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Resumo

O Lactobacillus acidophilus é a espécie de bactéria ácido-lática mais conhecida e estudada, porém sua ação tópica é pouco explorada. Recentes patentes têm sugerido o desenvolvimento de produtos cosméticos pelo uso de bactérias ácido-láticas como ‘ingredientes bioativos’, na forma de microrganismos vivos ou  seus metabólitos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade e a atividade antioxidante de uma formulação cosmética utilizando a célula intacta liofilizada do Lactobacillus acidophilus, para ser aplicado na proteção da pele contra a ação oxidativa ao longo do tempo. A cepa do Lactobacillus acidophilus NCFM®®, liofilizada e oriunda da indústria farmacêutica, foi adicionada a um gel cosmético tamponado (pH 4,5) em diferentes concentrações.  A ação antioxidante ao longo do tempo foi avaliada pelo método de redução do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). O teste de estabilidade realizado consistiu em submeter às amostras à centrifugação, ao estresse térmico, ao ciclo gelo/degelo e temperatura ambiente. Na centrifugação houve alteração ao final do segundo ciclo decorrente do comportamento do gel. No estresse térmico, houve alterações nos parâmetros analisados. A atividade antioxidante foi proporcional à concentração. Entretanto não se manteve ao longo do tempo. O Lactobacillus acidophilus se desenvolveu no gel manipulado o que pode ter propiciado um aumento inicial na atividade antioxidante.
Introdução
O envelhecimento faz parte do seguimento humano e é de fato, inevitável e influenciada por diversos fatores intrínsecos e extrínsecos. Uma das causas desse processo é a radiação ultravioleta (UV) que leva à formação de radicais livres (Sabatovich, 2004).
Os radicais livres formados podem minimizar a capacidade de defesa antioxidante da pele e acelerar o envelhecimento pela morte celular dos fibroblastos, com menor produção de colágeno (Draelos, 2005).   Consequentemente há perda de funções biológicas do tecido e remodelação da membrana celular, além do aumento da flacidez da pele (Svobodova et al 2006).
A aplicação tópica na forma de cosméticos bem como o uso oral são maneiras eficazes de se restabelecer a proteção da pele contra a ação oxidativa. Além da reposição utilizando moléculas exógenas, buscam-se novas substâncias a fim de que se aumentem direta ou indiretamente os níveis de antioxidantes endógenos (Giacomoni, 2007). 

Neste sentido, o uso de probióticos, aliado ao desenvolvimento tecnológico, tem sido alvo de intensas pesquisas que permitem incorporar em cosméticos os metabólitos da fermentação e extratos celulares obtidos de diferentes matrizes. Assim, são promovidas inúmeras atividades biológicas, úteis à manutenção da saúde da pele, que atuam inclusive como antioxidantes (Teran, 2011).
Já estão disponíveis no mercado brasileiro produtos cosméticos com probióticos e matérias-primas que podem ser utilizados na manipulação e, embora as informações dos rótulos ou o laudo do produto não indiquem especificamente a função antioxidante, estudos realizados em nosso laboratório demonstraram que tal função existe (Costa & Vale 2015), Essa informação é embasada também na literatura, pois inúmeros estudos demonstram que há atividade antioxidante do Lactobacillus acidophilus em sua célula intacta e em frações da mesma na última década (Kim et al., 2005; Choi et al., 2006; Amaretti et al., 2013).
 
O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formulação cosmética utilizando a célula intacta liofilizada do Lactobacillus acidophilus, para ser aplicado na proteção da pele contra a ação oxidativa e capaz de manter sua estabilidade e eficácia antioxidante ao longo do tempo. 

Material e Métodos
A cepa do Lactobacillus acidophilus NCFM® , liofilizada e oriunda da indústria farmacêutica, foi adicionada a um gel cosmético  tamponado ( pH 4,5) em diferentes concentrações.  O teste de estabilidade realizado foi o de triagem ou estabilidade preliminar, que consistiu em submeter às amostras à centrifugação, ao estresse térmico, ao ciclo gelo/degelo e temperatura ambiente nos tempos (T0) e diariamente até o final do estudo (T12) e avaliar suas características organolépticas e físico químicas. (Brasil, 2004).
Para a avaliação da atividade antioxidante, a metodologia foi realizada conforme Freis e Frasson (2010), com algumas modificações. Inicialmente, foi preparado 1g de gel cosmético contendo 0,2g da célula intacta liofilizada. As amostras foram então diluídas de modo a se obterem concentrações de 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0% (1,5mL m\v), para minimizar a influência do gel na leitura espectofotométrica.    

Ás alíquotas de 1,5 mL de cada uma das concentrações, foram adicionados 1,5 mL da solução metanólica de DPPH 50 mg. L⁻¹. Após 30 minutos, a absorbância foi mensurada no comprimento de onda de 517 nm, para quantificação da descoloração, utilizando metanol para zerar o espectrofotômetro. Essa metodologia foi realizada no dia da manipulação do gel (T0). Os experimentos foram realizados em triplicata á temperatura ambiente e ao abrigo da luz, entretanto, não foi possível repetir devido á pequena quantidade de gel preparada. O percentual da atividade antioxidante foi calculado conforme a equação a seguir:
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Resultados e Discussão
No teste de centrifugação, ocorreu alteração do produto ao final do segundo ciclo em todas as concentrações, entretanto foi devido ao comportamento pseudoplástico do gel. No estresse térmico, a partir dos 40 ºC houve alterações nos parâmetros analisados, dessa forma, foi possível supor que a célula intacta se dissolveu e desenvolveu no gel nessa temperatura. Na temperatura ambiente a partir do sexto dia, houve alterações na viscosidade (visualmente), pois o produto ficou menos fluido em todas as concentrações. Supõe-se que esse comportamento foi devido ao aumento da permeabilidade da membrana da bactéria, que então absorveu água. Já no ciclo gelo/degelo, a mesma alteração foi observada a partir do quarto dia.
A partir do nono dia, em ambas as temperaturas, o gel mudou seu aspecto do transparente para o opaco e a cor para o branco. Isso reforça a teoria de que a célula intacta se dissolveu melhor no gel e se desenvolveu no produto. Com relação ao  pH do gel manipulado com a célula intacta, observou-se que, nas duas temperaturas, houve praticamente a mesma alteração de pH em função do tempo. E essa variação aumentou também em função da concentração do princípio ativo.
 A atividade antioxidante foi proporcional à concentração. O possível crescimento celular pode ter propiciado aumento gradativo da atividade antioxidante que foi de 29,80(T0) para 34,21% (T12), na temperatura ambiente. No ciclo gelo/degelo, as alterações na temperatura primeiramente aumentaram a atividade antioxidante de 29,80%(T0) para 36,58%(T4) na maior concentração. Entretanto, essa atividade não se manteve ao longo do tempo, pois diminui a partir do quarto dia e passou para 24,34%(T12) .
Conclusão
Os resultados descritos demonstram que o Lactobacillus acidophilus NCFM® representa uma fonte potencial de antioxidantes naturais, pois possui atividade significativa nas diferentes concentrações analisadas.  O Lactobacillus acidophilus se desenvolveu no gel manipulado, o que pode ter propiciado um aumento na atividade antioxidante. Entretanto, esta atividade não se manteve no ciclo gelo/degelo no período do estudo. 
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