofilizado em solugdo
apresentou maior efetividade como sequestrante de radicais livres.

Quando a atividade antioxidante do o extrato lisado de células liquido e liofilizado foi
comparada com as respectivas fracdes incorporadas a um gel pelo método do DPPH, foi possivel
concluir que existe correlacdo entre na atividade antioxidante. Entretanto a atividade antioxidante se

mostrou maior no extrato de células liofilizado em gel do que em solucdo.
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