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RESUMO

SOARES, Thalita Rodrigues. Formacao de biofilme em superficies abioticas por
Corynebacterium guaraldiae e Corynebacterium aurimucosum e bioatividade do
cinamaldeido. 2023. 83 f. Dissertagdao (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Corinebactérias sdo bacilos Gram-positivos pleomorficos pertencentes ao microbioma
da pele e mucosas, devido a isso o seu potencial patogénico foi negligenciado por muito tempo.
Entretanto, casos de infec¢des em humanos causados por Corynebacterium spp. t€m sido
crescentes, envolvendo quadros infecciosos com infecgdes respiratorias, conjuntivite,
endocardite e infecgdes do trato urinario. O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial
de viruléncia de Corynebacterium guaraldiae e Corynebacterium aurimucosum, a toxicidade
do cinamaldeido e suas propriedades antibacterianas. Para avaliar o potencial de viruléncia,
foram utilizadas metodologias de formagao de biofilme em superficies abidticas (poliestireno,
cateter de poliuretano e inox); para verificar a toxicidade do cinamaldeido, foram executados o
teste in silico frente linhagens de células tumorais utilizando a plataforma CLC-Pred, e in vivo
utilizou-se o microcrustaceo Artemia salina e a larva Tenebrio molitor. Foram executados
também os testes de erradicacao de biofilme em superficie de poliestireno e tratamento de
infeccdo induzida por C. guaraldiae e C. aurimucosum em T. molitor utilizando o
cinamaldeido. Em relagdo a capacidade de formacao de biofilme, foram observadas em ambas
as espécies a positividade dos ensaios para as superficies de poliestireno e poliuretano, mas nao
em superficie de inox. O cinamaldeido quando testado in silico, mostrou-se um composto
seguro para uso, visto que ndo houve toxicidade frente as linhagens celulares selecionadas. Nos
testes in vivo realizados, o cinamaldeido ndo apresentou toxicidade frente as larvas de T.
molitor, entretanto, foi toxico para A. salina, podendo ter relacdo com a atividade
antimicrobiana dele. O composto foi capaz de erradicar em todas as concentragdes testadas,
aproximadamente, 90% dos biofilmes pré-formados por C. guaraldiae e C. aurimucosum. Por
fim, verificou-se que o cinamaldeido apresentou atividade protetora frente alguns isolados deste
trabalho. Diante do exposto, conclui-se que as espécies de C. guaraldiae e C. aurimucosum
apresentam fatores que podem contribuir para o estabelecimento e disseminagao de infecgdes e
o cinamaldeido apresentou caracteristicas eficazes para o tratamento de infec¢des causadas
pelas espécies estudadas, mas estudos complementares sao necessarios.

Palavras-chave: Corinebactérias. Composto Fitoquimico. Antimicrobiana. Toxicidade.



ABSTRACT

SOARES, Thalita Rodrigues. Biofilm formation on abiotic surfaces by Corynebacterium
guaraldiae and Corynebacterium aurimucosum and cinnamaldehyde bioactivity. 2023. 83 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Corynebacteria are Gram-positive pleomorphic bacilli belonging to the microbiome of
the skin and mucous membranes, due to which their pathogenic potential has been neglected
for a long time. However, cases of hospitalization in humans caused by Corynebacterium spp.
have been increasing, involving infectious conditions with respiratory breathing, conjunctivitis,
endocarditis, and evacuation of the respiratory tract. The aim of the present study was to
evaluate the virulence potential of Corynebacterium guaraldiae e Corynebacterium
aurimucosum, the toxicity of cinnamaldehyde, and its antibacterial properties. To assess the
virulence potential, biofilm formation methods were used on abiotic surfaces (polystyrene,
polyurethane catheter, and stainless steel); to verify the toxicity of cinnamaldehyde, the in-silico
test was performed against tumor cell lines using the CLC-PRed platform, and in vivo using the
microcustaceous Artemia salina and the larvae Tenebrio molitor. Biofilm eradication tests on
polystyrene surface and treatment of infection induced by C. guaraldiae and C. aurimucosum
in 7. molitor using cinnamaldehyde were also performed. Regarding the ability to form a
biofilm, positive tests were observed in both species for polystyrene and polyurethane surfaces,
but not for stainless steel surfaces. Cinnamaldehyde, when tested in-silico, proved to be a safe
compound for use, since there was no toxicity against the selected cell lines. In live tests carried
out, cinnamaldehyde did not show toxicity to 7. molitor larvae, on the other hand, it was toxic
to A. salina, which may be related to its antimicrobial activity. The compound was able to
eradicate, at all sample concentrations, approximately 90% of preformed biofilms by C.
guaraldiae and C. aurimucosum. Finally, it was possible to verify that cinnamaldehyde showed
protective activity against some samples of the corynebacteria used. Given the above, it is
concluded that the species of C. guaraldiae and C. aurimucosum presented factors that may
contribute to the establishment and dissemination of transmission, and cinnamaldehyde
presented effective characteristics for the treatment of transmission caused by the cited species.
Further studies are needed.

Keywords: Corynebacteria. Phytochemical Compost. Antimicrobial. Toxicity
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INTRODUCAO

Lehmann e Neumann descreveram o género Corynebacterium em 1896, sendo a espécie
tipo Corynebacterium diphtheriae, pertencente a ordem Corynebacteriales e a familia
Corynebacteriaceae, espécies deste género sdao caracterizadas como bacilos Gram-positivos
irregulares, além disso, sdo aerdbios ou anaerobios facultativos, imdveis, ndo formadores de
esporos, possuindo um alto contetido de guanina e citosina em seu DNA (GHERARDI et al.,
2015; CRESCI et al., 2016). H4 também a presenca em sua estrutura de uma micomembrana
composta por acido micdlico que envolve a parede celular bacteriana da maioria das espécies
de Corynebacterium, funcionalmente semelhante a membrana externa das bactérias Gram-
negativas (BURKOVSKI, 2014).

A patologia causada por esse género depende da espécie envolvida, tendo como
principais notificacdes em respiratdrio inferior e trato urindrio, sitios intravenosos (cateter e
sangue), liquor, liquido peritoneal, feridas cirargicas, além de lesdes cutineas, abcessos e
secrecdo ocular. Todavia, a patogenicidade desses microrganismos permanece subestimado
pelos profissionais de satide e considerado em laboratoérios clinicos como meros contaminantes
(MARTINS et al., 2009; BERNARD, FUNKE, 2015; KALT et al., 2018; SHARIFF, ADITI,
BERI, 2018; KATES, STARR, BOURASSA, 2020; SANCHEZ ELUCHANS et al., 2021).

Como fator de viruléncia das corinebactérias, ja foram descritas a presenca da toxina
diftérica (TD), e uma variedade de adesinas e lipoglicanos que acarretam no favorecimento da
adesdo na interacdo com o hospedeiro. Além disso, o biofilme pode ser um mecanismo de
viruléncia que algumas corinebactérias podem apresentar, e que desempenha importante papel
na colonizacdo de superficie de materiais invasivos (por exemplo, cateter urinario), na pouca
eficiéncia da resposta imune do hospedeiro, assim como na redu¢do da eficécia do tratamento
com antimicrobianos (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Yassin e colaboradores (2002) descreveram pela primeira vez a espécie de
Corynebacterium aurimucosum, oriunda de uma amostra de hemocultura de um quadro de
bronquite. Ademais, C. aurimucosum foi relatado na literatura em quadros de bacteremia,
aborto espontaneo, infec¢ao do trato urinario frequente, infec¢ao pos-cirtrgica do trato urinario,
infeccdes em pé diabético, afecgdes da pele, entre outros (BERNARD, 2012; ESKANDAR et
al.,2020; LO et al., 2015; TROST et al., 2010).
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Em contrapartida, Corynebacterium guaraldiae ¢ uma nova espécie que foi isolada de
cisto sebaceo, descrita em 2023. Sao Gram-positivas, aerobias, ndo alcool acido resistente, ndo
formadora de esporos e imdveis, apresentam colonias cremosas, viscosas, redondas, lisas e de
tamanho médio. Sao positivas para catalase e pirazinamidase e negativas para nitrato, urease,
esculina e oxidase. A capacidade de fermentacdo de carboidratos foi observada a partir de
glicose e maltose, mas ndo para lactose, manitol, ribose, xilose e glicogénio. A maioria dos
isolados apresentaram capacidade de fermentar a sacarose (SANT’ANNA et al., 2023).

O uso indiscriminado dos antimicrobianos ¢ um dos fatores ligados ao aumento do perfil
de resisténcia a antibidticos, levando a necessidade de pesquisas voltadas para novos farmacos
eficazes e seguros (KHARE, NARAYANA, 2017; SABINO et al., 2019). Devido algumas
espécies de Corynebacterium serem consideradas como contaminantes na pratica clinica e nao
patogénicas, o seu perfil de susceptibilidade ¢ pouco estudado quando comparado a outras
espécies de bacilos Gram-positivos (BERNARD, FUNKE, 2015).

O aparecimento de cepas multidroga-resistentes (MDR) de espécies do género
Corynebacterium dificulta o sucesso do tratamento com antimicrobianos em alguns processos
infecciosos (OLENDER, 2013). A susceptibilidade das espécies do género ¢ variavel, pois em
um estudo de Fernandez-Roblas e colaboradores (2009) apresentou espécies sensiveis a
linezolida, daptomicina, mas com resisténcia a eritromicina, claritromicina, azitromicina,
clindamicina e rifampicina. Em outro estudo, mostrou-se resistente a penicilina (LEAL,
JONES, GILLIGAN, 2016). Em contrapartida, Lo e colaboradores (2015) descreveram
sensibilidade a eritromicina, lincomicina, vancomicina, cefalotina, imipenem, tetraciclina,
ciprofloxacina e cloranfenicol, e resisténcia a penicilina e ao sulfametozaxol com trimetoprima.

Consequentemente, o descontentamento com a eficacia dos tratamentos € o custo da
medicina moderna, somado a boa aceitagdo de compostos naturais, tem levado cada vez mais a
se buscar terapias associadas aos produtos naturais, como drogas vegetais e fitoterapicas
(QUINTANS et al., 2013).

O principal composto ativo do 6leo essencial (OE) da casca do caule de Cinnamomum
cassia (popularmente conhecida como canela-aromatica ou canela chinesa), o cinamaldeido
(CN), tem sido amplamente utilizado para fins medicinais, incluindo o uso como anti-
inflamatoério, antiemético e analgésico (MIHARA & SHIBAMOTO, 2015). O CN ¢ o principal
constituinte do 6leo essencial de canela, e ¢ reconhecido como seguro e aprovado na industria
de alimentos (ROGIERS et al., 2017). Além disso, possui propriedades importantes como a

atividade antibacteriana a varios microorganismos, tais como Staphylococcus aureus (FERRO
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et al., 2016), Enterococcus faecalis (CHANG et al., 2001) e Pseudomonas aeruginosa
(UTCHARIYAKIA et al., 2016; FRIEDMAN, 2017; ALBANO et al., 2019). Entretanto, ainda

ndo foram descritos o efeito do CN frente C. guaraldiae e C. aurimucosum.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Género Corynebacterium

Corinebactérias sao bactérias que tendem a ser claviformes quando cultivadas em meio
artificial/sintético e observadas em microscopio. Além disso, ndo formam esporos, nao
possuem flagelos ou capsulas. Dependendo das condigdes de cultivo e do tempo de exposicao,
também podem ser observadas na forma de cocobacilos. Seu crescimento ocorre em aerobiose
em 48 horas a 37 °C e podem se apresentar como coldnias ligeiramente secas, brancas, opacas
e lisas (BERNARD, FUNKE, 2012).

Atualmente, 143 espécies compde o género de Corynebacterium (PARTE et al., 2020),
podendo ser encontradas em diferentes nichos bioldgicos como, por exemplo, amostras clinicas
humanas, materiais sintéticos, solo, agua, alimentos (JAEN-LUCHORO et al., 2020). Além
disso, ja foram isolados em diversos locais de infeccdo, sendo os mais importantes o trato
urinario e respiratdrio, sangue, liquido cefalorraquidiano, liquido peritoneal, feridas cirargicas,
além de lesdes cutaneas, 0ssos, abscessos e secrecao ocular (CAMELLO et al., 2003;
MARTINS et al., 2009; FUNKE; BERNARD, 2011; PEIXOTO et al., 2016).

A espécie mais conhecida do género, ¢ Corynebacterium diphtheriae, o principal agente
etiologico da difteria. A difteria consiste numa doenca de evolucao aguda, que apresenta uma
significativa causa de mortalidade e letalidade no mundo inteiro (JANDA, 1998; CERDENO
TARRAGA et al., 2003; TROST et al., 2012; ZASADA, 2018). Os sintomas da difteria sdo
fraqueza, prostracdo, dificuldade de degluticdo, aumento das tonsilas, presenca de placas
esbranquicadas ou amarelo-acinzentadas, o que pode levar a dificuldade de respiragcdo
(TSINZERLING et al., 1980; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Apesar do programa de vacinacdo contra a difteria ser desde a década de 40, essa
doenca, que era uma das mais comuns e temidas antes da era da vacinagao, continua sendo um
grave problema de satide publica em todo o mundo. Segundo a Organizagao Mundial da Saude
(OMYS), ainda ocorrem epidemias em varios paises em desenvolvimento e industrializados, € a
difteria ¢ endémica em varias partes do mundo, principalmente em paises em desenvolvimento,

como India, Vietn e Caribe (BRASIL, 2019).
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A diferenciacdo entre espécies do género Corynebacterium pode ser feita através do
polimorfismo das bandas de restricdo do gene do 16S rRNA, ou pelo gene rpoB
(VANEECHOUTT et al., 1995; KHAMIS et al., 2003). Também pode ser utilizado o sistema
de identificacdo semiautomatizado API® Coryne, que emprega a identificacdo com 90,5% de
fidelidade (KONRAD et al., 2010). A técnica de identificagao molecular Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization — Time of Flight (MALDI-TOF, em portugués, lonizagao por Dessor¢ao
a Laser Assistida por Matriz com analisador por tempo de voo) ¢ a mais utilizada, visto que
este possui baixo custo e rapidez. A identificagdo por MALDI-TOF ¢ baseada na composi¢ao

proteica das células microbianas (KONRAD et al., 2010; ALIBI et al., 2015).

1.1.1 Perfil de resisténcia de Corynebacterium spp.

Soriano, Zapartiel e Nieto (1995) descreveram que a resisténcia de cepas de
Corynebacterium sao imprevisiveis, sendo de suma importancia a realizacdo da determinacao
de sua susceptibilidade para o sucesso terapéutico. Inicialmente, a terapia empirica utilizada
para infeccdes com bactérias Gram-positivas ¢ realizada com vancomicina associada a
rifampicina.

Estudos mostram que a resisténcia das espécies de Corynebacterium a diferentes
compostos quimicos esta relacionado aos elementos genéticos extracromossdmicos envolvidos
na transmissdo da resisténcia para cepas patogénicas e potencialmente patogénicas
(ADDERSON et al., 2008; FERNANDEZ-ROBLAS et al., 2009).

Goldner e colaboradores (2018) relataram que a resisténcia as fluoroquinolonas e
daptomicina ocorre pelo mecanismo interno envolvido em mutagdes pontuais nos genes gyrA
e pgsA2, respectivamente. De modo diferente, a presenca de plasmideos em Corynebacterium
spp. € rara, mas possuem relagdo com os antimicrobial resistance genes (ARGs, em portugués,
genes de resisténcia antimicrobiana) (TAUCH et al., 2003; SCHRODER et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2017)

Estudos ja relataram varios ARGs associados a elementos genéticos moéveis em
corinebactérias, incluindo plasmideos, integrons, sequéncias de insercdo e transposons
(NESVERA; HOCHMANNOVA; PATEK, 1998; TAUCH et al., 2003; OLENDER et al.,
2012; HENNART et al., 2020). Por exemplo, em Corynebacterium striatum um grupo de genes
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estdo associados a resisténcia aos antimicrobianos, chamado de resistoma e apresentam
elementos cromossomicos e adquiridos, determinados principalmente por transposons,
sequéncias de inser¢do e plasmideos. Essa espécie apresenta resisténcia as fluoroquinolonas e
daptomicina em decorréncia de mutagdes em genes cromossomicos. Os elementos gendmicos
moveis como plasmideos e transposon de C. striatum conferem resisténcia a eritromicina,
tetraciclinas, cloranfenicol e penicilina (LEYTON et al., 2021).

O fenétipo frequentemente encontrado em estafilococos coagulase negativa de
resisténcia simultdnea a macrolideos, lincosamidas, estreptograminas esta ligada ao gene erm
(X) (TAUCH et al., 2000, SZEMRAJ, KWASZEWSKA, SZEWCZYK, 2018; SZEMRAI et
al., 2019). No entanto, foi observado em corinebactérias de importancia clinica, como C.
diphtheriae, Corynebacterium xerosis, Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium
pseudodiphtheriticum, Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium urealyticum e
Corynebacterium striatum (ROSATO; LEE; NASH, 2001; GUIRAO et al., 2005; OLENDER,
NIEMCEWICZ, 2010; LEYTON et al., 2021).

1.2 Mecanismos de viruléncia das corinebactérias

1.2.1 Toxina diftérica

Os fatores de viruléncia sd3o componentes essenciais para uma colonizacdo bem-
sucedida de uma bactéria patogénica (TAUCH, BURKOVSKI, 2015). A toxina diftérica (TD)
¢ o fator de viruléncia mais bem estudado do género Corynebacterium e ¢ codificado pelo gene
da toxina, conhecido como gene fox, um polipeptideo de aproximadamente 58 kDa com 535
residuos de aminoacidos encontrado em bacteriofagos, os corinefagos. E formado por dois
fragmentos, A e B, sendo capaz de promover rearranjos do citoesqueleto e inibir a sintese
proteica, causando lise celular e fragmentagdo do DNA nuclear, ocasionando apoptose e
necrose celular devido possuir tropismo pelo miocardio, rins, sistema nervoso e glandulas

suprarrenais (WONG,GROMAN, 1984; HADFIELD, 2000; SANTOS et al., 2010).
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A integracgdo de corinefagos no genoma bacteriano ¢ capaz de promover a transformagao
de cepas nao toxigé€nicas em cepas toxigénicas, tal alteragdo ja foi descrita em humanos
(ZAKIKHANY, NEAL, EFSTRATIOU, 2014).

O complexo C. diphtheriae sdo espécies descritas como potenciais produtoras da TD e
¢ formado atualmente por 6 espécies, sendo estas: C. diphtheriae, Corynebacterium ulcerans,
Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium belfantii, Corynebacterium rouxii €
Corynebacterium silvaticum (HOLMES, 2000; BERNARD; FUNKE, 2015; DAZAS et al.,
2018; BADELL et al., 2020; DANGEL et al., 2020).

Somado a atengdo sob as espécies potencialmente produtoras de TD, a comunidade
cientifica e profissionais de saude notaram que havia outros processos infecciosos
principalmente devido a amostras ndo produtoras de TD. Essas amostras podem ser
encontradas no microbioma de seres humanos atuando como agentes oportunistas e ja foram
descritas como agentes causadores de infecgdes do trato urinario, bacteremia, endocardite,
meningite, entre outras. Dentre estes, destacam-se Corynebacterium afermentans, C.
amycolatum, Corynebacterium glucuronolyticum, Corynebacterium  jeikeium,
Corynebacterium macginleyi, Corynebacterium minutissimum, Corynebacterium propinquum,
C. pseudodiphtheriticum, C. striatum, C. urealyticum, Corynebacterium xerosis (MORRIS,
GUILD 1991; MUNIAN et al., 1997, WANG, MATTSON, WALD, 2001; DOBLER,
BRAVENY, 2002; CAMELLO et al., 2003; ORDONEZ-PALAU, BOQUET, 2007; PRETE et
al., 2008; FERNANDEZ-NATAL et al., 2008; MARULL, CASARES, 2008; BAIO et al.,
2013; GHERARDI et al., 2015; CARVALHO et al., 2018; RAMOS et al., 2019).

1.2.2 Propriedades adesivas

Existem varias adesinas e proteinas na superficie dos microrganismos que mediam a
ligacdo do receptor e promovem a colonizacao da superficie. Para bactérias patogénicas, essas
adesinas sdo essenciais nos estagios iniciais da infec¢do, ou seja, permite o contato com as
células hospedeiras e a colonizagao de varios tecidos (KLINE et al., 2009).

Devido o aparecimento de infecgdes por C. diphtheriae em pessoas que ja foram
imunizadas e infecgdes crescentes causadas por amostras ndo produtoras de TD, indicam que

existem outros fatores de viruléncia relacionados ao processo infeccioso. Dessa forma, diversos
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estudos apontam a capacidade de Corynebacterium spp. de aderir em diferentes substratos
médicos e células humanas com intensidade variada. Além disso, presenca de adesinas fimbriais
(MANDLIK et al., 2008; BRODWAY et al., 2013) e nao fimbriais (SABBADINI et al., 2012;
ANTUNES et al., 2015; SANGAL et al., 2015; PEIXOTO et al., 2017), a capacidade de
interagir com proteina de matriz extracelular (MEC) (ANTUNES et al., 2015; PEIXOTO et al.,
2017) e o fibrinogénio plasmatico (SABBADINI et al., 2010) parecem contribuir para o
processo de colonizagdo, manuten¢do da infeccdo e disseminag@o nos tecidos do hospedeiro
(MATTOS-GUARALDI, DUARTE FORMIGA, PEREIRA, 2000; BERTUCCINI,
BALDASSARRI, VON HUNOLSTEIN, 2004; HIRATA et al., 2004; GOMES et al., 2009;
ANTUNES et al., 2015).

As corinebactérias possuem uma ampla variedade lipoglicanos como
lipoarabinomananas (LAM) e lipomananos (LM), que estdo relacionadas com a aderéncia do
microrganismo (BRENNAN, NIKAID, 1995). Por exemplo, isolados de C. diphtheriae
causadores de endocardite demonstraram exibir padroes de adesdo em células epiteliais da
faringe humana (HEp-2), devido uma nova variante de LAM mediada por lipoglicano chamada
CdiLAM (HIRATA JR et al., 2008; MOREIRA, MATTOS-GUARALDI, ANDRADE, 2008).
C. diphtheriae também possui uma proteina associada a superficie, a DIP1281 que parece
participar da organizagdo da camada proteica externa (OTT et al., 2010).

A capacidade de C. diphtheriae interagir ¢ migrar através de barreiras epiteliais e
endoteliais também tem sido observada (HIRATA JR et al., 2008; PEIXOTO et al., 2014). A
adesina nao fimbrial DIP0733 (67-72p) corroborou com a invasao de células epiteliais e induziu
a apoptose (HIRATA JR et al., 2008; SABBADINI et al., 2012; ANTUNES et al., 2015).
Amostras de C. diphtheriae independentes da producao da TD apresentaram estratégias de
sobrevivéncia em macrofagos humanos (linhagem U-937) e indugdo de morte celular por

apoptose e necrose (SANTOS et al., 2010).

1.3 Biofilme

Biofilme ¢ um aglomerado de multicamadas de células embebidas em uma matriz
polissacaridica extracelular, consistindo em substancias poliméricas como polissacarideos,

DNA extracelular (eDNA) e proteinas, que podem variar dependendo das condigdes ambientais
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e diferentes espécies bacterianas. Estima-se que 80% das infeccdes microbianas estdo
relacionadas a capacidade dos microrganismos de produzir um biofilme, o que reflete
diretamente nos custos globais de satde, necessitando de um foco em novas estratégias
potenciais de tratamento (CAMPOS-SILVA et al., 2019; GRAF et al., 2019). Os biofilmes
desempenham um papel importante nas infec¢des associadas a dispositivos médicos, como
aparelhos circulatorios, cateteres urinarios, lentes de contato, implantes ortopédicos e cardiacos,
onde ¢ formada uma matriz de bactérias e biopolimeros extracelulares. Podem ocorrer tanto em
superficies bidticas quanto abidticas e sdo extremamente dificeis de erradicar, pois as bactérias
dentro do biofilme sdo protegidas tanto do sistema imunologico do paciente quanto do
tratamento antimicrobiano (AL-HAQAN et al., 2020; MICHALIK et al., 2020; MICHELS et
al.,2021).

A formagdo de um biofilme significa uma transi¢do de um modo de vida planctdnico
para séssil, preso a superficie. A colonizagdo comeca com a adesao reversivel, que pode ou nao
se tornar irreversivel. Esse primeiro contato com a superficie ¢ instavel e ocorre devido a
interacdes eletrostaticas ¢ hidrofobicas. (KOSTAKIOTI et al., 2013).

O desenvolvimento do biofilme ocorre em trés estagios: (a) fixacdo, (b) crescimento e
forma¢ao de um biofilme maduro e (c¢) desprendimento e dispersdo, que envolvem fatores
proteicos e nao proteicos € desempenham um papel importante na integridade e estruturacao do
biofilme (Figura 1). Durante a fixacao, as proteinas associadas a superficie chamadas Microbial
Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMMSs, em portugués,
componentes de superficie microbiana que reconhecem moléculas de matriz adesiva) formam
interacdes ndo covalentes com a superficie dos dispositivos e tecidos do hospedeiro e se ligam
ao fibrinogénio, fibronectina e coldgeno, que desempenham um papel importante na adesao.
Ap6s essa fixagdo, o biofilme se multiplica e amadurece, resultando na formacao de uma matriz
extracelular constituida pelo exopolissacarideo (EPS) que forma o biofilme. Além disso, ocorre
a producao de 4cidos teicdicos, proteinas ¢ DNA, e durante esta segunda parte sao formados
canais e estruturas "semelhantes a cogumelos", que facilitam o transporte de nutrientes para as
camadas mais profundas do biofilme. Na etapa final, a massa de biofilme se espalha para locais
distais devido a surfactantes como peptideos de modulina soltivel em fenol (LE, PARK, OTTO,
2018; KOT, SYTYKIEWICZ, SPRAWKA, 2018; GRAF et al., 2019; JASINSKA et al., 2021).
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Figura 1 - Etapas de desenvolvimento do biofilme
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Fonte: Trentin, Giordani, Macedo (2013).

E considerado um grave problema quando ha a formagdo de biofilme em implantes de
materiais artificiais, podendo levar a infecg¢des. Isso pode ocorrer em dispositivos médicos que
estdo em contato direto com o sangue. Sua ocorréncia, quando relacionada a pacientes
submetidos a bioimplantes, que sdao dispositivos de origem natural ou sintética que interagem
com sistemas bioldgicos, tem aumentado de maneira significativa, tornando-se preocupante,
pois o processo de adesdo bacteriana influencia diretamente na morbimortalidade de pacientes
e custos envolvidos (MORAES et al., 2013; SUED-KARAM et al., 2022).

A organizacao do biofilme protege os microrganismos da fagocitose e da ativagdo do
sistema complemento. Além disso, a secre¢ao de anticorpos opsonizantes € a producao de
perdxido de hidrogénio sdo ineficazes, uma vez que nao conseguem penetrar no biofilme devido
a presenca do EPS, que evita a passagem e a a¢ao destas moléculas (COSTERTON et al., 1999;
STEWART et al., 2000; ZIMMERLI et al., 2004; FUX et al., 2005; SMITH, 2005).

Uma maior resisténcia antimicrobiana dos microrganismos em biofilmes pode ser
explicada pelo fato de que bactérias estdo cercadas pelo EPS, que possui uma arquitetura
geralmente estavel e fisicamente pode restringir a penetragdo e a difusdo de agentes
antimicrobianos, impedindo que se atinja a concentragdo adequada nos tecidos do hospedeiro e
no ambiente intracelular. Outra possibilidade seria que, por ser de natureza anidnica, o EPS
reagiria com os antimicrobianos, podendo inclusive adsorvé-los (PATEL, 2005; SMITH,
2005).

Espécies de Corynebacterium ja demonstraram a capacidade de produzir biofilmes em
superficies abioticas, conferindo vantagens a esses microrganismos (MATTOS-GUARALDI,
FORMIGA, 1991; KWASZEWSKA et al., 2006; GOMES et al., 2013; FROLOVA,
KHARSEYEVA, MIRONOV, 2014; SOUZA et al.,2015; LEAL et al., 2016; QIN et al., 2017,
KANG et al., 2018;). As propriedades infecciosas de C. diphtheriae ja foram estudadas e
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aspectos como producdao de biofilme, propriedades hidrofobicas e hemaglutinantes foram
descritos (MATTOS-GUARALDI et al., 1999; SABBADINI et al., 2012), foi relatado a
capacidade de C. diphtheriae em produzir biofilme em diversas superficies solidas inertes,
incluindo cateteres (MANDLIK et al., 2008; GOMES et al., 2009). Essa producao de biofilme
promoveu a sobrevivéncia do microorganismo na presenca dos antimicrobianos como
penicilina e a eritromicina (GOMES et al., 2013).

A remocao de biofilmes estabelecidos ¢ mais dificil, além da protecdo conferida pelo
EPS, observou-se grande heterogeneidade fenotipica onde populagdes celulares expressam
diferentes resisténcias, sendo necessario o uso de agentes combinatérios que desestruturam a
estrutura dos EPS e facilitam a entrada de desinfetantes para matar microorganismos ou

indutores de lise de células do biofilme (STEWART, FRANKLIN, 2008).

1.4 Plantas medicinais e sua terapéutica

O uso indevido e excessivo de antimicrobianos contra doengas causadas por bactérias ¢
um fator importante no rapido surgimento e disseminagdo de isolados resistentes. Portanto,
novos agentes antimicrobianos eficazes e seguros sao necessarios, € as plantas medicinais e
seus compostos aparecem como uma fonte promissora com propriedades antibacterianas que
podem ajudar no tratamento dessas infeccdes (MAMATOVA et al., 2019; NGUYEN et al.,
2019). Além da resisténcia aos compostos farmacéuticos, ¢ preocupante a toxicidade que alguns
deles causam ao homem, aos animais e ao proprio meio ambiente (MACHADO, JUNIOR,
2011).

Christo e colaboradores (2010) afirmaram que a utilizagdo de plantas como terapéutica
vem desde os primérdios, mesmo sem o conhecimento dos beneficios e maleficios que isso
poderia causar. No Antigo Testamento, aproximadamente 1500 anos antes de Cristo, a planta
mandragora ja era utilizada como analgésico para aliviar fortes dores.

A Relagio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide
(RENISUS), criada pelo Ministério de Saude lista 71 espécies de flora com potencial
terapéutico para doencas existentes no Brasil. Junto a esse 6rgao, o Memento Fitoterapico da
Farmacopeia Brasileira traz informagdes adicionais sobre as plantas listadas, auxiliando no uso

correto e possiveis efeitos adversos (ANVISA, 2010).
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Ja foram relatadas as atividades antibacterianas e antifiungicas de extratos de plantas,
OEs e compostos isolados como alcaloides, polifendis, taninos e terpenos. Os metabolitos
secundarios tém propriedades antibacterianas e antifingicas através dos seguintes mecanismos:
taninos através da inibi¢do enzimadtica, depuracdo do substrato, ruptura da membrana e
complexacdo de ions metalicos; terpenos e 6leos essenciais causam o rompimento da membrana
e alcaloides se alternam na parede celular bacteriana (SUBRAMANI et al., 2017; MENEZES
FILHO et al., 2020a; MENEZES FILHO et al., 2020b).

Viarios métodos estdo disponiveis na literatura para avaliar a atividade antibacteriana
dos extratos e OEs e seus compostos, incluindo testes de triagem (qualitativos) e testes
quantitativos que determinam, por exemplo, a concentracao inibitéria minima (CIM), que ¢ a

menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano (AMPARO et al., 2018).

1.4.1 Cinamaldeido

O o6leo essencial (OE) obtido das folhas e casca de C. cassia ¢ um dos mais eficazes na
prevengdo do crescimento microbiano (DOYLE, STEPHENS, 2019). Encontrada como um
liquido oleoso amarelo com cheiro de canela e sabor doce (SIMOES et al., 2016), seus
principais componentes sdo o CN, um fenilpropanoide derivado do acido ciclamico (SILVA et
al., 2018), eugenol, fenol e linalol. Sua casca possui baixo teor de eugenol (5-10 %) e CN (ou
acido cinamico) superior (65-80 %) (YANAKIEV, 2020). Conforme observado na literatura, o
aldeido cinamico e seus derivados sintéticos possuem efeitos termogénico, antitumoral,
cardioprotetor, anti-inflamatdrio, antimicrobiano e antibiofilme (LEE et al., 2017; DOYLE,
STEPHENS, 2019). Suas propriedades quimicas permitem que ele atue como um composto
oralmente ativo e possa ser usado como modelo para o desenvolvimento de novos farmacos
(SHREAZ et al., 2016).

Guo e colaboradores (2006) evidenciaram que o CN ¢ inibidor do fator nuclear, que ¢
um fator de transcri¢do que tem como finalidade regular a expressdo de genes inflamatorios e
imunologicos. Liao e colaboradores (2012) descreveram que este composto aumenta a atividade
das enzimas antioxidantes, como a catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase.

Firmino e colaboradores (2018) verificou que o CN inibiu a formacao de biofilme de

bactérias Gram-negativas em fragmentos de cateter urinario, em todas as concentragdes. Além
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disso, foram descritos seus efeitos antimicrobianos contra Staphylococcus aureus (FERRO et
al., 2015) Enterococcus faecalis (CHANG et al., 2001) Pseudomonas aeruginosa
(UTCHARIYAKIA et al., 2016), Clostridium botulinum, Escherichia coli e Salmonella
enterica sorovar Typhimurium (HELANDER et al, 1998). Essa ampla atividade
antimicrobiana esta ligada com a presenca de terpendides ou fendlicos em sua composi¢ao

(RIEGER, SCHIFFMAN, 2014).

1.5 Métodos alternativos para teste de toxicidade

Em 2014 foi implementada a Portaria Normativa de nimero 18 do Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovagao, determinando que as instituicdes de pesquisas que utilizavam
animais teriam o prazo maximo de 5 anos para substituir essas metodologias por metodologias
alternativas, quando possivel, sendo essas vdalidas e reconhecidas internacionalmente
(AZEVEDO et al., 2015). A metodologia in vitro apresenta vantagens como: baixo custo,
menor tempo de duracdo e obtencdo de resultados fidedignos (MIRANDA, 2007). Ensaios de
citotoxicidade compde os testes alternativos, na qual tem como objetivo avaliar os efeitos sobre
fungdes celulares basais, além de serem utilizados para considerar um produto seguro
(AZEVEDO et al., 2015).

Além do potencial terapéutico das plantas, outro fator muito importante ¢ o perfil de
toxicidade de algumas espécies, ainda pouco conhecido. A facil disponibilidade e aplicabilidade
de produtos fitoterapicos comercializados coloca os usudrios em risco de complicacdes
desconhecidas, como possiveis interagdes medicamentosas e intoxicagdes, que podem levar a
sérios problemas de saude (LIMA et al., 2006; FRENZEL, TESCHKE, 2016). Os fatores que
afetam a toxicidade estdo relacionados a estrutura quimica da molécula, a dose utilizada e a via
de administragdo (CAMPOS et al., 2016). Portanto, estudos com diferentes modelos de
pesquisa para avaliar a toxicidade de novos produtos para fins terapéuticos sdo essenciais para
sustentar a hipdtese de pesquisa, com o objetivo de avaliar seguranca e eficacia com base em
ensaios clinicos randomizados controlados em humanos (SISON-YOUNG et al., 2017).

Os testes com métodos alternativos substituem ou reduzem completamente o numero de
sujeitos de teste usados nos experimentos, ou mesmo refinam os experimentos, isso significa

que medidas cuidadosas sdo tomadas para reduzir o sofrimento ou o estresse dos animais
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utilizados (RANGANATHA, KUPPAST, 2012). Um método alternativo pode ser outro
experimento in vivo em que uma quantidade menor de animais sdo consumidos ou sa3o menos
prejudicados. Por exemplo, primatas podem ser substituidos por vertebrados "inferiores",
estagios larvais podem substituir adultos ou microrganismos podem ser usados (GRUBER,
HARTUNG, 2004; CUTULI et al., 2019).

Quando falam-se de método alternativo validado, significa que se trata de um teste que
passou por um processo de validagdo com base em critérios estabelecidos. A validacdo inclui
etapas de desenvolvimento, pré-validacdo, validacdo e revisdo, além de garantir a
reprodutibilidade e relevancia do teste e geralmente requer pesquisa interlaboratorial
colaborativa (GRUBER, HARTUNG, 2004).

As vantagens adicionais dos métodos alternativos sdo que eles sdo mais rapidos, menos
laboriosos e mais econdmicos (DOKE, DHAWAL, 2013). Também ¢ possivel que nenhum
material bioldgico seja usado. No entanto, existem simulagdes e modelos computacionais (in
silico) que permitem prever as propriedades e efeitos dos compostos por meio do acesso a banco

de dados (BALLS, COMBES, WORTH, 2018).

1.5.1 Testes in silico

As plataformas dos ensaios in silico baseiam-se em bancos de dados ou bibliotecas com
fragmentos de compostos ja conhecidos e, por similaridade, se utilizam de algoritmos para
determinar as caracteristicas do composto em avalia¢do. Nesse raciocinio, alguns programas
utilizam-se da determinagdo de relagdo estrutura-atividade para relacionar a estrutura fisico-
quimica de uma molécula com suas possiveis fungdes bioldgicas. Desta forma, a partir das
predicdes in silico, é possivel selecionar compostos de interesse para testes in vitro e in vivo,
uma vez que essas sao abordagens complementares e interdependentes (CHAND, 2011).

A busca virtual consiste na pré-selecao de compostos a partir de bancos de dados virtuais
com muitas moléculas, usando um computador. Assim, os testes de atividade in vitro sao
realizados apenas com compostos pré-selecionados. Essa pré-selecao ¢ feita praticamente
predizendo a atividade biologica de interesse usando diferentes abordagens. As vantagens desta
estratégia sdo que os compostos de teste ndo precisam necessariamente estar fisicamente

presentes e que o material in silico ndo ¢ consumido nesta analise virtual (KLEBE, 2006).
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Como método alternativo, o CLC-Pred foi inserido na internet em 2018 para a previsao
da atividade citotoxica in silico de compostos em 278 linhagens de células cancerigenas e 27
linhagens de células normais com base na formula estrutural do composto, ou seja, o SMILE
(LAGUNIN et al., 2018). Foi fundamentado na abordagem PASS Online (LAGUNIN et al.,
2000; FILIMONOV et al., 2014; POROIKOV et al., 2019) e nos dados experimentais dos 23
bancos de dados do ChEMBL para 59.882 compostos. Posterior a isso, mais de 80 artigos foram
publicados utilizando essa plataforma analisando novos compostos quimicos (BOJARSKA et
al., 2022; DOS SANTOS et al., 2022), compostos naturais (LUO, WANG, LIAO, 2022;
HOQUE et al., 2022; AHMED et al., 2021) e novas substancias com atividade antitumoral
(RADUCKA et al., 2022; WADOQOD et al., 2022). Este método permite o estudo da estimativa
da toxicidade com a finalidade de selecionar os compostos mais eficazes e seguros (SHARMA,

HABER, SETTLEMAN, 2010; FILIMONOV et al., 2014).

1.5.2 Hemolise

A andlise toxicologica em eritrdcitos mostra os possiveis danos que as moléculas
causam a membrana celular, estrutura responsavel pela manutengao das fungdes celulares (por
exemplo, transporte passivo e ativo) e pela producdo de ions e gradientes elétricos
(SUWALSKY et al., 2008). O teste de atividade hemolitica in vitro é considerado um método
alternativo e preliminar para examinar a citotoxicidade de moléculas bioativas. Este teste rapido
altamente reprodutivel indica danos potenciais a membrana dos globulos vermelhos produzidos
por uma substancia especifica (SCHIAR et al., 2007).

Diante disso, a triagem de efeitos bioldgicos e toxicoldgicos de extratos vegetais, 6leos
essenciais e seus compostos majoritarios, faz-se necessario a observagdo da atividade
hemolitica das espécies estudadas. Existem varios métodos para testar a atividade hemolitica
de espécies vegetais, a Organizacdo Mundial da Saude recomenda em seu manual de 1998
avaliagdo qualitativa observando a cor vermelha devido a liberagdo da hemoglobina (OMS,
1998). Outra opgao ¢ o método de observagdo da formacgao de halos hemoliticos em placas de

agar sangue (EFING, 2008).
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1.5.3 Artemia salina

A. salina € uma espécie de microcrusticeo que vive em aguas salobras e usadas para
alimentar peixes e camardes devido ao seu alto valor nutricional (ASEM, 2008; FARIAS,
IMADA, KATAYAMA, 2010).

A primeira publicacdo utilizando o teste A. salina ¢ de 1956 (MICHAEL et al. 1956).
Desde entao, varios trabalhos tém utilizado esta abordagem para avaliar os limites toxicologicos
de vérias substancias, principalmente extratos de plantas. Estudos de determinacao de
concentracdo letal para matar 50% (CL50) em A. salina mostram forte correlagdo com os
valores encontrados em camundongos Swiss, indicando que este bioensaio oferece grandes
vantagens na avaliagdo da toxicidade de derivados de plantas, pois fornece informacdes tteis
para estudos toxicologicos mais avangados. Assim, pode ser usado para determinar a janela de
efeito toxico em mamiferos em testes preliminares de produtos quimicos toxicos
(ARCHANGEL et al. 2012; MIGLIORE et al. 1997; NUNES et al., 2006).

Quanto ao uso desses microcrusticeo como organismo bioindicador, apresenta as
seguintes vantagens: rapidez, praticidade, simplicidade, baixo custo, além de boa relagdo com
testes in vivo, requer pequeno volume amostral, sugerindo ser um método util (PARRA et al.,
2001; ROSA et al., 2016). E amplamente utilizado em aplicagdes e pesquisas toxicologica

(PARRA et al., 2001).

1.5.4 Tenebrio molitor

T. molitor ¢ uma praga mundial de farinha, cereais e alimentos (IFIF, 2019). E um tipo
de besouro escuro e possui quatro estagios de vida: ovo, larva, pupa e adulto. O estagio larval
dura de 1 a 8 meses e ¢ de cor marrom-amarelada clara (GHALY, ALKOAIK, 2009; LI, ZHAO,
LIU, 2013). A fase juvenil dura de 5 a 28 dias a 18 °C (GHALY, ALKOAIK, 2009; LI, ZHAO,
LIU, 2013; SIEMIANOWSKA et al., 2013) ¢ a fase adulta de 2 a 3 meses (GHALY,
ALKOAIK, 2009). As larvas geralmente tém cerca de 2,0 a 3,5 cm ou mais (AGUILAR-
MIRANDA et al., 2002; GHALY, ALKOAIK, 2009) e os adultos cerca de 1 cm (GHALY,
ALKOAIK, 2009).
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Comparado a outros modelos alternativos de hospedeiros usados no estudo de patdégenos
humanos, o 7. molitor apresenta algumas vantagens importantes. As larvas podem ser
incubadas a 37 °C, um parametro ambiental critico para a expressao de fatores de viruléncia
para muitos patdgenos. Outra vantagem ¢ que o indculo ¢ administrado por inje¢do, o que
permite a administracdo direta na hemolinfa do animal. Nao hé restricdo ética, além da
facilidade de manutencao e ciclo de vida curto. Além disso, as larvas mortas sdo faceis de
identificar pois ficam marrons em decorréncia da melanizagdo (CANTERI DE SOUZA et al.,
2018).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O crescente numero de casos de infecgdes em diferentes sitios relacionados com
espécies de Corynebacterium estao presentes em paises industrializados e em desenvolvimento.
A principal espécie causadora de infeccdes do trato urinario (ITU) dentro do género
mencionado ¢ o C. urealyticum, mas estudos apontam que hd um aumento no isolamento de
outras espécies desse género em uroculturas, como C. aurimucosum e recentemente C.
guaraldiae, isto tanto em pacientes imunocomprometidos quanto imunocompetentes.

Além disso, ainda nao foram descritos a capacidade de formar biofilme em superficies
abioticas hidrofobicas e hidrofilicas de C. guaraldiae e nao foram achados na literatura esses
dados sobre C. aurimucosum, importante fator de viruléncia descrito por outros autores
utilizando corinebactérias.

Embora existam registros de atividade antimicrobiana de plantas e seus derivados contra
corinebactérias, ndo foram encontrados na literatura estudos que demonstrassem o perfil de
viruléncia de C. aurimucosum e C. guaraldiae sob acdo do CN, composto majoritario do OFE
de canela, uma vez que este ja demonstrou atividade inibitoria para agregados microbianos em
outras espécies bacterianas causadoras de ITU como, por exemplo, E. coli. E importante a busca
por novos compostos que apresentem caracteristicas promissoras para o tratamento dessas
infec¢des, como maior espectro de acdo, menor toxicidade e menor custo economico. Esses
estudos tém se voltado para o uso de produtos naturais como, por exemplo, 6leos essenciais e
seus compostos. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o potencial
de viruléncia de C. guaraldiae e C. aurimucosum e a toxicidade e propriedades antibacterianas
do CN. Para atender o objetivo geral deste trabalho, foram delineados os seguintes objetivos

especificos:

a) pesquisar qualitativa e quantitativamente a formacdo de biofilme por c.
guaraldiae e c. aurimucosum e sobre substratos abioticos diversos;

b) avaliar a citotoxicidade do cn através da predicdo in silico;,

c) pesquisar o efeito do cn sobre hemacias humanas;

d) analisar a toxicidade do cn in vivo em a. salina e t. molitor;

e) determinar a concentragdo inibitdria minima e a concentracdo bactericida

minima do cn contra c. guaraldiae e c. aurimucosum;
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f) Analisar a influéncia do CN sobre a morfologia bacteriana;
g) Avaliar o papel do CN na erradicagao de biofilme pré-formado;
h) Analisar o tratamento com CN em 7. molitor infectada com C. guaraldiae e

C. aurimucosum.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem e cultivo das amostras

Neste estudo, foram utilizadas amostras de Corynebacterium guaraldiae (n=4) e
Corynebacterium aurimucosum (n=2) (Tabela 1), sendo as cepas Tipo 13T e DSM 445327,
respectivamente, utilizadas como amostra de referéncia para a espécie. Os microrganismos
foram cultivados nos meios de cultura Trypticase Broth Soy (TSB), Trypticase Soy Agar (TSA)

e/ou Agar sangue e incubados por 48 h a 37 °C antes da realizagdo dos ensaios.

Tabela 1 — Aspectos clinicos das amostras utilizadas

Amostra Sitio de Idade Género
isolamento
Corynebacterium guaraldiae

2226 Urina 64 Feminino
2271 Urina NI Feminino
2299 Urina 55 Feminino

137 Cisto sebaceo 61 Masculino

Corynebacterium aurimucosum

DSM 445327 Sangue NI NI
332 Fragmento NI NI
0sseo

Legenda: NI, ndo informado; T cepa Tipo.
Fonte: A autora, 2023.
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3.2 Avaliacao da formacao de biofilme em superficies abioticas

3.2.1 Formacao de biofilme em superficies hidrofobicas (poliestireno e cateter de poliuretano)

A metodologia foi seguida por Stepanovic e colaboradores (2000), onde suspensdes de
amostras bacterianas (200 pL) em TSB, densidade otica (DO) a 0,2 (A = 580 nm) foram
colocadas em microplacas de poliestireno de 96 pocos (Nest Biotechnology USA). Apds 48
horas de incubagdo a 37 °C em condigdes aerdbias, o contetido dos pogos foi aspirado e lavado
trés vezes com phosphate buffered saline (PBS, em portugués, tampao fosfato salino) (0,01 M;
pH 7,2; 0,9%). Os microrganismos remanescentes foram entdo fixados com metanol 99 %
(Synth Labsynth, Brasil) por 15 minutos e corados com cristal violeta 2 % durante 5 minutos
(Cinética Jand Quimica, Brasil). Ap0s isso, a lavagem foi realizada com PBS (0,01 M; pH 7,2;
0,9%) O corante foi dissolvido em 160 pL de 4cido acético glacial a 33 % (Synth Labsynth,
Brasil) e a DO (A = 550 nm) da soluc¢do foi medida com um espectrofotometro. O controle
negativo foi feito com TSB. As amostras foram classificadas como ndo aderentes (-), quando a
DO < DOc (controle), quando Doc < DO < 2 x DOc; moderadamente aderentes (++), quando 2
x Doc < DO < 4x DOc; fortemente aderentes (+++), quando 4 x DOc < DO. O experimento foi
realizado em triplicata e repetido trés vezes.

Para avaliar a formagao de biofilme em cateter de poliuretano (LAMEDID, Embramed,
Brasil), segmentos estéreis do dispositivo de aproximadamente 4 cm de comprimento foram
imersos em TSB contendo 10° Unidades Formadoras de Colénias por mililitro (UFC/mL) e
incubados a 37 °C por 48 h. Apds 48 h, os segmentos do cateter foram lavados trés vezes com
PBS (0,01 M; pH 7,2, 0,9%) estéril para remover as células bacterianas planctonicas, para a
lavagem final foram colocados em tubos tipo Falcon contendo 1 ml de PBS (0,01 M; pH 7,2;
0,9%) estéril e areia e agitados no vortex por 1 minuto. Os microrganismos foram entdo diluidos
e semeados em meio TSA para posterior quantificacdo de UFC/mL (SOUZA et al., 2015a, com
modifica¢des). Em seguida, realizada a contagem semiquantitativa com adaptagdes utilizando
a técnica de rolamento do segmento do cateter em placa de Petri contendo meio TSA (MAKI
etal., 1977). O crescimento acima de 15 UFC/mL em dispositivos médicos ¢ determinado como

infeccdo (MARTINS et al., 2009).
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3.2.2 Formacdao de biofilme em superficie hidrofilica do inox

A metodologia de Vale e colaboradores (2013) foi seguida com algumas modificacdes.
Suspensdes bacterianas contendo 10° UFC/mL foram adicionadas a tubos de vidro com 6 mL
de TSB contendo fragmentos de agulhas hospitalares estéreis (Solidor, Brasil) de
aproximadamente 5 centimetros e incubadas por 48 h a 37 °C em condig¢des aerdbias. Apos o
periodo de incubacao, os segmentos da agulha foram lavados (3x) em PBS (0,01 M; pH 7,2)
estéril para remover as células bacterianas planctonicas. Para a lavagem final foram colocados
em tubos tipo Falcon contendo 1 mL de PBS estéril e areia e agitados no vortex por 1 minuto.
Por fim, para a contagem semiquantitativa foram realizados os mesmos procedimentos

descritos acima na metodologia de formagao de biofilme em cateter de poliuretano.

3.3 Analise da toxicidade do cinamaldeido

3.3.1 Predicdo de citotoxicidade

O software Cell Line Cytotoxicity Predictor, CLC-Pred
(http://www.way2drug.com/Cell-line/) foi utilizado para avaliar in silico a citotoxicidade do
cinamaldeido contra linhagens celulares tumorais e ndo tumorais (LAGUNIN et al., 2018). A
analise foi realizada através da configuracdo quimica do CN, denominado de SMILES, que foi
retirado do banco de dados NCBI — PubChem Substance. Foi analisado o Potencial de ativacao
(Pa) do CN sob as linhagens celulares. Os parametros utilizados foram descritos por
Amiranashvili e colaboradores (2020) onde relatam que o Pa < 0,3 — muito seguro; 0,3 > Pa <

0,5 - seguro; Pa> 0,5 - ndo seguro.
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3.3.2 Avaliacdo da atividade hemolitica do cinamaldeido

Dois testes de hemolise foram realizados para verificar a atividade do CN frente as
hemacias. O primeiro teste foi realizado em placas de Agar sangue de carneiro desfibrinado a
5 %, metodologia adaptada de Paula e colaboradores (2014), em que o CN foi preparado em
concentragdes de 2000 a 62,5 pg/mL e inoculado (20 uL) em discos de papel filtro estéreis.
Posteriormente, os discos foram depositados na placa de Agar sangue de carneiro desfibrinado
a5 % eaplacaincubadaa 37 °C por 24 h. Apds o periodo de incubacgio, observou-se a formacao
ou auséncia de halo ao redor dos discos, indicando dessa forma a atividade hemolitica. O Triton
X-100 a 1 % foi utilizado como controle positivo.

Para a segunda determinacao, globulos vermelhos do grupo sanguineo O com fator RH
positivo foram obtidos de um voluntario saudavel e sem uso de antiinflamatérios e
antibacterianos ns ultimas duas semanas. Uma aliquota de 4 mL de sangue foi lavada com
solugdo salina (0,01 M; pH 7,2; 0,09%) por centrifugagdo a 2500 rpm por 5 minutos, esse
procedimento foi repetido por trés vezes, sendo descartado o sobrenadante ao final de cada
lavagem. As hemadcias foram diluidas com solucao salina (0,01 M; pH 7,2; 0,09%) até obter
uma suspensao a 1 % (v/v). Em seguida, 500 pl da suspensdo de heméacias e 500 pl do CN em
diferentes concentragdes (2 — 0,0625 mg/mL) foram adicionados em tubos de fundo cénico do
tipo eppendorf e incubados a 37 °C sob agitacdo por 60 minutos. Apos esse periodo, os tubos
de fundo conico foram novamente centrifugados e aliquotas de 200 pl da suspensdo foram
transferidos para placas de fundo plano de 96 pocos para leitura em espectrofotometro (ELISA;
Brasil) a 550 nm. Triton X-100 a 1% (agente hemolitico) foi utilizado como controle positivo
(OLIVEIRA et al., 2011). Ralph e colaboradores (2009) através de testes de atividade
hemolitica classificaram o grau de toxicidade in vitro de acordo com a taxa de mortalidade
observada: 0 a 9 % = nao toxico; 10 a 49 % = levemente toxico; 50 a 89 % = toxico; 90 a 100
% = muito toxico quando comparadas ao controle positivo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da

Universidade CEUMA sob o numero do parecer: 1.732.522.
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3.3.3 Potencial citotoxico do cinamaldeido contra Artemia salina

O teste de toxicidade com 4. salina foi realizado de acordo com Meyer e colaboradores
(1982), com algumas modificagdes. Os ovos de 4. salina foram dispostos em um aquario com
900 mL de 4gua com a adi¢ao de 15 gramas de sal grosso. Os cistos foram mantidos sob aeragao
e luz fluorescente de 100 W constantes para o fornecimento adequado de condi¢des ambientais
para a eclosdo de ovos. Apos 24 h, os ovos eclodiram e os microcrusticeos atingiram o estagio
de metanauplius e foram transferidas para recipientes plasticos (n = 10 microcrustaceos em cada
recipiente) contendo solucgdo salina (0,01 M; pH 7,2; 0,09%) e CN nas concentracdes de 2 a
0,0625 mg/mL. Como controle negativo, utilizou-se dimetilsulfoxido (DSMO) a 0,01% e como
controle positivo, foi utilizado 10 pg/mL de soluc¢do de dicromato de potassio (K2Cr207) em
solucdo salina (0,01 M; pH 7,2). Ao final do experimento foram contabilizados os
microcrustaceos que morreram durante o periodo de 24h com a finalidade de avaliar a taxa de
sobrevivéncia. O experimento foi realizado em triplicata e repetido trés vezes.

O teste estabelece uma classificacdo na qual as amostras que apresentam uma
concentracgdo letal para matar 50 % (CL50) > 1000 pg/mL sdo consideradas atdxicas e as que

apresentam a CL50 < 1000 pg/mL sdo consideradas toxicas (Meyer et al., 1982).

3.3.4 Toxicidade do cinamaldeido em larvas Tenebrio molitor

Para avaliacdo da citotoxicidade, as larvas foram distribuidas aleatoriamente em grupos
experimentais (n = 10 larvas por grupo) e pré-desinfectadas com alcool 70 %. Posterior a isso,
foram inoculadas com auxilio da seringa de insulina, 10 pl de uma solugdo em diferentes
concentracdes do CN (2 mg/mL — 0,0625 mg/mL) na segunda esternite visivel acima da cauda,
na por¢ao ventral. Os controles negativos foram solugdo salina (0,9%) e DMSO a 1 %, ambas
as solugdes estéreis. A taxa de sobrevivéncia foi determinada apds o periodo de 5 dias de
exposicao ao CN em intervalos de 24 h. Para verificar a morte das larvas, foi observado se
houve a melanizagdo e a resposta a estimulos fisicos tocando-as suavemente (LIMA, 2011;

SOUZA et al., 2016). O experimento foi realizado em triplicata e repetido por trés vezes.
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3.4 Avaliacao da atividade antibacteriana do cinamaldeido

3.4.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima e da Concentracdo Bactericida Minima

do cinamaldeido

O CN foi adicionado e diluido seriadamente na propor¢ao 1:2 em placas de 96 pogos
contendo 190 pl. de TSB. Apds isso, suspensdes microbianas das amostras em estudo foram
preparadas correspondentes a 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) e transferidos 10
pL para respectivos pogos da microplaca de 96 pogos. O controle positivo foi feito com 190 pL
e 10 puL de suspensao bacteriana. O controle negativo foi feito com 190 puLL de TSB, 30 uL de
cloranfenicol e 10 pL de suspensdo bacteriana. Transcorrida a incubagao de 48 h a 37 °C, a
revelacdo do ensaio foi realizada pela adicdo de 30 pl de resazurina em cada pogo da
microplaca, que foi novamente incubada. A CIM ¢ a menor concentragdo do CN na qual nado
foi detectada mudanca de coloracdo do azul para o réseo. Para a determina¢do da CBM, uma
aliquota de 10 pl foi retirada dos pogos que nao apresentarem crescimento microbiano visivel
e inoculada em placas de TSA, posteriormente as placas foram incubadas a 37 °C por 48 h. A
CBM ¢ a menor concentragdo do CN na qual ndo houve crescimento celular sobre a superficie
do meio de cultura (KOO et al., 2000; SANTURIO et al., 2007). O CN sera considerado como
agente bacteriostatico quando a razdo CBM/CIM > 4 e agente bactericida quando a razdo

CBM/CIM < 4 (GATSING et al., 2006).

3.4.2 Inducio de alteracoes morfologicas pelo cinamaldeido

Suspensdes de amostras bacterianas (200 pL) com D.O. a 0,4 (A = 580 nm) foram
adicionadas em 4 mL de TSB na presenga de CN em concentragdes subinibitorias (subCIM) (72
da CIM e % da CIM). Como controles negativos foram DMSO a 1% e TSB somente com a
suspensdo bacteriana. Os indculos foram incubados durante 24 e 48 h e realizada a confec¢ao

de laminas, em seguida, as ldminas foram coradas pelo método de coloracdo de Gram. Apos
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1sso, as laminas foram observadas em microscopio Optico utilizando a lente 100x e 6leo de
imersdo. Foi verificado se houve a formagdao de aglomerados, a reducdo ou filamentagao

bacteriana (GOMES et al., 2013; VIANA et al., 2020).

3.4.3 Erradicacdo de biofilme pré-formado pelo cinamaldeido

Com base em Stepanovic e colaboradores (2000) e Gomes e colaboradores (2013) a
metodologia foi adaptada. 200 uL de suspensdes bacterianas das amostras em estudo em TSB
(D.O. 0,2; A = 570 nm) foram adicionados aos pocos de uma microplaca de 96 pocos. Como
controle negativo foi utilizado apenas o caldo TSB. Apds 24 h a 37 °C, o conteudo de cada
poco foi aspirado e lavado duas vezes com PBS (0,01 M; pH 7,2; 0,9%). Apos isso, foram
adicionados 200 pl de TSB nos pogos de controle negativo e 100 ul de TSB mais 100 pl do CN
(2 mg/mL — 0,0625 mg/mL) nos pocos para observar a erradicagdo do biofilme. A placa foi
novamente incubada por 24 h a 37 °C. Apos esse periodo, o conteudo dos pogos foi aspirado e
lavado trés vezes com 200 uL de PBS, e as células bacterianas remanescentes aderidas foram
fixadas em 200 pl de metanol 99 % durante 15 minutos e coradas com cristal violeta 2 % por 5
minutos. Apds isso, foi realizada uma lavagem com PBS (0,01 M; pH 7.,2; 0,09%) trés vezes.
O corante ligado foi entdo dissolvido em 160 pL de 4cido acético glacial a 33 % e a D.O. (A =
550 nm) foi medida no espectrofotdmetro (ELISA; Brasil). Os testes foram realizados em

triplicata e repetido por trés vezes.

3.5 Efeito do cinamaldeido sobre processo infeccioso induzido em Tenebrio molitor

Este ensaio foi realizado seguindo a metodologia descrita por Ferro e colaboradores
(2016), com modificagdes. Larvas de 7. molitor foram distribuidas aleatoriamente em grupos
experimentais (n = 10 larvas por grupo) e pré-desinfetadas com alcool 70 %. Em seguida, foram
inoculados 10 pl de suspensdo bacteriana (D.O. 0,3; 520nm) ou somente solucao salina (0,01
M; pH 7,2; 0,09%) (controle) sobre a cauda do segundo esternite visivel, na parte ventral. Para

avaliar as acdes antimicrobianas do CN, grupos de larvas infectadas como descrito acima
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receberam, apos 2 horas, doses em diferentes concentragcdes do CN (2 mg/mL — 0,0625 mg/mL)
ou PBS (0,01 M; pH 7.,2; 0,09%) (10 pl). Como controle negativo, foi injetado 10 pl de PBS
(0,01 M; pH 7,2; 0,9%). A taxa de mortalidade foi observada durante 5 dias. O experimento foi

realizado em triplicata.

3.6 Analise estatistica

A avaliacdo dos dados foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism 5,
utilizando o Teste de Tukey para formacdo de biofilme em superficie de inox, poliestireno,
poliuretano e erradica¢do de biofilme pré-formado. Para o experimento com A. salina, as
médias dos sobreviventes de cada diluicao foram submetidas a analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Dunnett para multiplas comparagdes, com o auxilio do programa
Graphpad Prism 6, considerou-se significativos os valores para p < 0,01, a DL50 foi calculada
através do software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) utilizando o Teste de
probit. Nos ensaios com 7. molitor, acurva de sobrevivéncia foi tragada pela anélise de Kaplan-
Meier e os resultados foram analisados usando o teste log-rank em que o valor de p < 0,05 foi

considerado significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Capacidade de producio de biofilme em superficies abioticas

4.1.1. Caracterizacdo da formacao de biofilme na superficie de poliestireno

Todas as amostras testadas foram capazes de formar biofilme na superficie de
poliestireno, sendo apenas os isolados C. guaraldiae 2226 e C. aurimucosum 332 classificadas

como fracamente aderentes (+) (Tabela 2).

Tabela 2 - Avaliacdo da formagdo de biofilme por Corynebacterium guaraldiae e
Corynebacterium aurimucosum em superficie hidrofobica de poliestireno

Amostras Sitio de isolamento Biofilme
Corynebacterium guaraldiae
2226 Urina +
2271 Urina ++
2299 Urina ++
137 Cisto sebaceo +

Corynebacterium aurimucosum
44532 Sangue ++

3327 Fragmento 6sseo +

Legenda: (+), fracamente aderentes; (++), moderadamente aderentes.
Fonte: A autora, 2023.

4.1.2. Producio quantitativa e semiquantitativa de biofilme em cateter de poliuretano e em inox

Ao avaliar a formacao de biofilme na superficie de cateter de poliuretano e inox, todos
os isolados foram capazes de aderir a superficie do cateter de poliuretano, com valores de

aproximadamente 4,5 Log'® UFC/mL para todas as amostras. Em contrapartida, na superficie
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de inox as amostras apresentaram valores entre 1,7 e 2,9 Log'® UFC/mL. Ambas ndo
demonstraram diferengas significativas através do teste de Tukey (p = 0,57 e p = 0,07,
respectivamente) (Figura 2A e 3A). Mesmo apos a lavagem final com areia estéril, verificou-

se através do método semiquantitativo um crescimento bacteriano confluente (> 15 UFC) para

todos os isolados (Figura 2B e 3B).

Figura 2 — Formagdo de biofilme por Corynebacterium guaraldiae e Corynebacterium
aurimucosum, apos 48h de incubagdo em superficie hidrofobica de cateter de poliuretano,

utilizando-se método quantitativo (A) e semiquantitativo (B)
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Legenda: UFC, Unidades Formadoras de Colonias. Em A, os dados representam as médias das UFC + desvio
padrdo de dois experimentos realizados em triplicata. As diferengas estatisticas foram determinadas pelo teste de
Tukey, considerando p < 0,05. No teste de Maki (técnica de rolamento) (B) considerou-se crescimento > 15
UFC/mL como infeccdo. Em ambos os testes, as quantificagdes foram realizadas apds agitagdo do cateter na
presenga de areia.

Fonte: A autora, 2023.
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Figura 3 - Formacdo de biofilme por Corynebacterium guaraldiae e Corynebacterium
aurimucosum, apos 48h de incubagdo em superficie hidrofilica de inox, utilizando-se métodos

quantitativo (A) e semiquantitativo (B).
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Legenda: UFC, Unidades Formadoras de Colonias. Em A, os dados representam as médias das UFC + desvio
padrdo de dois experimentos realizados em duplicata. As diferencgas estatisticas foram determinadas pelo teste de
Tukey, considerando p<0,05. No teste de Maki (técnica de rolamento) (B), considerou-se crescimento maior que
15 UFC/mL como infecgdo. Em ambos os testes, as quantificagdes foram realizadas apds agitagdo da agulha na
presenga de areia.

Fonte: A autora, 2023.

4.2 Toxicidade do cinamaldeido

4.2.1 Predicdo in silico

Foram analisadas as seguintes linhagens para avaliar a toxicidade do CN: TCC-SUP
(carcinoma de bexiga — trato urindrio), UMUC3 (carcinoma de bexiga — trato urinario),
SW1353 (condrossarcoma 6sseo — 0sso), SK-ES1 (sarcoma de Ewing — o0sso), MeWo
(melanoma - pele), MEXF276L (melanoma de xenoenxerto — pele) e fibroblasto (pele); Este

foi classificado como uma substancia segura visto que obteve resultado de Pa menor que 0,3.
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Tabela 3 - Predi¢do da citotoxicidade do cinamaldeido frente linhagens celulares tumorais e
nao tumorais

Linhagem Tipo de célula Valor de Pa

TCC-SUP Carcinoma de 0,02
bexiga

UMUC3 Carcinoma de 0,05
bexiga

SW1353 Condrossarcoma 0,06
0sseo

SK-ESI Sarcoma de Ewing 0,08

MeWo Melanoma 0,20

MEXF276L Melanoma de 0,01

xenoenxerto
HS27 Fibroblasto 0,07

Legenda: Pa, potencial de ativagdo; Pa < 0,3, muito seguro; 0,3 > Pa < 0,5, seguro; Pa > 0,5, ndo seguro.
Fonte: A autora, 2023.

4.2.2 Anélise in vitro da atividade hemolitica

Ao utilizar o método de difusdo em placa de Agar sangue de carneiro desfibrinado 5 %,
observou-se que houve auséncia de formagdo de halos em todas as concentracdes de CN
testadas (2.000 a 15,625 pg/mL) em comparacao ao Triton X-100 a 1% (Figura 4).

Apos avaliacdo estatistica da interagdo entre o CN e eritrocitos tipo O+, a concentragao
efetiva para hemolisar 50 % das hemacias do CN foi de 706 pg/mL. Foi observado que o
controle positivo utilizado (Triton X-100, 1 %) mostrou-se mais hemolitico que a concentragao

maxima testada de cinamaldeido (Figura 5).



47

Figura 4 - Avaliacdo da atividade hemolitica do cinamaldeido em Agar sangue de carneiro
desfibrinado a 5 %

Legenda: A - Discos contendo controle positivo: Triton X-100a 100 % e a 1 %. B - Discos contendo cinamaldeido
nas concentragdes de 2.000 pg/mL a 250 pg/mL.
Fonte: A autora, 2023.

Figura 5 - Atividade hemolitica do cinamaldeido em comparacdo ao Triton X-100 a 1 % em

hemécias humanas (sangue O+)
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Legenda: hemolise - leitura da absorbancia (550nm); CE50: Concentragdo eficiente para hemolisar 50% das
hemacias.
Fonte: A autora, 2023.
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4.2.3 Avaliacao in vivo contra Artemia salina € Tenebrio molitor

No bioensaio com o microcrustaceo A. salina, a CL50 foi calculada através do software
SPSS utilizando o Teste de probit. A CL50 do CN foi de 0,094819 + 0,029457 mg/mL. Ao
verificar o percentual de mortes em 24 h e comparar com os controles através do Teste de
Tukey, foi possivel observar que ao diminuir a concentracdo do CN, o percentual de mortes
também diminui (Figura 6). De acordo com os parametros utilizados no presente estudo, o

cinamaldeido foi considerado toxico.

Figura 6 - Percentual de microcrustaceos de Artemia salina mortas em relacdo as concentragdes
do cinamaldeido

100-

80

60-

Percentual de morte em 24 h

Concentracao (mg/mL)

Legenda: CN, controle negativo (DMSO a 1 %); CP, controle positivo (dicromato de potassio). Letras diferentes
entre as colunas das concentragdes ¢ considerado significante pelo teste de Tukey p < 0,05.
Fonte: A autora, 2023.

A toxicidade do CN também foi avaliada utilizando larva de T. molitor verificando a
taxa de sobrevivéncia desse inseto apos exposi¢cdo durante 5 dias (Figura 7). A taxa média de
sobrevivéncia em relacdo as concentracdes utilizadas aponta que ndo houve um nimero de

mortes consideravel e o valor de p = 0,42 nao foi significativo entre as concentracdes testadas.
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Figura 7 - Porcentagem de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor ap6s a injecdao do

cinamaldeido em sua por¢ao ventral
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Legenda: Controle negativo — solugdo salina. O valor de p (<0,05) ndo foi considerado significante segundo o

Teste Kaplan-Meier e Teste de Log-Rank [Mantel-Cox].
Fonte: A autora, 2023.

4.3 Avaliacao da atividade antibacteriana do cinamaldeido

4.3.1 Determinacio da Concentracido Inibitoria Minima e da Concentracido Bactericida Minima

do cinamaldeido

Os valores da CIM encontrados foram entre 125 ug/mL e 250 pg/mL para os isolados

utilizados no presente estudo, sendo considerados como forte atividade inibitoria de acordo com

os parametros de referéncia utilizado (Sartoratto et al., 2004). A CBM da amostra C. guaraldiae

2226 nao foi possivel ser definida nas concentracdes avaliadas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Avaliacdo da Concentragao Inibitoria Minima ¢ Concentracao Bactericida Minima
do composto cinamaldeido frente isolados de Corynebacterium guaraldiae e

Corynebacterium aurimucosum.

Amostra CIM (pg/mL) CBM (pg/mL) Classificacao
Corynebacterium
guaraldiae
2226 250 ND ND
2271 250 250 Bactericida
2299 125 500 Bactericida
13T 125 500 Bactericida
Corynebacterium
aurimucosum
DSM 445327 250 500 Bactericida
332 250 250 Bactericida

Legenda: CIM, concentragdo inibitoria minima; CBM, concentragdo bactericida minima. ND, ndo determinada.
O controle positivo foi o cloranfenicol (30 pg).
Fonte: A autora, 2023.

4.3.2. Avaliacdo das alteracoes morfoldgicas bacterianas € mudanca nos padrdes de agregacio

Amostras de C. guaraldiae e C. aurimucosum apresentaram aumento na auto-agregacao
bacteriana apos crescimento na presenca de subCIM (CIM/2 e CIM/4) do CN, mas C.
guaraldiae 2299 mostrou um maior aumento na agregacao (Figura 8). Nao houve diferencas
morfoldgicas na presenga do DMSO a 1 %. Além disso, ndo foi possivel observar filamentacao

ou reducao do tamanho das células bacterianas.
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Figura 8 - Fotomicrografias de células de Corynebacterium guaraldiae 2299 coradas pelo

método de coloragdo de Gram apos exposi¢do a sub CIM do cinamaldeido
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Legenda: (A) controle negativo - amostra cultivada na auséncia do CN; (B) amostra cultivada juntamente com
DMSO a 1 %; (C) e (D) amostra cultivada na presenca da CIM/2 por 24 h e 48 h, respectivamente; (E) e (F)
amostra cultivada na presenga da CIM/4 por 24 h e 48 h, respectivamente. Ampliacdo de x1000.

Fonte: A autora, 2023.

4.3.4 Anélise do potencial antibiofilme

Apo6s o CN ser incubado com os biofilmes pré-formados de C. guaraldiae e C.
aurimucosum, notou-se que em todas as concentragdes testadas houve erradicacdo de mais de
90 % dos biofilmes (Figura 9). As diferen¢as foram consideradas significativas quando p < 0,05

(Teste de Tukey).
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Figura 9 - Erradica¢dao de biofilme pré-formado por 24 h de Corynebacterium guaraldiae e

Corynebacterium aurimucosum em placas de 96 pogos de poliestireno pelo cinamaldeido
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Figura 9 - Erradicagdao do biofilme pré-formado por 24 h de Corynebacterium guaraldiae e
Corynebacterium aurimucosum em placas de 96 pocos de poliestireno pelo cinamaldeido

(continuacao).
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Legenda: Os valores sao a média + DP de trés experimentos independentes. * (p < 0,05), **(p < 0,001), *** (p <
0,001), **** (p <0,0001) — diferenca significativa em relacao as concentragdes. Ns: ndo significante.
Fonte: A autora, 2023.

4.4 Efeito do cinamaldeido sobre processo infeccioso induzido em Tenebrio molitor:

Ao analisar a infec¢do em larva de 7. molitor por C. guaraldiae e C. aurimucosum € o
tratamento com CN, observou-se que apenas as amostras de C. guaraldiae 2299 e C.
aurimucosum DSM 445327 apresentaram o valor de p ndo significativo (p < 0,05). Em
contrapartida, para os outros isolados o CN demonstrou atividade protetora frente a infec¢do

causada pelos microrganismos (Figura 10).
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Figura 10 - Percentual de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor tratadas com

cinamaldeido apds 2 horas de infec¢do com Corynebacterium guaraldiae € Corynebacterium

aurimucosum (continua).
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Figura 10 - Percentual de sobrevivéncia de larvas de Temnebrio molitor tratadas com

cinamaldeido apo6s 2 h de infeccdo com Corynebacterium guaraldiae e Corynebacterium

aurimucosum (continuagao).
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Legenda: Controle negativo: PBS; Os dados representam a média de dois experimentos comparados
estatisticamente pelo teste de log-rank (Mantel- Cox), utilizando o programa GraphPad Prism. Diferencas

foram consideradas significativas quando p < 0,05.
Fonte: A autora, 2023.
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5 DISCUSSAO

Algumas espécies do género Corynebacterium representam sérios riscos a saude
publica, devido a reducdo do perfil de sensibilidade dos antibidticos e surgimento de cepas
MDRs, dificultando a administracdo de uma terapia antimicrobiana eficaz (OLENDER, 2013).
Embora sejam consideradas erroneamente como contaminantes, estudos realizados
confirmaram que sdo capazes de aderir em dispositivos médicos, e sua implicagdo em doengas
nosocomiais parece ser em consequéncia da producdo de biofilme, que colabora com a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia microbiana e a disseminagdo da resisténcia a
multiplas drogas (STEWART, COSTERTON, 2001; De SOUZA, FARIA, SANT’ANNA,
2015).

Além disso, parece que Corynebacterium spp. exibem diferentes tipos de acidos
micolicos de cadeia longa em sua estrutura da parede celular, como LAM e LM; proteina
DIP0733; e genes relacionados a producdo de pili, que podem desempenhar um papel
importante na adesdo bacteriana a superficies inertes e formacdo de biofilme sob certas
condi¢des de desenvolvimento de infeccdo na presenca de condicdes séricas e limitantes de
ferro (OLSON et al., 2002; TROST et al., 2010; ANTUNES et al., 2015).

No presente estudo, somente duas amostras mostraram fraca aderéncia a superficie de
poliestireno, sendo uma da espécie C. guaraldiae 2226 e outra de C. aurimucosum 332,
resultado semelhante encontrado por Aradjo (2017) com C. pseudodiphtheriticum, o que pode
ter facilitado a erradicacdo do biofilme pré-formado pelo CN nas concentragdes testadas.
Estudos com C. diphtheriae corroboram com esses resultados e mostraram que a
hidrofobicidade estd associada a formacdo de biofilme em superficies de poliestireno
(MATTOS-GUARALDI, FORMIGA, 1991).

Ademais, o numero de microrganismos na superficie ¢ um parametro que determina se
ha uma formacgao de biofilme maduro ou somente adesao bacteriana. Wirtasen e colaboradores
(1996) consideram valores a partir de 3 Log!'® UFC/mL como biofilme formado. Nesse estudo,
as espécies C. guaraldiae e C. aurimucosum foram capazes de formar biofilme em superficie
hidrofdbica de poliuretano com valores de aproximadamente 4,5 Log'® UFC/mL, enquanto em
superficie hidrofilica de inox apenas aderiram, apresentando valores entre 1,7 e 2,9 Log!®

UFC/mL. Schmidt e colaboradores (1998) explicam que bactérias com superficie hidrofébica
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tendem a colonizar menos superficies hidrofilicas, como foi possivel observar no presente
estudo.

Infeccdes relacionadas a cateteres ja foram descritas para corinebactérias (WANG et al.,
2001; SCHIFFL et al., 2004; TEIXIDO et al., 2007), como por exemplo, C. diphtheriae, ja foi
isolado em cateter de nefrostomia (GOMES et al., 2009). Em consonancia, producdo de
biofilme por C. pseudodiphtheriticum, C. striatum e C. urealyticum também ja foram relatadas
(MATTOS-GUARALDI, FORMIGA, 1991; SORIANO et al., 2009; SOUZA et al., 2015a;
SOUZA et al., 2015b). Esta formacdo de biofilmes em cateteres urinarios e dispositivos
médicos tornou-se um problema de satide publica, pois em muitos casos € obrigatorio o uso
destes dispositivos médicos, e a presenca do biofilme no mesmo dificulta o tratamento da
infeccdo (DJERIBI et al., 2012; TENKE et al., 2012).

Ap6s a lavagem final com PBS e areia estéril, observou-se crescimento microbiano (>
15 UFC) para todos os isolados. O crescimento acima de 15 UFC em cateteres de pacientes ¢
determinado como infec¢ao (MARTINS et al., 2009). A adesdo a essa superficie pode estar
relacionada a adesdo irreversivel dos microrganismos ao biofilme, que forma uma forte
interagdo entre as células e a superficie (SINDE, CARBALLO, 2000).

O biofilme ¢ responséavel por 60 % das infec¢cdes humanas e que pode aumentar de 10-
100 vezes a resisténcia aos antimicrobianos, o que torna o tratamento dessas infec¢des mais
refratario (ABDI-ALI et al., 2006). Esta diretamente ligado as doencas infecciosas como
endocardite, periodontite e otite média, assim como a resisténcia a antimicrobianos (APARNA,
YADAYV, 2008; DONLAN, COSTERTON, 2002). Mecanismos envolvidos na patogénese de
infec¢des causadas por espécies de Corynebacterium atoxinogénicas nao sao muito discutidos,
mas a capacidade de infectar superficies bidticas e/ou abidticas mostram seu potencial
patogénico (CARVALHO et al., 2018; RAMOS et al., 2019). Portanto, a formagao de biofilme
e aderéncia pelas espécies C. guaraldiae e C. aurimucosum investigadas neste estudo podem
ser aspectos fundamentais para a patogénese e viruléncia das mesmas.

O aumento da resisténcia microbiana e como consequéncia a ineficacia do tratamento
tem sido ligada ao uso descontrolado de antimicrobianos. Com isso, muitos trabalhos tém
explorado o uso de fitoquimicos, buscando obter novos compostos que apresentem
propriedades terapéuticas (ANTUNES et al., 2006; LEITE et al., 2018; DOYLE et al., 2019).

Os OEs vem sendo alvo de pesquisas devido a sua vasta aplicacdo. Entretanto, os OE
podem sofrer influéncia na variabilidade da composi¢do quimica de acordo com a variagdo

ambiental, genética e até da metodologia utilizada para extragdo. Hodiernamente, os estudos
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visam identificar compostos majoritrios responsaveis por atividades biologicas que
apresentem alta potencialidade, biodisponibilidade e toxicidade baixa (SEVERINO, 2008). Por
exemplo, o CN ¢ o composto majoritario do OE de canela e ¢ reconhecido como seguro e
aprovado na industria de alimentos (ROGIERS et al., 2017). Além disso, o CN possui
propriedades importantes como o potencial de amplo espectro frente aos microrganismos e
baixo custo (FRIEDMAN, 2017).

O servico CLC-Pred ¢ um método alternativo in silico que visa verificar se compostos
quimicos possuem baixa citotoxicidade e dessa forma, realizar novos experimentos,
principalmente in vivo. O CN apresentou Pa abaixo de 0,3 para a maior parte das c€lulas
selecionadas (TCC-SUP, UMUC3, SW1353, SK-ES1, UMUC3, MeWo, MEXF276L e HS27),
que de acordo com os parametros definidos por Amiranashvili e colaboradores (2020), indica
baixa toxicidade.

De forma semelhante com o presente estudo, Lu, Obianom e Ai em seu trabalho (2018)
demonstraram in vitro e in vivo que o CN possui atividade antiproliferativa e baixa toxicidade
em células ndo tumorais. Ademais, outros trabalhos relataram que o composto apresentou uma
toxicidade minima perante células normais (HAN et al., 2004; KIM et al., 2013).

Além dos testes in silico, € possivel utilizar outros métodos alternativos. Segundo Alves
(2021), o teste de atividade hemolitica in vitro ¢ considerado um exemplo de teste alternativo,
sendo preliminar para o exame de citotoxicidade de moléculas bioativas. Este teste rapido
altamente reprodutivel indica danos potenciais a membrana dos globulos vermelhos e liberagao
de hemoglobina, que quando se encontra livre no plasma, ¢ prejudicial a satde, devido a
possibilidade de causar danos graves a 6rgaos vitais, como figado, rins e coracio (CARVALHO
etal.,2007).

Ao executar o método de difusdo em placa de Agar sangue de carneiro desfibrinado a
5% com diferentes concentragdes do CN, ndo foi observada a formacao de halos de hemdlise,
caracterizando auséncia de atividade hemolitica nas concentragoes testadas. De forma
semelhante, Alves (2021) relatou que o CN ndo apresentou efeitos toxicos em eritrocitos
humanos, reforgando os resultados encontrados no presente estudo. O CN foi comparado ao
fluconazol frente a hemadcias e apresentou uma taxa de 10,1 %, enquanto o fluconazol
apresentou 20 % de hemolise (SHREAZ et al., 2013).

Para verificar a toxicidade in vivo, foram utilizados a A. salina e T. molitor. A A. salina
¢ um microcrustaceo integrante da fauna salina e salobra do ecossistema marinho, considerado

cosmopolita e, portanto, adequado para diferentes ambientes. (BARBIERI-JUNIOR, NETO,
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2001). A letalidade desse organismo tem sido utilizada para identificar respostas biologicas
onde apenas variaveis como morte ou sobrevivéncia estdo envolvidas (MEYER et al., 1982).
Embora o teste seja um bom parametro para demonstrar a toxicidade in vivo de produtos, hé
trabalhos que relacionam os resultados dos casos de toxicidade a possiveis efeitos
antimicrobianos e anticancerigenos (ROSA et al., 2016).

Conforme descrito por Meyer e colaboradores (1982), extratos com valores de CL50
acima de 1000 pg/mL sd3o considerados ndo toxicos, enquanto extratos com valores abaixo de
1000 pg/mL sdo considerados potencialmente toxicos. Em contrapartida, Amarante e
colaboradores (2011), descrevem CL50 acima de 500 pg/mL ¢ considerada toxicidade leve;
enquanto um valor de CL50 entre 100 e 500 pg/mL ¢ toxicidade moderada e um valor de CL50
abaixo de 100 pg/mL ¢ considerado toxicidade alta. Neste estudo de toxicidade com A. salina,
obteve-se CL50 de 0,0948 mg/mL. Considerando os pardmetros relatados na literatura acima
para A. salina, o CN ¢ toxico, reforcando que este composto possui propriedades bioldgicas,
incluindo propriedades antimicrobianas.

Amarante e colaboradores (2011) observaram que fragdes obtidas do caule de
Montrichardia linifera demonstraram relacdo entre a atividade antimalarica e toxicidade frente
A. salina, ambas se apresentaram altas.

A larva T. molitor tem sido utilizada de forma ampla na avaliagdo de diversas atividades
como, por exemplo, atividade antimicrobiana, inseticida e citotoxicidade (REZENDE, 2018).
No presente estudo, observou-se uma taxa de sobrevivéncia das larvas de 7. molitor acima de
80 % em todas as concentragdes testadas e ndo apresentaram diferengas significativas quando
comparadas ao controle negativo, sugerindo que o CN nao apresenta toxicidade em larvas de
T. molitor. Corroborando com isso, Pereira e colaboradores (2021) avaliaram a toxicidade do
CN em larvas T. molitor e 0o mesmo nao apresentou toxicidade nas concentragdes testadas.

O CN possui em sua estrutura um grupamento fenolico que estd ligado a um anel
aromatico, este concede hidrofobicidade a molécula, com o poder de proporcionar desequilibrio
e ruptura da membrana celular da bactéria, agindo entdo na camada fosfolipidica. Essa interagao
estd ligada a atividade antimicrobiana desse composto (VISVALINGAM et al., 2013;
CHIBANE et al., 2018; VASCONCELOS, CRODA, SIMIONATTO, 2018).

E importante destacar que neste estudo, o CN foi eficaz em inibir o crescimento
bacteriano de todas as amostras de C. guaraldiae e C. aurimucosum. De acordo com os critérios
propostos por Sartoratto e colaboradores (2004), OE e seus componentes majoritirios com

valores da CIM de 50-500 pg/ml sdo considerados como forte atividade antimicrobiana, e
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aqueles com valores de CIM de 600-1500 pg/ml sdao considerados moderados, valor de CIM
acima de 1500 pg/ml sdo consideradas atividade fraca. Os resultados obtidos neste contexto
mostram que o CN pode ser considerado um produto natural com forte atividade
antimicrobiana, corroborando com os resultados encontrados no teste de toxicidade com A.
salina, visto que apresentou CIM entre 125-250 pg/ml, estas sendo bactericida de acordo com
arelagio CBM/CIM.

Diversos trabalhos tém mostrado um aumento na resisténcia aos antimicrobianos de
diversas espécies do género Corynebacterium. Ja foram descritos a resisténcia a clindamicina,
eritromicina, ciprofloxacina e gentamicina (CAMELLO et al., 2003; YOON et al., 2011;
REDDY et al., 2012; SANTOS et al., 2015). Embora a penicilina G e a eritromicina sejam as
drogas de primeira escolha para o tratamento de infec¢des causadas por C. diphtheriae
(MACAMBIRA, FORMIGA, 1994; KNEEN et al., 1998), algumas amostras de C. diphtheriae
isolados no Brasil apresentaram resisténcia aos antimicrobianos citados acima (PEREIRA et
al., 2008; SANTOS et al., 2015). Em consonancia, amostras de C. diphtheriae isoladas na
Europa mostraram resisténcia a penicilina, eritromicina e outros antimicrobianos (PATEY et
al., 1995).

As propriedades antimicrobianas do CN ja foram demonstradas contra uma série de
patogenos, incluindo fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (COX, MARKHAM,
2007; SHEN et al., 2015; UPADHYAY, VENKITANARAYANAN, 2016). Dentre os
microrganismos relatados na literatura, estdo Clostridium botulinum, S. aureus, E. coli
0157:H7, S. enterica sorovar Typhimurium (HELENDER et al., 1998), e os fungos Fusarium
oxysporum ATCC 48112, Fusarium solani ATCC 36031 e Epidermophyton floccosum CCF-
I0C-3757 (MARTINS, 2016).

Outrossim, Morais (2018) relatou que a CIM do CN frente isolados nosocomiais de
Acinetobacter baumannii variou de 125 a 500 pg / mL e a CBM para a maior parte dos isolados
foi de 500 pg/mL, valores semelhantes com o que foram encontrados nas amostras de C.
guaraldiae e C. aurimucosum.

Ao executar o teste de alteracdes morfoldgicas foi possivel identificar a presenca de
aglomerados bacterianos, sugerindo que subCIM do CN foram capazes de alterar, de alguma
forma, as propriedades autoagregativas das amostras de C. aurimucosum e C. guaraldiae deste
estudo. A ag¢do de compostos naturais na morfologia de corinebactérias ja foram relatadas.
Gomes e colaboradores (2013) observaram filamentagdo e reducdo do tamanho de

Corynebacterium diphtheriae ao serem cultivados em subCIM dos antimicrobianos testados.
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Recentemente, foi relatada a acdo do OFE de Alpinia zerumbet sobre a morfologia de C. ulcerans,
causando auto-agregagdo de bactérias na presenca de concentragdes subCIM (VIANA et al.,
2020), resultado semelhante a interagdo do CN com as amostras de C. guaraldiae e C.
aurimucosum deste estudo.

As subCIM de um antimicrobiano nao sao capazes de causar a morte da bactéria, mas
podem modificar caracteristicas fisicas e quimicas, podendo reduzir os fatores de viruléncia
expressos pelos microrganismos e interferir na capacidade de adesdo e motilidade, por exemplo.
A capacidade fagocitica ou até a producdo de espécies reativas do oxigénio por células de defesa
pode ficar comprometida (CHOPRA, LINTON, 1986; SUBRT; MESAK; DAVIES, 2011;
GOMES et al., 2013).

Xing e colaboradores (2014) mostraram que o CN causa alteragdes morfoldgicas e
ultraestruturais prejudiciais, como perda de conteudo citoplasmatico e destruicdo de
mitocondrias em Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides. Zhang e colaboradores (2016)
relatam que de acordo com o perfil metabdlico de E. coli, alteragcdes de membrana e agregagao
de proteinas foram observadas em baixas concentragdes de CN. Em altas concentracdes, o
composto entra na célula e danifica as enzimas citoplasmaticas e a transcri¢do, levando a morte
bacteriana (MOUSAVI et al., 2016).

Vérios mecanismos moleculares contribuem para altos niveis de tolerancia
antimicrobiana, incluindo interagdes antimicrobianas com componentes da matriz do biofilme,
taxa de crescimento reduzida e a influéncia de fatores genéticos especificos na resisténcia e
tolerancia a antimicrobianos (HALL, MAH, 2017).

Os mecanismos de resisténcia dos biofilmes incluem a capacidade da matriz polimérica
extracelular de atuar como uma barreira para impedir a entrada de antimicrobianos na célula
microbiana, bem como a capacidade dessa matriz de produzir enzimas hidroliticas que
degradam agentes antimicrobianos como B-lactamase, regulam o metabolismo microbiano
reduzindo a atividade metabolica das células no biofilme, o que aumenta a tolerancia a alguns
antimicrobianos que afetam, entre outras coisas, o processo de crescimento de microrganismos
(OLSEN, 2015).

A alta resisténcia aos antimicrobianos e a ineficacia do diagndstico correto de infec¢des
induzidas por biofilmes correlacionaram-se com a gravidade da condigao clinica de pacientes.
Como resultado, estratégias como o uso de combinagdes de antimicrobianos e a busca de novos
compostos com atividade antimicrobiana de membrana aumentaram significativamente nos

ultimos anos (HERRMANN et al., 2010; ROY et al., 2017).
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Neste estudo, o CN apresentou erradicagao de biofilmes pré-formados em placas de
poliestireno das duas espécies avaliadas em diferentes concentragcdes acima de 90 %. Resultado
semelhante encontrado por Firmino e colaboradores (2018), onde o CN inibiu a formacao de
biofilme de bactérias Gram-negativas em fragmentos de cateter urinario em todas as
concentragoes testadas.

Foi relatado anteriormente que o composto inibe a formacao de biofilme em microplacas
de 96 pocos com fundo reto de Porphyromonas gingivalis também em concentragdes
subinibitérias (WANG et al., 2018), reforgcando o resultado encontrado no presente estudo.
Além disso, Albano e colaboradores (2018) descreverem que o CN causou redugdo no
crescimento planctonico bacteriano de Staphylococcus epidermidis, inibigao da formagao de
biofilme e erradicagdo de biofilmes pré-formados e Jia e colaboradores (2011) demonstraram
através da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa a expressdo reduzida do gene sarA
relacionado ao biofilme em S. aureus resistente a meticilina quando expostos a subCIM de CN.
Isso se da pois o CN pode se difundir através da matriz polissacaridica do biofilme e
desestabiliza-lo. Alternativamente, os compostos fendlicos podem interagir com as proteinas
de superficie, levando a modificagdo da superficie da célula bacteriana e danificando
parcialmente o estagio inicial de ligagdo as placas de microtitulagdo de poliestireno (NOSTRO
etal.,2007).

Outros trabalhos demonstraram que os OE ou seus principais componentes sao
potenciais candidatos para combater biofilmes bacterianos. Jadhav e colaboradores (2013)
revelaram que o OE de Achilleamille folium inibiu efetivamente a adesdo de células de Listeria
monocytogenes a superficies de aco inoxidavel, poliestireno e polietileno.

Ademais, Dos Santos Rodrigues e colaboradores (2018) mostraram que o OE Origanum
vulgare (orégano) reduziu o biofilme de S. aureus formado em uma superficie de ago
inoxidavel. Da mesma forma, microemulsdes formuladas com C. cassia, Salvia officinalis
(salvia) ou uma mistura de ambas foram avaliadas causaram redugdo do biofilme de S. aureus
em > 3 log UFC/mL 2 h apds a formacao e promove a remogao de biofilmes em até 68 vezes
apods 90 minutos de exposicdo (CAMPANA et al., 2017).

Por outro lado, Firmo (2018) realizou um estudo sobre o efeito de varias espécies de
plantas na erradicagao de biofilme pré-formado de espécies de Corynebacterium, dentre elas, a
Anacardium occidentale erradicou o biofilme de C. diphtheriae e C. ulcerans. Outras plantas

como Stryphnodendron coriaceum, Plathymenia reticulata e Azadirachta indica erradicaram o
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biofilme de C. ulcerans CDC KC279. Em contrapartida, ndo foram encontrados estudos na
literatura relacionados com a erradicacao de biofilme em corinebactérias utilizando o CN.

Ao induzir a infec¢do em 7. molitor com as amostras de C. guaraldiae e C. aurimucosum
e tratamento com diferentes concentragcdes do CN, foi possivel observar que o CN apresentou
efeito protetor mediante a infec¢ao por 3 amostras. Corroborando a isso, Ferro e colaboradores
(2016) além de evidenciar a atividade antimicrobiana do composto, trouxe a tona dados sobre
sua atividade protetora em um modelo de larva de Galleria mellonella e aumento de
sobrevivéncia larval e reducdo da quantidade de S. aureus isolada na hemolinfa larval,
utilizando continuamente em testes de toxicidade. Dessa forma, possivelmente existem outros
fatores de viruléncia envolvidos nas amostras de C. guaraldiae e C. aurimucosum, visto que o
CN nao teve agdo protetora mediante a infecgao.

Algumas larvas apresentaram melanizagdo durante os dias observados, esse processo de
melanizagdo ocorrido esta relacionado a resposta imune humoral que de forma conjunta com
outros mecanismos de defesa, como fagocitose e isolamento em nodulos ou capsulas, podem
matar e eliminar microrganismos invasores (LEMAITRE, HOFFMAN, 2007; CERENIUS,
LEE, SODERHALL, 2008). Apesar da producdo da melanina, ndo houve influéncia no alto
indice de mortalidade em resposta ao patogeno e ao tratamento. Kan e colaboradores (2008)
relatam que o excesso desse pigmento € prejudicial ao hospedeiro.

Figueiredo e colaboradores (2022) utilizou o CN no tratamento de sepse induzida por
E. coli em camundongos do tipo Swiss, este demonstrou aumento de sobrevivéncia em
aproximadamente 33 %. Este aumento na sobrevida foi provavelmente devido a modulagao da

resposta celular e mediadores inflamatodrios e anti-inflamatorios.
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CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

2

h)

Espécies de C. guaraldiae e C. aurimucosum s3o capazes de formar biofilme em
superficies abidticas hidrofobicas, mas nao em superficie hidrofilica de inox;

O CN nao apresentou toxicidade in silico frente células de linhagem tumoral e ndo
tumoral;

Nao se observou atividade hemolitica do CN ao comparar com o Triton X-100 puro e
diluido a 1 % com PBS nas concentrag¢des utilizadas para execugao dos outros testes;
O composto nao apresentou toxicidade nas concentragdes utilizadas frente larvas de 7.
molitor;

O CN mostrou toxicidade (bioativo) frente A. salina;

O CN apresentou atividade inibitoria e bactericida frente C. guaraldiae e C.
aurimucosum, corroborando com a bioatividade frente 4. salina;

Notou-se que a auto-agregagdo de C. guaraldiae e C. aurimucosum aumentou ao serem
expostos as subCIM do CN;

Ao ser testado com biofilme pré-formado de C. guaraldiae e C. aurimucosum, o CN
erradicou aproximadamente 90 % desse biofilme;

O CN apresentou efeito protetor para alguns dos isolados de C. guaraldiae e C.

aurimucosum,
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