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RESUMO 

Os fungos do gênero Penicillium apresentam ampla distribuição e são 
frequentemente isolados em ambientes que compreende desde lavouras, até 
hospitais. Suas espécies estão implicadas em diversas patologias, a exemplo 
penicilose, que acomete principalmente indivíduos imunocomprometidos. Em 
vista disso, e da elevada resistência fúngica aos antifúngicos atuais, tem-se 
impulsionado a busca por novos agentes antifúngicos. Para isso, as plantas 
medicinais e seus fitoconstituintes tem sido investigadas. Com base nisso, 
objetivou-se avaliar a atividade biológica do eugenol frente cepas de Penicillium 
citrinum. Para isso, foram realizados ensaios de determinação da Concentração 
Inibitória Mínima (CIM); Concentração Fungicida Mínima (CFM); efeito da 
associação entre eugenol e o antifúngico padrão anfotericina B; ação dos 
produtos na parede celular fúngica: ensaio com sorbitol e ação dos produtos 
sobre a membrana celular: interação com ergosterol. Além disso, foi avaliado o 
efeito citotóxico in vitro do eugenol sobre eritrócitos humanos. Ademais, o 
eugenol foi submetido aos sistemas (pkCSM e Osiris) para realizar a antevisão 
de parâmetros de drogabilidade e toxicidade. Do mesmo modo, o docking 
molecular foi realizado no AutoDock 4.2 com as proteínas envolvidas com a 
síntese e manutenção da membrana celular de P. citrinum. Assim observou-se 
forte atividade antifúngica sobre todas as cepas de Penicillium citrinum 
avaliadas, visto que a CIM determinada foi de 1 µg/mL e a CFM de 1 µg/mL, 
demonstrando ação fungicida. Ademais, a permanência da CIM do eugenol na 
presença de sorbitol e ergosterol, revelaram que esta molécula possivelmente 
não afeta a integridade diretamente da parede e da membrana plasmática de 
Penicillium citrinum. No estudo de associação entre o eugenol e a anfotericina 
B, foi verificado que estes possuem um efeito indiferente. Já nos estudos in silico, 
o eugenol apresentou importante biodisponibilidade oral e risco mutagênico, 
entretanto não foi citotóxico na avaliação do potencial hemolítico em eritrócitos 
humanos. O docking molecular, propõe a hipótese preditiva de que o eugenol 
liga-se possivelmente ao sítio ativo da CYP51, enzima responsável pela 
biossíntese do ergosterol, sugerindo dessa forma que o produto testado atua de 
forma direta na formação do ergosterol da membrana citoplasmática fúngica. 
Assim sendo, as evidências desta pesquisa apontam que o eugenol retrata como 
promissor e possível opção para o tratamento de infecções fúngicas causadas 
por Penicillium citrinum, e também nos processos de contaminação pelo fungo 
nas culturais vegetais. 

 
Palavras-chave: Produtos naturais, Eugenol, Atividade antifúngica 



 

Evaluation of eugenol’s biological activity in relation to Penicillium citrinum 
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SUMMARY 
Fungi of the genus Penicillium have a wide distribution and are frequently isolated 
in environments ranging from crops to hospitals. Its species are implicated in 
several pathologies, such as penicilliosis, which mainly affects 
immunocompromised individuals. Considering this, and the high fungal 
resistance to current antifungals, the search for new antifungal agents has been 
encouraged. For this, medicinal plants and their phytoconstituents have been 
investigated. Based on this, the objective was to evaluate the biological activity 
of eugenol against strains of Penicillium citrinum. For this, tests were carried out 
to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC); Minimum Fungicide 
Concentration (CFM); effect of the association between eugenol and the standard 
antifungal amphotericin B; action of products on the fungal cell wall: test with 
sorbitol and action of products on the cell membrane: interaction with ergosterol. 
Furthermore, the in vitro cytotoxic effect of eugenol on human erythrocytes was 
evaluated. Moreover, eugenol was submitted to online software (pkCSM and 
Osiris) to preview druggability and toxicity parameters. Likewise, molecular 
docking was performed in AutoDock 4.2 with the proteins involved in the 
synthesis and maintenance of the P. citrinum cell membrane. Therefore, strong 
antifungal activity was observed on all strains of Penicillium citrinum evaluated, 
since the MIC determined was 1 µg/mL and the CFM was 1 µg/mL, demonstrating 
fungicidal action. Furthermore, the persistence of the MIC of eugenol in the 
presence of sorbitol and ergosterol revealed that this molecule possibly does not 
directly affect the integrity of the wall and plasma membrane of Penicillium 
citrinum. In the association study between eugenol and amphotericin B, it was 
found that they had an indifferent effect. In silico studies, eugenol presented 
important oral bioavailability and mutagenic risk, however it was not cytotoxic in 
the evaluation of the hemolytic potential in human erythrocytes. Molecular 
docking proposes the predictive hypothesis that eugenol possibly binds to the 
active site of CYP51, the enzyme responsible for the biosynthesis of ergosterol, 
thus suggesting that the tested product acts directly on the formation of ergosterol 
in the fungal cytoplasmic membrane. Therefore, the evidence from this research 
indicates that eugenol is a promising and possible option for the treatment of 
fungal infections caused by Penicillium citrinum, and also in the processes of 
contamination by the fungus in vegetable crops. 

 
Keywords: Natural products, Eugenol, Antifungal activity 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O reino Fungi é um dos mais heterogêneos do planeta, com funções 

celulares eucarióticas, diferentemente das bactérias. Atualmente, estima-se a 

existência de 4 milhões de espécies de fungos no planeta, em que cerca de 600 

tipos são conhecidos como patógenos em humanos. Além disso, sua vasta 

pluralidade é indutora no resultado final da mudança biológica, elaborando 

funções essenciais desde a manutenção de um ecossistema harmônico assim 

como no processo de decomposição de matéria biológica (ASSAF et al.,2020; 

VĚTROVSKÝ et al., 2019; SHAFIEI et al. 2020). 

Além disso, as espécies fúngicas são relatadas na literatura por suas 

toxinas presentes em grandes lavouras, atuando nas propriedades 

organolépticas dos produtos finais oriundos daquelas e assim afetando a 

economia de vários países (ARRUDA; BERETTA, 2019; INGOK et al., 2020). 

Inserido nesse contexto, um gênero de fungos que destaca-se é o 

Penicillium, pois possui grande importância na natureza, apresentando mais de 

400 espécies presente nos ecossistemas (NICOLETTI et al., 2023). Dentre 

essas, Penicillium citrinum, é recorrente em lavouras e há casos relatados que 

acometem humanos (TOGHUEO; BOYOM, 2020; COUTINHO et al., 2020). 

Nesse sentido, as infecções fúngicas, como a penicilose, acometem 

milhões de pessoas em todo mundo, principalmente, em pacientes 

imunossuprimidos e em locais onde o acesso a medicamentos é reduzido, como 

o continente africano e nas américas (LEE; PUUMALA; ROBBINS; COWEN, 

2021). Somado a isso, a utilização precipitada e emergencial, contribuiu para o 

surgimento de patógenos multirresistentes. Sendo assim é de suma importância 

a descoberta de novas substâncias, para o desenvolvimento de terapias 

inovadoras, sejam elas conjuntas ou isoladas (IYER et al., 2021). 

Por esse lado, os produtos naturais têm conseguido uma função 

expressiva como fonte de descoberta de medicamentos e no benefício do 

processo de saúde. Logo, a busca por antifungicos naturais com amplo espectro 

de ação e potencial terapêutico tem estimulado o interesse científico, 

particularmente as moléculas de origem vegetal, já que as plantas detêm vasta 

capacidade de sintetizar substâncias químicas diversificadas como defesa 
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contra agentes patogênicos (AHMADI et al., 2022; KEBEDE; GADISA; TUFA, 

2021). 

Desse modo, Ocimum gratissimum Lineu, da família Lamiaceae, 

conhecida como a alfavaca, presente em todo o estado brasileiro e apresenta 

inúmeras características e benefícios como aromatizante natural e na 

preparação de alimentos. Somado a isso, é utilizada na medicina como anti- 

inflamatória, antibacteriana e antifúngica (UGBOGU et al., 2021). 

Na caracterização do perfil químico de Ocimum gratissimum, foi 

observado uma variedade de compostos, em que o majoritário é o eugenol 

(SANTOS et al., 2021), conhecido como seguro pela Food and Drug 

Administration (FDA), apresentando propriedades, fungistáticas e fungicidas, 

principalmente por meio de terapias combinadas com outros antifúngicos 

(SHARIFZADEH; SHOKRI, 2020). 

Nesse contexto, tornam-se necessários e de grande importância, estudos 

de novas moléculas naturais, e/ou sintéticas, com atividade biológica, como o 

eugenol, que possam exercer atividade antifúngica sobre o crescimento de 

espécies de fungos, mas particularmente sobre Penicillium citrinum. 

Por isso, o recente estudo tem como objetivo avaliar o potencial 

antifúngico do eugenol frente cepas de Penicillium citrinum, assim como apurar 

seu mecanismo de ação, além de averiguar se o fitoconstituinte apresenta um 

perfil toxicológico assegurado para uso terapêutico e/ou como biopesticida na 

agricultura e indústria de alimentos. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Gênero Penicillium: contaminação e infecção. 

 
Os microrganismos, dentre eles os fungos, estão presentes praticamente 

em todos os ecossistemas de nosso planeta, podendo ser parasitas de animais 

e plantas, possibilitando doenças, mas também, podem viver em simbiose, onde 

irão ajudar plantas em vários processos, como a absorção de água e nutrientes 

(CAVALCANTE et al., 2023). Além disso, têm um grande impacto negativo na 

saúde humana, acometendo pessoas com várias enfermidades como, a 

penicilose e meningite fúngica (JORDAN; BROTONS; PEREZ; GONZÁLEZ, 

2021). 

Os fungos são organismos que pertencem ao reino fungi, podendo ser 

unicelulares (leveduras), como também podem ser multicelulares (fungos 

filamentosos). Os fungos filamentosos têm grande capacidade de dispersão 

(AFONSO; SIMÕES; LIMA, 2021), sendo esses, presentes em vários ambientes, 

como hospitalares e grandes lavouras agrícolas (YOUSEFZADEH et al., 2022). 

Ademais, um dos maiores representantes dos fungos filamentosos, do filo 

Ascomycota, de disposição mundial, é o gênero Penicillium, cuja importância em 

vários campos, principalmente nos alimentos, na biotecnologia e medicina. Além 

disso, são produtores de uma grande quantidade de metabólitos secundários, 

como micotoxinas (citrinina), compostos antibacterianos, antifúngicos e 

imunossupressores (ASSAF et al., 2020). São encontrados em vários habitats 

naturais, com baixas temperaturas, temperaturas acima de 50ºC e alta 

salinização, atraindo pesquisadores devido ao interesse a condescendência a 

ecodepção (YADAV et al., 2022). 

Dessa forma, uma estrutura indispensável para os fungos e sua 

sobrevivência, é a parede celular, principalmente pois oferece proteção contra 

os estresses do meio, assim, é um alvo importante para a idealização de drogas 

antifúngicas altamente seletivas, diagnósticos específicos e anticorpos 

terapêuticos (GOW; LENARDON, 2022). 

Ainda nesse sentindo, outra estrutura que merece destaque é a 

membrana citoplasmática dos fungos, que tem como principal constituinte os 

fosfolipídios, os quais possuem na sua constituição o ergosterol, determinando 

fluidez, permeabilidade e atividades das proteínas associadas à essa estrutura. 
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Problemas relacionados a biossíntese do ergosterol, causam defeitos a 

adaptação ao estresse e a sua proliferação celular. Além disso, alguns estudos 

publicados, demonstram que o ergosterol é necessário para a manutenção do 

DNA mitocondrial nos fungos (JORDÁ; PUIG, 2020). 

Macroscopicamente, as colônias têm o crescimento rápido, verde-oliva 

em sua parte superior com a cor branca nos seus arredores, com uma cor branca 

e verde pálida no ínfero. Margens onduladas, superfície com características 

lanosas ou aveludada (Figura 1) (KUMAR et al., 2023). 

 
Figura 1. Foto de colônia em placa de petri de Penicillium citrinum. 

 

(A) Fotografia verso e reverso (B) da colônia isolada de Penicillium citrinum em meio 
ágar batata dextrose. 

 

Fonte: (NGUYEN et al. 2023). 

 

Microscopicamente nas espécies desse gênero (Figura 2), são 

visualizadas, hifas septadas e hialinas. A partir do micélio, conidióforos surgem 

em perpendicular à base, de forma encolhida ou avolumada, apresentando em 

seu cume, células conidiogênicas, chamadas fiálides. Além disso, algumas 

espécies podem possuir ramificações chamadas râmulo, entre a métula e o 

ramo. Finalmente, tem-se os conídios que são unicelulares, hialinos globosos ou 

cilíndricos, onde sua parede pode ser rugosa e lisa (HOUBRAKEN et al., 2011). 
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Figura 2. Microscopia de Penicillium citrinum. 
 

Culturas antigas de 7 dias, 25 °C. Estruturas predominantemente simetricamente 
biverticiladas e terverticiladas abundantemente produzido em isolados frescos; Fialides 
ampuliforme e Métulas em espirais; Conídios globosos a subgloboso, liso. 

 
Fonte: HOUBRAKEN et al., 2011. 

 

Em relação as doenças causadas pelas espécies do gênero Penicillium, 

os primeiros relatos ocorreram em 1984 na Tailândia e em 1989 no Sudeste 

Asiático. Além disso, há uma associação com a ocorrência do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), causador da síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS), visto que é relatado que à proporção que a ocorrência de HIV 

aumentou, o número de casos de peniciliose também aumentaram, indicando 

assim, que se trata de um agente patógenico oportunista. A forma de 

transmissão da penicilose, se dá através da inalação de esporos, afetando 

principalmente o trato respiratório, causando tosse, dispneia, febre e outros 

sintomas (HAKEEM et al., 2023). 

Dentre o agente etiológico da penicilose, podemos destacar 

Talaromyces marneffei, antes chamado de Penicillium marneffei, um dos poucos 

fungos dimórficos termicamente que acometem humanos, sendo primariamente, 
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um patógeno pulmonar que se espalha para os demais locais do corpo humano 

por meios linfáticos ou hematológico (PRUKSAPHON et al., 2022). Mas, já é 

relatado atualmente na literatura, que outras espécies de Penicillium estão 

acometendo humanos, principalmente em pacientes imunocomprometidos. 

Como exemplo e bem atual, em março de 2021 na Índia, pacientes com a 

variante Delta (B.1.617.2) do coronavírus-2 (SARS-CoV-2), passaram a ser 

suscetíveis a infecções fúngicas, devido a seu imunocomprometimento, sendo 

um dos achados entre os enfermos, o gênero Penicillium, (AMBASTA et al., 

2022). 

Em relação a localização do gênero, com maior intensidade, pode ser 

encontrado na agricultura, em grandes plantações de frutas, especiarias e 

cereais. No Brasil, devido à grande produção de frutas cítricas, existem muitas 

perdas econômicas, pois, há diversas doenças na pós-colheita dos frutos e 

especiarias por fungos, atingindo até 15% de toda a colheita. Assim, os principais 

fungos que acometem as frutas cítricas são P. digitatum, P. citrinum (Figura 3) e 

P. italicum (COUTINHO et.al., 2020). 

 
 

Figura 3. - Laranjas acometidas por Penicillium citrinum. 
 

 

Fonte: COUTINHO et al., 2020. 

 
Penicillium citrinum, é encontrado como importante causador de mofo 

pós-colheita principalmente em frutas cítricas, e alguns estudos no Brasil, 

relatam também a presença de toxinas no milho e seus subprodutos com 

grandes níveis de contaminação (COUTINHO et.al., 2020; SAVI; ZENAIDE; 

2020). Dentre essas toxinas, a citrinina tem sua maior produção em temperaturas 

de 15-37 °C, onde seu maior rendimento obtido em 30 °C, sendo essa toxina 
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responsável por levar principalmente problemas renais, como necrose de células 

epiteliais e teratogenicidade (GUO et al., 2019). 

Apesar do potencial histórico como antibiótico, na descoberta da 

penicilina, esse fungo pode levar a casos graves como, hepatotoxicidade, 

nefrotoxicidade e carcinogenicidade, além disso, há cada vez mais o surgimento 

de cepas com resistências aos tratamentos atuais existentes no mercado, assim, 

é de suma importância a necessidade de novas substâncias que tenham ação 

contra esse fungo (TOGHUEO; BOYOM; 2020). 

 

2.2 Tratamentos Antifúngicos 

 

Ao comparar o arsenal disponível de antibacterianos existentes no 

mercado farmacêutico com a quantidade de antifúngicos, encontramos poucas 

classes de medicamentos e muitas vezes, restritos na sua utilização devido a 

problemas como toxicidades consideráveis e interações medicamentosas 

perigosas (MUHAJ et al., 2022). 

Com isso, a morbimortalidade por infeções fúngicas permanece alta, 

principalmente devido à demora para um diagnóstico preciso e rápido. Como 

consequência, dificilmente os pacientes têm acesso ao uso de um tratamento 

correto e eficaz, o que leva a profilaxias demoradas, que as vezes não surtem o 

efeito desejado, gerando um grande risco em pacientes que já se encontram 

altamente debilitados (JENKS et al., 2020). 

Atualmente, os antifúngicos mais conhecidos e utilizados são 

representados por quatro classes diferentes (Figura 4): azóis, como o 

voriconazol; equinocandinas, tais como micafungina; os análogos das 

pirimidinas, como a flucitosina, e finalmente os polienos, como a anfotericina B 

(SUN; HOY; HEITMAN, 2020). Além desses alvos, já se encontra na literatura, 

informações para tratamento fúngicos, incluindo terapias com citocinas, 

anticorpos monoclonais e imunoterapia celular (WILLIAMS; HARVEY; JAMES, 

2020). 

Os azóis, foram descritos no final dos anos 1960, inibem uma importante 

função das membras celulares dos fungos, a síntese de ergosterol. Para que a 

membrana tenha um controle na sua fluidez, assimetria e ser estável é preciso 

a presença do ergosterol (TRÉNOR; AHUIR; MARKUS, 2023). 
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Figura 4. Alvos de ação de drogas antifúngicas. 
 

Fonte: Adaptado de Carmo (2023). 

 
 

Essa classe, aumenta a permeabilidade da célula fúngica, trazendo a sua 

aniquilação, através da inibição da enzima, lanosterol 14-α-desmetilase (ou 

CYP51), responsável pela modificação do lanosterol em 14-desmetil lanosterol 

na via biossintética do ergosterol. O CYP51 estimula a modificação do grupo 14- 

α-metil do lanosterol em 14-α-hidroximetil e, posteriormente, em 14-α- 

carboxialdeído (TEIXEIRA et al., 2022). Dentre os azóis, de acordo com a 

quantidade de nitrogênios presentes no anel, existem os imidazólicos, como o 

cetoconazol e clotrimazol, e os triazóis, que inclui o fluconazol, voriconazol e 

itraconazol (BÁEZ et al. 2020). 

Nas décadas de 1980 e 1990 foram descobertos as equinocandinas, 

esses agentes diminuem a unidade das paredes celulares dos fungos, parando 

a síntese de glucana por meio da enzima 1,3-β -D-enzima glucana sintase, 

rompendo assim, a parede celular fúngica levando a morte da célula. A 

micafungina e a caspofungina são exemplos dessa classe de antifúngicos 

(BADER et al., 2018). 

Outras classes de antifúngicos são os análogos das pirimidinas, onde a 

flucitosina (5-fluorocitosina – 5FC) é um agente antimetabólito, classificado como 

antifúngico sistêmico, aprovado pela FDA em 1971 para o tratamento de 

infecções graves por Candida e Cryptococcus (PADDA; PARMAR, 2023). 
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Quando administrada, o resultado farmacológico da flucitosina só ocorre na 

presença de células fúngicas e a ação não atua nas células de mamíferos. Após 

a administração, a 5-FC é absorvida pela citosina-permease na célula fúngica e 

desaminada em 5-fluorouracila pela citosina desaminase. A 5-fluoruracila é 

subsequentemente convertido em trifosfato de 5-fluoruridina. Ao contrário do 

ácido uridílico, este composto é incorporado ao ácido ribonucleico (RNA) fúngico, 

resultando na inibição da síntese de proteínas (MEDEIROS, 2023). 

Por fim, a anfotericina B é um dos principais representantes dos polienos, 

sendo efetiva em várias infecções fúngicas. O mecanismo de ação da 

anfotericina B se dá pela ligação com o ergosterol, que resulta na criação de 

poros na membrana fúngica e, em consequência, ocorre extravasamento de 

substâncias intracelulares, levando à morte celular (PALHARES, 2022). 

A anfotericina B também age com o colesterol nas membranas celulares 

humanos, o que é responsável pela sua alta toxicidade. Com isso, pacientes que 

fazem seu uso, apresentam vários efeitos colaterais como febre, anafilaxia, 

perda de potássio e magnésio, além de encefalopatia desmielinizante, e sua 

administração a longo prazo está associado à anemia normocrômica e 

normocítica (NOOR; PREUSS, 2023). 

Muitas espécies de fungos desenvolveram uma evolução rápida para 

resistir ao arsenal presente na terapêutica, mesmo quando há combinação entre 

as classes disponíveis em alguns casos. A alta resistência fúngica, está ligada a 

evolução de genomas altamente adaptáveis, com altas taxas de mutação e com 

uma regulação na expressão de genes, como os que codificam os alvos de 

drogas ou bombas de efluxo de drogas (Figura 5) (SUN; HOY; HEITMAN, 2020). 

Ainda nesse contexto, mecanismos de resistência dos fungos (Figura 5) 

como os azóis, modificam a parede celular ou membrana plasmática, trazendo 

à irregular absorção do fármaco e modificações na compatibilidade do alvo do 

medicamento (gene ERG11). 

Já nos polienos, como a anfotericina B, foram verificadas mutações em 

genes envolvidos na biossíntese do ergosterol, ERG 6 e ERG 11, portanto a 

diminuição do ergosterol na membrana celular. No caso da resistência intrínseca 

à flucitosina, dentre alguns mecanismos, citamos a consequência de mutações 

na purina citosina permease (Fcy2), pertubando a captagem celular do fármaco. 

Finalizando, os fungos podem adquirir mutações no gene FKS1, que conferem 
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sensibilidade diminuída à 1,3-β-D-glucano sintase para a classe das 

equinocandinas (MEDEIROS, 2023). 

 

Figura 5. Diferentes mecanismos de multirresistência de células fúngicas. 

As bolas coloridas mostram moléculas de antifúngicos. Fcy2 (purina citosina 
permeasse); Erg11 (gene biossíntese do ergosterol); ABC (proteínas transportadoras 
de membrana pertencentes aos transportadores ATP-binding cassete); MFS (principal 
superfamília facilitadora); FKS (gene para β (1,3) -d-glucana sintase). 

 
Fonte: Adaptado de MEDEIROS, 2023. 

 
 

Foi narrado que alguns antifúngicos, vêm sendo utilizados na agricultura 

através da pulverização para o controle de bolores que prejudicam vegetais, e 

com isso, observou-se o aumento na resistência pelo Penicillium digitatum, 

através de mutações em enzimas como a CYP51 (BRAUER et. al., 2019). 

Além da resistência, foi demonstrado através de estudos em ratos, que o 

fungicida utilizado no controle de pragas em plantações chamado imazalil, do 

grupo do imazalil, sendo inibidor da síntese do ergosterol, causou em ratos, 

aumento da incidência de câncer de tireoide e fígado 

(https://www.adapar.pr.gov.br/: Consulta 23/10/2023). 

http://www.adapar.pr.gov.br/
http://www.adapar.pr.gov.br/
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2.3 Produtos naturais e o eugenol 

 
Os produtos naturais são utilizados desde os primórdios das civilizações 

para tratar diversos problemas, entre eles gastrointestinais e na pele, sendo 

aqueles, fontes de uma gama diversificada de compostos biologicamente ativos 

importantes que funcionam na planta para desenvolvimento e sua proteção, 

sendo vital para sua sobrevivência nos ambientes (DENG et al., 2020). Esses 

compostos são chamados de metabólitos primários e secundários, que são 

produtos de transição do metabolismo da planta, restrito em pequenas moléculas 

(AMINAH et al., 2021). 

Muitos desses metabólitos são estudados para verificar suas 

propriedades farmacológicas e com isso serem aplicados em tratamentos para 

doenças existentes, possuindo grandes diversidades em sua estrutura química 

e na sua atividade biológica (DENG et al., 2020; MALIK; TALIE; AHMAD, 2022). 

A Food and Drug Administration (FDA), em 2019, cita que, dos 38 medicamentos 

aprovados, havia nove medicamentos obtidos de produtos naturais (TORRE; 

ALBERICIO, 2020). 

Assim, pode-se citar os óleos essenciais (OE), obtidos a partir de fontes 

naturais, apresentando-se como líquidos oleosos e altamente voláteis. Nas 

plantas são extraídos por destilação a vapor ou extração por solvente de folhas, 

caules, raízes e outras partes. Possuem múltiplos compostos, que determinam 

suas propriedades físicas, químicas e biológicas e além disso, são utilizados 

pelas plantas, na defesa contra pragas. Ainda nesse contexto, sua composição, 

pode ser altamente variada devido ao habitat, época de colheita e método de 

extração, assim como qual a parte da planta utilizada, podendo ter a presença 

de terpenos, fenóis, entre outros (OMAR; KORDALI, 2019). 

Ademais, com grande aplicação em várias áreas, os OE destacam-se na 

perfumaria com seus aromas e fragrâncias. Além disso, algumas espécies de 

plantas vêm sendo também utilizadas para a estabilidade e conservação de 

alguns alimentos, apresentando inibição no crescimento de bactérias e fungos, 

tornando-se assim, bastante recorrente a procura de alimentos do tipo clean- 

label, ou seja, alimentos mais saudáveis que substituem os velhos aditivos 

artificiais por alternativas naturais (RAO; CHEN; MCCLEMENTS, 2019; 

VASCONCELOS et al., 2021). 
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Devido ao amplo uso tradicional de plantas medicinais pela população, foi 

criado pelo Ministério da Saúde do Brasil, a Política Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicas, visando o uso racional de vegetais com fins 

terapêuticos. Dentro dessa política foi criada a Relação Nacional de Plantas 

Medicinais de Interesse ao SUS, RENISUS, com mais de 71 espécies de plantas 

nativas e que permitam a utilização para tratamento complementar de algumas 

doenças entre os brasileiros, dentre das quais está presente a espécie Ocimum 

gratissimum (MARMITT et al.,2020). 

Ocimum gratissimum, conhecida como alfavaca ou folha-de-cheiro, é uma 

planta herbácea da família Lamiaceae, nativa da África e Ásia e presente em 

todo Brasil, sendo bastante utilizada na culinária. Em adição, existem seus 

benefícios medicinais contra a febre, cólicas menstruais, calmante, infecções 

geniturinárias e potencial antimicótico (UGBOGU et al., 2021). 

O óleo essencial de Ocimum gratissimum apresentou atividade 

antifúngica em alguns estudos contra fungos como Penicillium expansum e 

Aspergillus niger, enquanto os extratos etanólico e aquoso de suas folhas 

inibiram o crescimento de fungos como Penicillium citrinum e Penicillium 

oxalicum (VILANOVA et al., 2019). 

Propriedades, podem ser atribuídas a presença de diversos compostos, 

como os alcaloides, taninos e flavonoides. Em um estudo com Ocimum 

gratissimum e Ocimum basilicum, os compostos majoritários encontrados foram 

o eucaliptol e eugenol, sendo o produto com maior quantidade, cerca de 89%, o 

eugenol (VASCONCELOS et al., 2021). 

O eugenol, foi isolado pela primeira vez em 1929, é também conhecido 

como 2-metoxi-4-[2-propenil] fenol (Figura 6). Tem como característica cor clara 

a amarelo pálido, com consistência oleosa e aroma picante, sendo um composto 

aromático fenólico da classe dos fenilpropanóides, envolvidos em respostas de 

estresse bióticos e sintetizados a partir do aminoácido fenilalanina (DIDEHDAR 

et al. 2021). 

Diversas atividades farmacológicas já foram relatadas para o eugenol 

como propriedades anestésicas, antidepressivas, ansiolíticas, antibacteriana, 

antiviral, efeito antiproliferativo contra cânceres de várias origens e antifúngicas. 

Além disso, tem aplicações como aromatizante em alimentos e produtos 

farmacêuticos, ademias, o eugenol é utilizado para biocontrole na agricultura 

contra fungos e bactérias (ZARI; ZARI; HAKEEM, 2021). 
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A organização mundial de saúde (OMS), e alimentação e cultura, 

aconselhou uma dose por dia considerável, de 2,5 mg/kg de peso corporal 

humano, segura. A mesma organização mostrou segurança, sendo o eugenol 

não mutagênico e nem cancerígeno ((TALEUZZAMAN et al. 2021). 

 
Figura 6 - Estrutura químicas do eugenol. 

Estrutura 2D Estrutura 3D 
 

 
Fonte: pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Eugenol (2023). 

 

 
Ademais, foi descrito que emulsões de eugenol em associação com 

limonina tem atividade contra a espécie Penicillium italicum, no seu crescimento 

miscelial, germinação de esporos, morfologia de micélio e permeabilidade da 

membrana, em decorrência de peroxidação lípida, podendo ser utilizado como 

substituto na para inibição do crescimento do mofo azul (LI et al., 2021). 

Em várias perspectivas para o combate ao câncer, o eugenol tem grande 

potencial observado em vários estudos, principalmente quando utilizado a 

tecnologia de nanopartículas que visa melhorar a concessão de medicamentos 

antitumorais em locais mais especifícos, diminuindo efeitos adversos (ZARI; 

ZARI; HAKEEM, 2021). 

Em 2018, foi realizado uma investigação in silico da atividade do isômero 

do eugenol, isoeugenol, contra o Penicillium citrinum, em que foi verificado a 

atividade fungicida contra essas cepas. Estes dados mostram que o eugenol é 

um candidato potencial no tratamento de doenças causadas por essa espécie e 

é necessário a continuação de estudos que levem a confirmação dessa atividade 

bem como o mecanismo de ação (FERREIRA et al., 2018). 
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2.4 Toxicidade 

 

Existe um grande risco na saúde dos seres humanos consumidores de 

produtos naturais por acreditarem que os mesmos são inofensivos e que não 

provocam mal à saúde. As plantas mais comumente utilizadas pela população 

são bastante estudadas, mesmo assim, é necessário um maior cuidado para sua 

utilização, principalmente em pacientes de risco como mulheres grávidas, idosos 

e crianças, pois a presença de substâncias tóxicas em sua composição é um 

ponto de atenção para o ser humano e animais (YAN et al., 2022; MIHAJILOV et 

al., 2020). 

Definir o potencial citotóxico de um determinado fitoconstituinte, é um 

parâmetro preferencial para o progresso e comercialização de produtos, visto 

que alguns compostos químicos podem provocar efeitos adversos à população. 

É imprescindível a realização de testes hemolíticos em compostos naturais de 

potencial notável para o desenvolvimento de medicamentos (ARAÚJO et al., 

2018). 

Assim, a análise de possíveis reações citotóxicas em eritrócitos humanos 

é um modelo experimental in vitro seguramente utilizado para apurar a 

toxicidade e proteção celular para uma grande variedade de substâncias 

(DANTAS, 2017). 

Somado a isso, devido a toxicidade relatada na literatura do eugenol, é 

importante estimar, in silico, novos estudos sobre sua toxicidade, para 

determinar assim, sua segurança e eficácia, deliberando parâmetros 

farmacocinéticos e dinâmicos, através de ferramentas de previsão, com uma 

capacidade futura de aplicação terapêutica para o tratamento de infecções 

causadas por espécies fúngicas. 

Ferreira (2018), através da caracterização toxicológica do isoeugenol, 

frente Penicillium citrinum, verificou in vitro através do potencial hemolítico, que 

o composto não foi citotóxico para os eritrócitos sorotipo A e B. Outrossim, o 

extrato das folhas do Syzygium cumini, que apresenta em suas flores, eugenol, 

causou hemólise, a depender da concentração, em eritrócitos humanos, 

enquanto as hemácias do grupo sanguíneo O apresentaram maior 

vulnerabilidade, mesmo em menores concentrações (JUNIOR et al., 2021). 

Nesse panorama, é de extrema importância estudar e avaliar a ação do 

eugenol, como molécula bioativa sobre os fungos da espécie Penicillium 
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citrinum, associado a isso, investigar o seu mecanismo de ação, a fim de buscar 

futuras descobertas de constituições antifúngicas mais efetivas para combate de 

fungos desse gênero. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Geral 

 
Investigar a atividade antifúngica do fitoconstituinte eugenol contra cepas 

de Penicillium citrinum. 

 

3.2 Específicos 

 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração 

Fungicida Mínima (CFM) do eugenol frente cepas de Penicillium citrinum; 

 
 Investigar possíveis efeitos sinérgicos, antagônicos ou indiferentes de 

eugenol individuais e associados a antifúngico padrão pela Técnica de 

Checkerboard; 

 
 Determinar a possível ação do eugenol na parede celular fúngica e 

membrana citoplasmática; 

 
 Avaliar o potencial hemolítico em eritrócitos humanos; 

 
 Analisar in silico a toxicidade e os parâmetros farmacocinéticos do 

eugenol; 

 

 Estudar as interações moleculares do eugenol com a enzima fúngica 

lanosterol 14α-demetilase (CYP51) através do docking molecular. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Locais da pesquisa 

 
Os ensaios de atividade antifúngica foram realizados no Laboratório de 

Micologia (LM) /Laboratório de Pesquisa: Atividade Antibacteriana e Antifúngica 

de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos / DCF do Departamento de Ciências 

Farmacêuticas, do Centro de Ciências da Saúde (CCS), da Universidade Federal 

da Paraíba (UFPB) e o Laboratório da Unidade Acadêmica de Ciências 

Biológicas/CTRS/UFCG/PATOS/PB. Os referidos laboratórios dispõem de 

estrutura, substâncias, materiais e equipamentos adequados e suficientes para 

a execução dos experimentos descritos. 

 

4.1.1 Meios de cultura 

 

Para a manutenção das amostras do fungo Penicillium citrinum e 

realização dos ensaios de avaliação da atividade antifúngica dos produtos, foram 

utilizados, respectivamente os meios de cultura Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) 

e o meio de cultivo líquido RPMI (Instituto Roswell Park Memorial) 1640 com 

glutamina e sem bicarbonato da Sigma-Aldrich/Merck/Brasil, que foram 

preparados e mantidos conforme recomendações dos fabricantes. Os meios 

foram solubilizados em água destilada e esterilizados em autoclave, a 121ºC por 

15 minutos, seguindo as recomendações dos fabricantes. 

 

4.1.2 Cepas de Penicillium citrinum 

 

Para a realização dos ensaios de avaliação da atividade antifúngica foram 

utilizadas 12 cepas de P. citrinum (tabela 1), isoladas de materiais biológicos no 

Laboratório de Micologia DCF/CCS/UFPB, João Pessoa/Paraíba. As amostras 

do fungo foram mantidas em tubos de ensaio (15X150 mm) contendo Ágar 

Sabouraud Dextrose (ASD) inclinado (Difco®) sob refrigeração (8º C) até o 

momento da realização do ensaio. As cepas de P. citrinum, que foram utilizadas 

na execução da pesquisa, estão cadastradas no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SIGEN) sob o 

código AC2DA0C. 
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Tabela 1. Cepas de Penicillium citrinum utilizadas nos ensaios. 
 
 

Pecillium 

citrinum 
Origem 

Pecillium 

citrinum 
Origem 

ATCC-28752 
American Type 

Culture Collection 
LM-183 

 

unhas- mãos 

LM-15 ambiente LM-217 Pele-pernas 

LM-21 ambiente LM-309 Secreção-pulmão 

LM-29 Unhas-mãos LM-321 pele-pernas 

LM-74 Pele-feridas LM-521 ambiente 

LM-157 Unhas - pé LM-918 ambiente 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

 
4.1.3 Fitoconstituinte eugenol e antifúngico licenciados anfotericina B 

 

Os produtos utilizados na execução das metodologias, foram os 

seguintes: eugenol e o antifúngico padrão, a anfotericina B, todos da Sigma- 

Aldrich/Merck/Brasil. Os produtos foram pesados e devidamente solubilizados 

em 150 µL (3% v/v), de dimetilsulfóxido (DMSO), (Dinâmica Química 

Contemporânea Ltda/Brasil), e adicionados 100 µL (2% v/v) de Tween 80, (Inlab 

Confiança/Brasil), complementando-se o volume final com água destilada 

esterilizada q.s.p. 5mL. A partir da concentração inicial do eugenol e da 

anfotericina B, de 1.024 µg/mL, foi feita uma diluição em série até 0,5 µg/mL. 

(CLEELAND; SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 

2014). 

 

4.1.4 Inóculo do microrganismo 

 

As linhagens fúngicas selecionadas foram mantidas no meio de cultura 

ASD, por 10-14 dias, a temperatura de 28 a 30ºC, com a finalidade de atingirem 

o crescimento. Para o preparo da suspensão das linhagens, as colônias fúngicas 

foram cobertas com 5 mL de solução salina estéril (NaCl 0,9 % p/v) e, por meio 

de suaves agitações e raspagens com auxílio de uma alça de inoculação em “L”, 

foram obtidas as suspensões. A composição obtida de conídios e fragmentos de 

hifas foi retirada e transferida para tubos de ensaio (15x150mm) esterilizados. 

Em seguida, essas suspensões foram agitadas por 2 minutos com auxílio do 



35 
 

 

aparelho Vortex (FANEM), comparando-se e ajustando-se, posteriormente, sua 

turbidez com uma suspensão de sulfato de bário do tubo nº 0,5 da escala Mc 

Farland, a qual corresponde a um inóculo de aproximadamente 106 unidades 

formadoras de colônias/mL (UFC/mL). Por fim, foi realizada a contagem celular 

em câmara de Neubauer e as suspensões foram ajustadas no espectrofotômetro 

(Leitz-Fhotometer 340-800), para conter aproximadamente 106 UFC/mL 

(CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; SAHIN et al., 2004; 

SANTOS; HAMDAN, 2005). 

 
4.2 ENSAIOS DE ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

4.2.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 
Os ensaios de atividade antifúngica foram realizados conforme os 

protocolos de Cleenland e Squires (1991), Eloff (1998) e CLSI (2008). A 

determinação da CIM das moléculas do eugenol e da anfotericina B padrão sobre 

cepas fúngicas foi realizada através da técnica de microdiluição em caldo, com 

placa para cultura de células (microplaca fundo U c/ tampa estéril individual – 

Cralplast) contendo 96 poços. Inicialmente, foram distribuídos 100 µL de caldo 

RPMI 1640, duplamente concentrados nos poços das placas de microdiluição. 

Em seguida, 100 µL de cada produto foram dispensados nas cavidades da 

primeira linha da placa. E por meio de uma diluição seriada a uma razão de dois, 

foram obtidas concentrações de 1024 até 0,5 µg/mL. Por fim, foram adicionados 

10 µL das suspensões fúngicas nas cavidades, onde cada coluna da placa 

refere-se, especificamente, a uma cepa fúngica. Paralelamente, foram 

realizados os controles: microrganismo (RPMI + suspensão de P. citrinum), para 

comprovação da viabilidade das cepas; meio de cultura (RPMI), para 

comprovação da sua esterilidade. As placas foram assepticamente fechadas e 

submetidas à incubação numa temperatura ambiente de 28-30 ºC / 5-7 dias. O 

produto foi considerado ativo quando inibiu visivelmente, pelo menos, 50% dos 

microrganismos utilizados nos ensaios de atividade biológica (CLEELAND, 

SQUIRES, 1991; HAFIDH et al., 2011). A Concentração Inibitória Mínima (CIM), 

foi considerada e interpretada como ativa ou inativa, conforme os seguintes 

critérios: até 500 µg/mL = forte atividade; 600 - 1600 µg/mL = moderada 

atividade; > acima de 1600 µg/mL = fraca atividade ou produto inativo (HOLETZ 
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et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007). Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata e o resultado foi expresso pela média 

aritmética das CIMs obtidas nos ensaios. 

4.2.2 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

 
Em seguida, a partir da CIM, foi realizada a determinação da 

Concentração Fungicida Mínima (CFM). Inicialmente, alíquotas de 10 µL do 

sobrenadante das cavidades onde foi observada inibição do crescimento fúngico 

(CIM, CIMX2 e CIMX4) foram adicionadas a 100 µL de caldo RPMI contidos em 

novas placas de microdiluição / 96 poços-Cralplast e incubadas a 28-30º C por 

5-7 dias. A CFM foi considerada como sendo a menor concentração do produto 

teste capaz de inibir visivelmente o crescimento dos microrganismos. Os ensaios 

foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média aritmética das 

CFM’s obtidas nos três ensaios (SALIE, ESGLES, LENG, 1996; NCUBE, 

AFOLAYAN,    OKOH,    2008;    BALOUIRI,    SADIKI,    IBNSOUDA,    2016). 

Paralelamente, foi realizado o controle de esterilidade do meio de cultura e de 

viabilidade das espécies fúngicas ambos no caldo RPMI 1640. A investigação do 

modo de ação do produto teste, a partir da razão CFM/CIM, considerou a 

metodologia utilizada por Santos et al. (2014), para especificar a natureza do 

efeito antimicrobiano. Dessa forma, substâncias com a razão CFM/CIM ≤ 4, são 

consideradas fungicidas; e quando obtida uma razão CFM/CIM > 4, fungistáticas. 

 

4.2.3 Ensaio de associação através do método Checkerboard. 

 

O efeito da associação do produto com o antifúngico licenciado de escolha 

Anfotericina B, foi determinado através da técnica de checkerboard para 

derivação do Índice da Concentração Inibitória Fracionada (ICIF). 

Para realização desse ensaio, 100 μL de RPMI 1640 com L-glutamina e 

sem bicarbonato foram distribuídos na placa de 96 cavidades, com fundo em 

forma de “U” Cralplast. Posteriormente, 50 μL da substância teste em diversas 

concentrações (CIM×8, CIM×4, CIM×2, CIM, CIM÷2, CIM÷4, CIM÷8) foram 

adicionados no sentido vertical e 50 µL do antifúngico anfotericina B em 

diferentes concentrações (CIM×8, CIM×4, CIM×2, CIM, CIM÷2, CIM÷4, CIM÷8), 

foram adicionados no sentido horizontal da microplaca. Por último, foram 

acrescentados 20 μL da suspensão fúngica, previamente ajustados de acordo 
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ICIF = CIFA + CIFB. 

 

com o tubo 0,5 da escala McFarland. As microplacas foram incubadas a 28ºC 

por 72 horas, e após esse período, foi feita a leitura para observar a presença ou 

não do crescimento fúngico visível (WHITE et al. 1996). 

Todos os controles foram aplicados com o objetivo de atestar a ausência 

de interferência pelos agentes emulsificantes, a esterilidade do meio de cultura 

utilizado e a viabilidade dos microrganismos. Todos os ensaios foram realizados 

em triplicata. A concentração inibitória fracionada (CIF) foi calculada para cada 

produto utilizado na associação, onde CIFA = CIM do produto A na combinação 

÷ CIM do produto A individual e CIFB = CIM do produto B na combinação ÷ CIM 

do produto B individual. Posteriormente, o ICIF foi calculado através da equação: 

 

 

 

O ICIF foi interpretado da seguinte forma: sinergismo (ICIF ≤ 0,5); 

aditividade (ICIF > 0,5 e < 1); indiferença (ICIF ≥ 1 e < 4); ou antagonismo (ICIF 

≥ 4,0) (LEWIS et al. 2002; CORREA-ROYERO et al. 2010). 

 
4.2.4 Ação dos produtos na parede celular fúngica: Ensaio com sorbitol 

 
Este método se baseia na medida dos danos que o produto avaliado, com 

atividade antifúngica, produz aos componentes da parede celular fúngica. Caso 

o produto atue de alguma forma sob a parede celular do fungo, ele provocará 

lise de suas células quando na ausência de um estabilizador osmótico, mas 

permitirá seu crescimento na presença desse suporte osmótico. Dessa maneira, 

este ensaio compara as CIM’s dos produtos antifúngicos na ausência e presença 

de sorbitol a 0,8 M, um protetor osmótico usado para estabilizar os protoplastos 

de fungos. 

A determinação da CIM dos produtos, na presença do sorbitol, foi 

realizada por microdiluição, utilizando placas de microtitulação contendo 96 

cavidades, com fundo em forma de “U” e em triplicata. Em cada orifício da placa, 

foram adicionados 100 µL do meio líquido CSD previamente adicionado de 

sorbitol (PM = 182,17) (VETEC Química Fina Ltda – Rio de Janeiro/RJ), ambos 

duplamente concentrados. Posteriormente, 100 µL do produto avaliado, também 

duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da 

placa. E por meio de uma diluição seriada a uma razão de dois, foram obtidas 

concentrações de 1024 µg/mL até 0,5 do produto natural e, no caso do sorbitol, 
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uma concentração final de 0,8 M em cada cavidade. Por fim, foram adicionados 

10 µL do inóculo fúngico nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a 

uma cepa fúngica, especificamente. 

Um controle de microrganismo foi realizado distribuindo 100 µL nas 

cavidades do mesmo CSD e sorbitol (0,8 M), 100 µL de água destilada estéril e 

10 µL do inóculo de cada espécie. Um controle de esterilidade também foi 

realizado, onde foi colocado 200 µL do CSD em um orifício sem a suspensão 

dos fungos. Por último, foi realizado o mesmo procedimento com o antifúngico 

padrão. As placas foram seladas e incubadas a 28º C por até 8 dias para ser 

realizada a leitura (FROST et al., 1995). 

 

4.2.5 Ação dos produtos sobre a membrana celular: Interação com 
ergosterol. 

 
Muitos fármacos disponíveis para o uso clínico interagem diretamente 

com o ergosterol, ocasionando danos à membrana celular fúngica. Caso os 

efeitos dos produtos testes sobre a célula fúngica sejam devido à ligação ao 

ergosterol presente na membrana, pode-se verificar se esses produtos 

interagem diretamente com o esterol. Pois, na presença de ergosterol exógeno 

no meio de cultura ocorrerá prevenção na ligação dos produtos ao ergosterol da 

membrana. Dessa maneira, as CIM’s dos produtos tendem a aumentar na 

presença do ergosterol exógeno, porque precisará de uma concentração muito 

maior deles para que possam interagir com ergosterol da membrana fúngica. 

A determinação da CIM dos produtos contra cepas fúngicas foi realizada 

por microdiluição, utilizando placas de microtitulação contendo 96 cavidades, 

com fundo em forma de “U”. O meio de cultura (CSD) foi utilizado na ausência e 

na presença de 400 µg/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich®). Um controle de 

microrganismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 µL do mesmo CSD 

e ergosterol nas mesmas concentrações e 10 µL do inóculo de cada espécie. 

Um controle de esterilidade também foi realizado, onde foi colocado 200 µL do 

CSD em um orifício sem a suspensão dos fungos. Por último, foi realizado o 

mesmo procedimento com o antifúngico padrão anfotericina B, visto que possui 

mecanismo de ação conhecido, no qual ocorre interação com ergosterol da 

membrana para servir de controles positivos dos resultados. As placas foram 

seladas e incubadas a 28°C por até 8 dias para ser realizada a leitura 

(ESCALANTE et al., 2008). 
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4.2.6 Avaliação do potencial hemolítico em eritrócitos humanos A, B e O. 

 

Amostra de sangue humano foi misturada com NaCl 0,9 % na proporção 

de 1:30 e centrifugada a 2500 rpm durante 5 minutos para obtenção dos 

eritrócitos. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes e o sedimento da 

última centrifugação foi ressuspenso em NaCl 0,9% para obter uma suspensão 

a 0,5%. As amostras do eugenol em diferentes concentrações foram adicionadas 

à 2 mL da suspensão de eritrócitos para um volume final de 2,5 mL. Uma 

suspensão de eritrócitos foi utilizada como controle negativo (0 % de hemólise) 

e uma suspensão de eritrócitos acrescida de Triton X-100 a 1% como controle 

positivo (100 % de hemólise). Após isso, as amostras foram incubadas por 1 

hora à 22 ± 2 ºC sob agitação lenta e constante (100 rpm). Decorrido este tempo 

as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a hemólise foi 

quantificada por espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm 

(RANGEL et al., 1997). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

Todo esse processo tem como número do parecer 6.076.256 do comitê 

de ética do Centro Universitário de Patos – UNIFIP, na Plataforma Brasil. CAAE: 

68900423.7.00005181. 
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4.3 ENSAIOS IN SILICO 
 

4.3.1 Triagem ADMET do eugenol 

 

Os expedientes utilizados por meio de computadores, podem contribuir 

para a descoberta de medicamentos à base de produtos naturais, sendo um 

grande apoio para a continuação das descobertas de novas fases de sucesso 

Em comparação com outras abordagens experimentais utilizadas, o 

investimento utilizado para experiências in silico parecem quase irrelevantes 

(CHEN; KIRCHMAIR, 2020). 

O eugenol foi submetido à ferramenta farmacocinética on-line pkCSM 

(https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction) para prever suas propriedades 

farmacocinéticas e toxicológicas mais relevantes. As propriedades de absorção, 

distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (ADMET) analisadas incluem 

parâmetros de absorção, como hidrossolubilidade, permeabilidade ao Caco-2, 

absorção intestinal, permeabilidade cutânea, substrato ou inibição das P- 

glicoproteínas I e II. Também foram avaliados parâmetros de distribuição, como 

volume de distribuição em estado estacionário (VDss), fração não ligada às 

proteínas plasmáticas, permeabilidade da barreira hematoencefálica (BBB) e 

permeabilidade do sistema nervoso central (SNC). Além disso, foram 

investigados aspectos relacionados ao metabolismo, como substrato ou 

inibidores das isoformas do citocromo P450, bem como a excreção, 

representada pela depuração total do fármaco. Por fim, foram analisadas a 

toxicidade AMES, hepatotoxicidade e toxicidade oral aguda em ratos (LD50) 

(PIRES, et al., 2015). 

Ademais, foram realizadas previsões das propriedades de similaridade do 

eugenol com produtos farmacêuticos licenciados utilizando as ferramentas 

online Osiris Property Explorer (https://www.organicchemistry.org/prog/peo/) e 

Molinspiration (https://www.molinspiration.com/) (DAIANA, et al., 2017). Os 

resultados foram interpretados com base na regra dos cinco de Lipinski, que 

estabelece que a maioria das moléculas "semelhantes a drogas" deve 

apresentar cLogP ≤ 5, peso molecular (MW) ≤ 500 Da, número de aceptores de 

ligações de hidrogênio ≤ 10 (nHBA ≤ 10) e número de doadores de ligações de 

hidrogênio ≤ 5 (nHBD ≤ 5). Portanto, moléculas que violam mais de uma dessas 

regras podem apresentar problemas de biodisponibilidade (LIPINSKI et al., 

2001). 

http://www.organicchemistry.org/prog/peo/)
http://www.organicchemistry.org/prog/peo/)
http://www.molinspiration.com/)
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4.3.2 Previsões da estrutura 3D por AlphaFold2 e validação 

 

Subjacente à indisponibilidade da estrutura 3D cristalizada da CYP51 de 

P. citrinum, realizou-se modelagem molecular a partir da sequência de 

aminoácidos da enzima, obtida do NCBI com número de acesso BAC20565.1 e 

com o auxílio do programa AlphaFold2 implementado pelo ColabFold. O código 

do ColabFold está disponível gratuitamente e utiliza uma máquina virtual para a 

síntese dos modelos (JUMPER, et al., 2021; VARADI, et al., 2022). 

A conformação do modelo previsto pelo AlphaFold2 foi validada por meio 

do diagrama de Ramachandran. A análise dos ângulos de torção phi (Φ) e psi 

(Ψ) foi realizada utilizando o servidor online PROCHECK para calcular a 

conformação do modelo previsto. Além disso, o modelo também foi submetido a 

uma verificação adicional utilizando o servidor online MolProbity para confirmar 

sua avaliação (SOBOLEV, et al., 2020). 

 

4.3.3 Detecção do sítio ativo e formação de grid box 

 

Utilizando o software visualizador Discovery Studio (DS), 2021, foram 

identificados os sítios ativos das enzimas alvo. Em seguida, foi realizado o 

mapeamento em grade para direcionar o ligante eugenol, a fim de procurar sua 

região de forte afinidade com o sítio ativo da proteína. A grade utilizada para a 

proteína CYP51 de P. citrinum tinha dimensões de 40 × 40 × 40 pontos, com um 

espaçamento de 0.375 Å entre os pontos da grade. Esses pontos foram 

centrados no ligante, nas coordenadas da proteína em estudo (0.766, 0.835 e - 

4.153). A criação da grade teve como objetivo buscar uma interação promissora 

e oferecer melhor suporte durante o encaixe, considerando a orientação, posição 

e conformação do receptor (REPASKY, et al., 2007). 

 

4.4.4 Preparação do ligante e molécula de proteína 

 

Utilizando o Auto Dock Tools (ADT) versão 1.5.6 do Scripps Research 

Institute, foram adicionados átomos de hidrogênio com natureza polar ao modelo 

AlphaFold2 previsto para CYP51 fúngica. Além disso, cargas de Kollman foram 

atribuídas a cada átomo, e os átomos de hidrogênio não polares foram 

incorporados à estrutura da proteína. As estruturas resultantes foram salvas no 

formato de arquivo PDBQT para análises posteriores no ADT (WESTERMAIER, 
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et al., 2015). Em seguida, foram realizados a preparação da estrutura 3D do 

ligante eugenol. Essa estrutura foi obtida do PubChem NCBI 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) no formato de entrada '.sdf'. Após a análise 

do estado de protonação no software Marvin Sketch 18.08.0, o arquivo foi 

carregado e pré-otimizado no software Avogadro 1.2.0 em pH 7,4, utilizando o 

campo de força MMFF94 recomendado para moléculas orgânicas. Após a pré- 

otimização, foi criado o arquivo de entrada '.mop' para otimização no programa 

Mopac2012, no nível PM7, gerando uma saída no formato '.pdb'. Em seguida, as 

cargas AM1-BCC foram adicionadas usando o software UCSF Chimera 1.16, e 

o arquivo foi salvo no formato '.mol2' (HANWELL, et al., 2012; MOPAC, 2016; 

PETTERSEN, et al., 2004 ). O arquivo '.mol2' do ligante foi então convertido em 

arquivo PDBQT, utilizando processos como detecção de raiz, seleção de torção 

e definição do número de torções, por meio do ADT. A simulação de docking 

molecular entre o ligante e a enzima foi realizada utilizando o conjunto de docking 

Autodock 4.2, empregando o algoritmo genético e Lamarckiano (MORRIS, et al., 

2009). 

 

4.5 Análises estatísticas 

 
As análises estatísticas realizadas neste estudo foram definidas conforme 

as especificidades de cada ensaio microbiológico realizado. Para isso, foi 

estabelecido um intervalo de confiança de 95% para as diferenças entre as 

médias, considerando o valor de p < 0,05. 

Para a análise estatística dos testes toxicológicos, foram utilizados testes 

matemáticos definidos de acordo com a característica do experimento utilizando 

o software GRAPH PAD PRISM 7. Os resultados foram considerados 

significativos quando apresentaram valores de p < 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da 

Concentração Fungicida Mínima (CFM). 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) retrata um 

parâmetro fundamental na análise de vulnerabilidade de um microrganismo a 

substância escolhida, em que o método de diluição em caldo torna-se um dos 

mais adequados para determinar tal concentração de forma quantitativa e 

qualitativa, provada pela falta de crescimento fúngico (BALOUIRI; SADIKI; 

IBNSOUDA, 2016). Os resultados do ensaio de avaliação da atividade 

antifúngica do eugenol frente cepas Penicillium citrinum estão expressos na 

tabela 2. 

 
Tabela 2. Resultados da CIM (n=3) e CFM (n=3) e razão CFM/CIM do fitoconstituinte 

eugenol (µg/mL) sobre cepas de P.citrinum – técnica de microdiluição. 

Eugenol Anfotericina B 
Cepas CIM 

(µg/mL) 
CFM 

(µg/mL) 

CFM/CIM EFEITO 
 

 

Microrganismo 
Meio de

 
Cultura 

ATCC- 
28752 

1 1 1 Fungicida + - 
 

LM-15 1 1 1 Fungicida + - 

LM-21 1 1 1 Fungicida + - 
 

LM-29 1 1 1 Fungicida + - 

LM-74 1 1 1 Fungicida + - 
 

LM-157 1 1 1 Fungicida + - 

LM-183 1 1 1 Fungicida + - 
 

LM-217 1 1 1 Fungicida + - 

LM-309 1 1 1 Fungicida + - 
 

LM-321 1 1 1 Fungicida + - 

LM-521 1 1 1 Fungicida + - 
 

LM-918 1 1 1 Fungicida + - 

(+): Crescimento microbiano no meio de cultura; (-): Ausência de crescimento microbiano no 

meio de cultura. Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

Analisando a Tabela 2, observa-se que o eugenol na concentração de 1 

µg/mL, inibiu o crescimento de todas as cepas (100%) usadas no ensaio para a 

avaliação da atividade antifúngica. A atividade antifúngica do eugenol foi 

considerada satisfatória contra as cepas testadas (até 500 µg/mL = forte 

atividade). Em 0,5 µg/mL, não correu inibição visível as cepas testadas. 
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Em relação a CFM, pode-se observar que os resultados apresentam em 

realação a CIM, 100% de equivalência. Para os valores de CIM=CFM e CIMx2, 

as cepas de P.citrinum não apresentaram crescimento, sendo o contrário, 

demonstrado na diluição CIMx4. Além disso, foi observado também, que a razão 

entre CFM/CIM utilizada para descrever o efeito do eugenol sobre o P. citrinum, 

foi fungicida (<4), de acordo com a classificação de FARSHORI et al. (2010); 

SIDDIQUI et al. (2013). 

Existem indícios favoráveis de que fitoquímicos podem inibir o 

crescimento de fungos em concentrações diferentemente baixas e as suas 

concentrações inibitórias mínimas (CIM) estão ao nível dos medicamentos 

antifúngicos com melhores resultados (PRAJAPATI et al. 2022). 

Yanakiev (2020) relatou em sua revisão, que o eugenol é majoritário na 

constituição (cerca de 90%) em espécies Cinnamomum zeylanicum e 

Cinnamomum cassia, concentrações inibitórias mínimas de 15,62 µg/mL contra 

uma espécie de Candida albicans resistente ao fluconazol. 

Santos et al. (2021), investigaram a ação do óleo essencial de Ocimum 

gratissimum e todas suas frações, principalmente o eugenol, e a concetração 1 

µg/mL, apresentou importante e maior ação antifúngica contra Cryptococcus 

neoformans, sendo este, presente com frequência em pacientes 

imunossuprimidos. 

Já em relação ao gênero Penicillium sp., a espécie causadora de mofo em 

culturas pós-colheita (frutas e hortaliças), Penicillium chrysogenum, o extrato do 

Ocimum campechianum (eugenol 49,18%) apresentou CIM de 220 µg/mL 

(SOUZA et al. 2022). Ferreira (2018), a partir de do isoeugenol, relatou que a 

CIM foi de 32 µg/mL em cepas de P. citrinum de origem clínica e ambiental. 

Sendo assim, esse resultado corrobora grande relevância, visto que na 

literatura, há poucos estudos que apresentam valores próximos ao estudo do 

pesquisador em questão. 

Na Tabela 3, tem-se a determinação da CIM e CFM de um antifúngico 

padrão, a anfotericina B, onde o mesmo apresentou a CIM de 32 µg/mL para 11 

das 12 cepas e a CFM também de 32 µg/mL para 50% das cepas. 

De acordo com a classificação de Sartoratto et al. (2004), a atividade 

antifúngica da anfotericina B foi considerada ótima. A partir da CIM da 

anfotericina B, foi observado crescimento a partir da concentração 128 µg/mL na 

cepa (LM-183), e em relação a CFM, também se verificou crescimento ligada a 
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mesma cepa, além de LM- 29, LM-157, LM-217, LM-521, LM-918, sendo todas 

também de origem clínica. A anfotericina B inibiu 92% das cepas testadas de P. 

citrinum, apresentando menor capacidade de inibição de acordo com esse 

ensaio em comparação com o fitoconstituinte em estudo, eugenol. 

 
Tabela 3. Resultados da CIM (n=3) e CFM (n=3) da anfotericina B (µg/mL) sobre cepas 

de P.citrinum – técnica de microdiluição. 
 

Cepas 

P. Citrinum 

Anfotericina B Controle 

CIM (µg/mL) CFM (µg/mL) Microrganismo 
Meio de 
Cultura 

ATCC-28752 32 32 + - 

LM-15 32 32 + - 

LM-21 32 32 + - 

LM-29 32 + + - 

LM-74 32 32 + - 

LM-157 32 + + - 

LM-183 + + + - 

LM-217 32 + + - 

LM-309 32 32 + - 

LM-321 32 32 + - 

LM-521 32 + + - 

LM-918 32 + + - 

(+): Crescimento microbiano no meio de cultura; (-): Ausência de crescimento microbiano no 

meio de cultura. Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

A anfotericina B, chega a acometer 80% dos pacientes com nefrotoxidade 

devido sua alta interação com esteróis presentes nas células renais, promovendo 

assim, hipocalemia, acidose metabólica e diminuição da taxa de filtração 

glomerular e existindo em muitos casos, um risco aumentando de mortalidade 

(SALES; FORESTO, 2020). Portanto, há uma necessidade urgente de opções 

alternativas de novos tratamentos à base de produtos naturais como o eugenol. 

 

5.2 Investigação do mecanismo de ação antifúngico 
 

5.2.1 Ação do eugenol na parede celular fúngica (ensaio com sorbitol) 

 

A membrana plasmática e a parede celular, como já foram descritas 

anteriormente, são os principais alvos dos fármacos antifúngicos. Sendo assim, 

foi verificado se o eugenol agia sobre a parede celular do Penicillium citrinum, 
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realizando o ensaio do sorbitol (tabela 4), utilizado como protetor osmótico para 

estabilizar o protoplasto dos fungos, e a partir daí foi comparado com os valores 

da CIM dos produtos na ausência ou presença de sorbitol (FROST et al., 1995). 

De acordo com Escalante et al. (2008), se o produto apresentar ação 

sobre a parede celular do fungo, ocorrerá lise das células fúngicas na ausência 

desse suporte osmótico e crescimento da CIM na presença do sorbitol. 

 
Tabela 4. Efeito do eugenol frente cepas de Penicillium citrinum na ausência e 

presença de sorbitol 0,8M. 

 
 

 CIM (µg/mL) 

Cepas 
P. Citrinum    

Eugenol 

 Sem Sorbitol Com Sorbitol 

ATCC-28752 1 1 

LM-15 1 1 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

Verificou-se que as linhagens de P. citrinum, não sofreram alterações na 

parede celular na presença ou ausência de sorbitol, demonstrando assim, que o 

eugenol não atua pela instabilização da parede celular, mas através de outro 

mecanismo. 

Existe uma carência de dados atuais da ação do eugenol na parede 

celular do Penicillium citrinum, impedindo uma argumentação mais objetiva para 

esse resultado. Entretanto, Ferreira (2018), explanou que o isoeugenol, 

sintetizado a partir do eugenol, demonstrou que possivelmente o fitoconstituinte 

não agia modificando a parede celular do Penicillium citrinum. 

No entanto, Didehdar et al. (2022), em sua revisão, referiu-se que a 

parede celular de Candida albicans, sofreu várias lesões após tratamento com o 

eugenol e que outras 76%, tinham redução da biossíntese de ergosterol. 

Perante a esse resultado e da negativa dessa hipótese, da ação 

antifúngica do eugenol na parede celular do Penicillium citrinum, foi apurado se 

o funcionamento contra o fungo em questão, foi por causa de prejuízos via 

comunicação com o ergosterol da membrana citoplasmática. 
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5.2.2 Ação do eugenol na membrana celular fúngica (ensaio com 
ergosterol) 

 

O principal esterol fúngico é o ergosterol, sendo essencial para o bom 

funcionamento celular, determinando uma boa fluidez, permeabildiade e outras 

funções associados a membrana, além de estimular seu crescimento e 

proliferação. 

Isso é confirmado por Escalante et al. (2008), que demonstrou, que 

quando a ação antifúngica do produto for causada pela ligação ao ergosterol, a 

existência de ergosterol exógeno irá barrar a ligação do produto ao da membrana 

celular fúngica, de forma que o produto desenvolverá complexos com o exógeno, 

ao invés da membrana, tendo como resultado o aumento na sua CIM, em 

comparação ao controle sem adição de ergosterol. 

Dessa forma, na Tabela 5, observou-se os valores da CIM do eugenol 

contra as cepas de P. citrinum, na presença ou ausencia do ergosterol, ao qual 

não sofreu alteração, parecendo assim, que a execução do eugenol ao fungo em 

estudo, aparenta não acontecer pela interação direta com o ergosterol. 

 

Tabela 5. Efeito do eugenol frente a cepas de Penicillium citrinum na ausência e 

presença de ergosterol 400 µg/mL. 

Cepas 

P. citrinum 

 CIM (µg/mL)  

Eugenol Anfotericina B 

Sem Ergosterol Com Ergosterol Sem Ergosterol Com Ergosterol 

ATCC- 

28752 
1 1 32 512 

LM-15 1 1 32 512 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

 

Como controle foi utilizado a anfotericina B, que é um polieno macrolídeo 

com cadeias insaturadas onde seu principal mecanismo de ação é efetivado 

através da união aos esteróis da membrana fúngica, sobretudo o ergosterol, 

gerando a formação de canais nas células fúngicas cavando o conteúdo 

citoplasmático, provocando danos oxidativo e posteriormente morte celular. 

Além disso, foi recentemente descrito que a anfotericina B age de forma a extrair 

o ergosterol da membrana, influenciando em sua instabilidade (MELERO; 

RODRÍGUEZ, 2021). 
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Ainda na Tabela 5, ocorreu um aumento, como esperado, no CIM da 

anfotericina B para as duas linhagens de Penicillium citrinum avaliadas, com a 

adição do ergosterol. Com isso maiores quantidades de ergosterol adicionados 

ao meio, foram necessárias maiores quantidades de anfotericina B para 

produção dos mesmos efeitos nas cepas de Penicillium citrinum, sendo 

evidenciado pelo o aumento do CIM. 

Novamente, Ferreira (2018), descreveu que o isoeugenol não teve 

interação com o ergosterol adicionado as quatro cepas de Penicillium citrinum. 

Não é descartado, que outros mecanismos de ação na membrana plasmática, 

como inibição enzimática e consequente falha na biossíntese do ergosterol, 

podem ser utilizados pelo eugenol para produzir efeito antifúngico em Penicillium 

citrinum, como relatado em outros estudos com espécies de fungo como 

Botryosphaeria dothidea e Colletotrichum gloeosporioides, causadores de mofo 

em maçãs pós-colheita (WANG et al. 2023) 

ZHAO et al. (2021) demonstraram em seus resultados, que o eugenol 

inibiu efetivamente a biossíntese do ergosterol no fungo Rhizoctonia solani, 

diminuindo a expressão da C-4 metil esterol oxidase, aumentando a 

permeabilidade da membrana prejudicando o transporte de vários nutrientes. 

Logo, infere-se que o mecanismo de ação do eugenol não está envolvido 

com a interação com membrana ou parede celular nesse estudo. Na literatura, é 

certificado que o eugenol e outros fenóis, coíbem a biossintese de ergosterol e 

também inibem bombas de efluxo em C. albicans e outras espécies, 

ocasionando a reversão da resistência aos medicamentos entre esses 

patógenos (ALAM et al., 2023). 

 

5.2.3 Ensaio de associação através do método Checkerboard. 

 

A terapia combinada de fitoconstituintes com alguns antifúngicos, tem 

como finalidade da diminuição da toxicidade e aumento do sucesso do 

tratamento, além de reduzir os casos de resistência (DHANDAPANI et al., 2021). 

A combinação de fármacos antifúngicos é uma estratégia que pode ser 

benéfica quando as interações medicamentosas são sinérgicas, principalmente 

quando se trata dos casos de infecção por organismo resistente. Por essa razão, 

quando o tratamento convencional não supre as expectativas do resultado 

esperado, a interação com antifúngicos é um dos principais agravantes que 
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levam aos pesquisadores procurarem essas combinações na busca de eficácia 

terapêutica (RAFFETIN et al., 2018). 

Através do método Checkerboard, achou-se o ICIF (Índice da 

concentração inibitória fracionada) (Tabela 6) em tem-se a combinação in vitro 

do antifúngico anfotericina B, mais comumente utilizado na penicilose e do 

fitoconstituinte em estudo eugenol, sendo classificada como sinérgica quando 

≤0,5, indiferente entre ≥1 e <4, antagônica ≥4,0 ou aditivas por entre >0,5 e <1. 

 

Tabela 6. Determinação do Índice de Concentração Inibitória Fracionada (ICIF) 

eugenol e anfotericina B frente cepas de P. Citrinum. 

 
 

Cepas 

P. citrinum 

Eugenol Anfotericina B 
Eugenol + 

Anfotericina B 

 

  Resultado 

CIF (µg/mL) CIF (µg/mL) ICIF (µg/mL)  

ATCC-28752 1 0,125 1,125 Indiferença 

LM-15 1 0,125 1,125 Indiferença 

CIF – Concentração Inibitória Fracionária; ICIF – Índice da Concentração Inibitória Fracionária. 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

De acordo a propositura de LEWIS et al. (2002), esse resultado comprova 

que não aconteceu interação entre os compostos, pois não houve mudança na 

CIM em nenhum momento, considerando a associação do eugenol com a 

anfotericina B como indiferente para as cepas de P. citrinum testadas. Efeito 

indiferente ocorre quando o mecanismo de um fármaco não interfere no 

mecanismo de ação do outro. 

Uma informação expressiva, no atual estudo, é que não ocorreu 

antagonismo entre os dois produtos testados. É relevante que não exista esse 

tipo de interação entre dois produtos associados, uma vez que, mesmo na falta 

de sinergismo, por vezes, é preciso associar duas substâncias diferentes, com 

objetivos distintos, seja para prevenir a emergência de resistência, aumentar o 

espectro de ação dos produtos ou reduzir os efeitos tóxicos (DANTAS, 2017). 

Existe uma escassez de estudos recentes, tratando o resultado da 

combinação de anfotericina B com produtos naturais, sobre cepas de Penicillium 

citrinum. Porém, em relação a Candida albicans, um ensaio relata a combinação 

do eugenol com a anfotericina B, em que o resultado foi uma atividade maior, em 
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comparação com o tratamento de componente único, influenciando assim, na 

diminuição da concentração tóxicas do antifúngico (KHAN et al., 2019). 

Curiosamente sobre a combinação de componentes ativos, como o 

eugenol, timol e carvacrol do OE de Origanum vulgare contra Penicillium 

verrucosum, foi relatado que seu Índice da concentração inibitória fracionada 

(ICIF), não mostrou interação entre os componentes, permitindo assim, a 

utilização combinada em alguns alimentos para alimentação e conservação 

(SCHLOSSER; PRANGE, 2018). 

 

5.3 Avaliação do potencial hemolítico em eritrócitos humanos. 

 
Em um espaço fisiológico dentro de uma hemácia normal, o conteúdo com 

maior quantidade é a hemoglobina com 97%, cuja a função de transporte de 

gases nos humanos e outros animais. Uma ruptura na membrana que protege 

esse material citosólico irá influenciar no comportamento normal e toda 

funcionalidade normal nos tecidos (GÓMEZ, et al., 2021). 

Os óleos essenciais e seus fitoconstituintes, tem caráter lipofílico e alta 

afinidade pelas membranas celulares, podendo ocorrer efeitos citotóxicos com 

atividade hemolítica a depender de sua composição química, ocorrendo assim, 

mudanças na célula fúngica, sendo esse teste de grande importância para 

validação da toxidade do eugenol (BEHBAHANI et al., 2019). 

Nos gráficos 1, 2 e 3, o eugenol produziu baixa hemólise, respectivamente 

nos eritrócitos humanos do tipo A B e O, quando correlacionado ao controle 

positivo. 
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Gráfico 1. Atividade citotóxica do eugenol nas concentrações 5, 10, 50, 100 e 500 

µg/mL frente a eritrócitos tipo A. 

 

C-: Controle negativo suspensão de eritrócitos (Hb=Hemoglobina). C+: Controle positivo 
foi utilizado uma suspensão de eritrócitos + Triton X 100. Os dados foram expressos 
como média ± e.p.m. analisados pelo teste t. *p<0,05 comparado ao controle positivo. 

 
 

Gráfico 2. Atividade citotóxica do eugenol nas concentrações 5, 10, 50, 100 e 500 

µg/mL frente a eritrócitos tipo B. 

 
 

 
C-: Controle negativo suspensão de eritrócitos (Hb=Hemoglobina). C+: Controle positivo 
foi utilizado uma suspensão de eritrócitos + Triton X 100. Os dados foram expressos 
como média ± e.p.m. analisados pelo teste t. *p<0,05 comparado ao controle positivo. 
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Gráfico 3. Atividade citotóxica do eugenol nas concentrações 5, 10, 50, 100 e 

500 µg/mL frente a eritrócitos tipo O. 
 
 

C-: Controle negativo suspensão de eritrócitos (Hb=Hemoglobina). C+: Controle positivo 
foi utilizado uma suspensão de eritrócitos + Triton X 100. Os dados foram expressos 
como média ± e.p.m. analisados pelo teste t. *p<0,05 comparado ao controle positivo. 

 

Os resultados desses testes, indicaram que o eugenol retratou baixa 

atividade hemolítica (< 40% de hemólise) em comparação ao controle positivo 

para a maioria das concentrações testadas, nos três tipos de eritrócitos, A, B e 

O. Nas concentrações mais altas, porém, a atividade hemolítica do eugenol, 

variou de moderada (40-80% de hemólise) a alta (> 80% de hemólise), conforme 

tipo sanguíneo (Rangel et al., 1997). 

Em concentrações antifúngicas (CIM ≤ 5 μg/mL), eugenol demonstrou 

baixa atividade hemolítica em eritrócitos humanos de todos os tipos sanguíneos. 

Diante disso e comparando com o resultado obtido na determinação da CIM, de 

1µg/mL, nesse estudo, o eugenol guia para uma avaliação positiva em relação a 

toxicidade, o que é interessante para uso terapêutico porvir. 

A partir dos resultados encontrados nessa avaliação, pode-se conduzir a 

uma análise otimista da citotoxidade do eugenol. Com grande relevância para 

verificar a segurança desse composto, esse dado tem um grande significado, 

considerando que o eugenol é achado em plantas utilizadas na medicina popular, 

além disso é associado em diversos gêneros de higiene pessoal, como perfumes 

e cremes, além de serem utilizados como aromatizantes em alimentos, e que 

com a existência de uma citotoxidade, fica restrito sua utilização (Ferreira, 2018). 
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5.4 ENSAIOS IN SILICO 

 
5.4.1 Estudo ADMET in silico 

 
A antevisão de propriedades farmacocinéticas nas primeiras fases da 

descoberta de um medicamento, são indispensáveis para conduzir novas 

diligências. O arranjo correto da farmacodinâmica e farmacocinética, incluindo 

alta potência, afinidade e seletividade contra o alvo molecular, somado a 

absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade tolerável adequadas 

(ADMET), são condições cruciais para medicamentos eficazes (FERREIRA; 

ANDRICOPULO, 2019). 

Com um objetivo de investigar informações farmacocinéticas do eugenol, 

foram obtidos aspectos importantes de relevância farmacológica, conforme 

demonstrado na Tabela 7. 
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Tabela 7. Parâmetros farmacocinéticos in silico pkCSM de eugenol. 
 

 

Propriedades Nome do Modelo 
Valor 

Previsto 
Unidade 

 
 
 
 
 

Absorção 

Solubilidade em água -2.25 Numérica (log mol/L) 

Permeabilidade de 

Caco2 
1.559 

Numérica (log Papp in 10- 
6 cm/s) 

Absorção Intestinal 

(humano) 
92.041 

Numérico 

(% Absorvido) 

Permeabildiade da pele -2.207 Numérica (log Kp) 

Substrato da 

Glicoproteina-P 
Não Categorical (Sim/Não) 

Inibidor da 

Glicoproteína P I 
Não Categórico (Sim/Não) 

Inibidor da 

Glicoproteína P II 
Não Categórico (Sim/Não) 

 
 

 
Distribuição 

Volume de distribuição 

no estado estacionário 

(humano) 

 
0.24 

 
Numérico (log L/kg) 

Fração não 

ligada (humana) 
0.251 Numérica (Fu) 

Permeabildiade BHE 0.374 Numérica (log BB) 

Permeabilidade SNC -2.007 Numérica (log PS) 

 
 
 
 
 

Metabolismo 

Substrato CYP2D6 

Substrato CYP3A4 

Não Categórico (Sim/Não) 

Não Categórico (Sim/Não) 

Inibidor CYP1A2 Sim Categórico (Sim/Não) 

Inibidor CYP2C19 Não Categórico (Sim/Não) 

Inibidor CYP2C9 Não Categórico (Sim/Não) 

Inibidor CYP2D6 Não Categórico (Sim/Não) 

Inibidor CYP3A4 Não Categórico (Sim/Não) 

 
Excreção 

Total Clearance 0.282 Numeric (log ml/min/kg) 

Substrato Renal OCT2 Não Categórico (Sim/Não) 

 

 
Toxicidade 

AMES Toxicidade Sim Categórico (Sim/Não) 

Hepatotoxicidade 

Sensibilização da pele 

Toxicidade aguda oral 

em ratos 

Não 

Sim 

2.118 

Categórico (Sim/Não) 

Categórico (Sim/Não) 

Numérica (mol/kg) 

Fonte: Elaboração própria (2023). 
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Notavelmente, o eugenol exibe importante taxa de absorção intestinal 

(superior a 30%), embora apresente baixa solubilidade em água e 

permeabilidade cutânea relativamente limitada (logKp ˃-2,5). Além disso, esse 

fitoconstituinte possui a capacidade de atravessar facilmente a barreira 

hematoencefálica (BHE) (logBB ˃0,3) e entrar no sistema nervoso central (SNC) 

(logPS ˃-2,0). No entanto, deve-se mencionar que o volume de distribuição no 

estado estacionário (VDss) é baixo, tendo que ser (logVDss ˃0,45), e cerca de 

75% do eugenol pode estar ligado a proteínas plasmáticas. 

Ademais, o eugenol parece não interferir com as principais isoenzimas do 

complexo citocromo P450 (CYP450), exceto a CYP1A2, a qual o monoterpeno 

parece atuar como inibidor, e sua depuração é majoritariamente por excreção 

renal. Correspondendo a quase 15% das enzimas hepáticas, a CYP1A2 

metaboliza medicamentos como o antipsicótico clozarpina e o popular 

propranolol utilizado para o controle da pressão arterial (GUO et al. 2021). 

A planta Piper cubeba L., que tem como principais componentes o 

eugenol (33,95%) e o metileugenol (41,31%), certifica a inibição da CYP1A2 em 

seu estudo. Já, Zehetner (2019), em sua tese, cita que o eugenol pode estar 

incluído na atenuação da formação de compostos carcinogênicos por meio da 

inibição de enzimas como CYP1A1 e 1A2, as duas tidas por estarem implicadas 

na intensificação de carcinógenos. 

Outrossim, na Tabela 7, foi previsto que o teste de AMES, que é um 

método para detecção de agentes mutagênicos (Bruce Ames et al. 1973) nesse 

caso aqui, in silico, apontou que o eugenol tem um valor previsto positivo para 

induzir a mutações genéticas. Andrade et al. 2020, comparou o eugenol a 

medicamentos utilizados com grande frequência pela população como o 

paracetamol e aspirina, apresentando como resultados, semelhanças 

toxicológicas entre os mesmos. Tal analogia é ainda maior entre o eugenol e a 

aspirina, provavelmente porque possuem estruturas químicas mais semelhante. 

Ainda em relação a toxicidade, por estarem presentes na constituição de 

vários produtos, entre eles os cosméticos, sempre existiu até hoje, a 

preocupação dos efeitos tóxicos in vivo do eugenol inclusive em relação a pele 

(ULANOWSKA et al., 2021). Somente para o isoeugenol, diversos produtos de 

beleza e cuidados pessoais estão referenciados em bases de dados, e perto de 

50% desses produtos foram registrados nos últimos 5 anos (AHN et al. 2023). 
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Folículo 
Capilar 

 

Em relação ao teste de toxicidade in silico da sensibilização em pele, de 

acordo com o valor previsto o mesmo não condiz para usos futuros. No entanto, 

no estudo de Cherdchom et al. (2021), foi comprovado in vivo, a utilização de 

técnicas que atenuam a sensibilização, e que possa culminar em uma diminuição 

considerável na irritação a nível de pele. Modelos (Figura 7) utilizando 

nanopartículas (quitosana ou citrato de cálcio), servem de veículos tópicos, 

melhorando a estabilidade de medicamentos hidrofóbicos e capacidade de 

reduzir a toxicidade (CHERDCHOM et al., 2021). 

 

Figura 7. NPs Eu-CaCit: nanopartículas de citrato de cálcio incorporadas em eugenol 
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Derme 
 

 

Ca2+ Fluorescína 

 

Fonte: ACS Ômega, 2021. 

 

 
Continuando os testes in silico para uma possível toxicidade, foi utilizado 

o dispositivo OSIRIS (Tabela 8), revelando que o eugenol contém grupos 

químicos (OH-) com potencial mutagênico, tumorigênico e irritante, embora não 

interfira nos processos de reprodução. Barboza et al. (2018), demonstrou que a 

toxicidade do eugenol em polpas dentárias de humanos, provoca danos no DNA 

em pequenas concentrações, o que não acontece em grandes concentrações. 

Vários relatos mostram o uso do eugenol, como redutor no risco de 

cânceres como de sangue, cólon, estômago, mama e pele, além de muitas 

avaliações in vitro demonstrarem supressão de metastases, supressão de 
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linhagens de células cancerígenas e a indução de apoptose em células de 

câncer de cólon HTB37 (BEGUM et al. 2022; ESMEETA et al. 2022). 

 
Tabela 8 – Propriedades toxicológicas in silico do eugenol e parâmetros de 

Lipinski, explorador da propriedade Osiris. 
 

Propriedades toxicológicas Parâmetros Lipinski’s 

Mutagênico Sim Massa Molecular (g/mol) 164.20 

Tumorigênico Sim TPSA 29.46 

Irritante Sim Semelhança com drogas -2.78 

Efeito Reprodutivo Não Pontuação de drogas 0.11 

- - nHBA 2.0 

- - nHBD 1.0 

- - cLogP 2.27 

- - cLogS -2.05 

TPSA: Área de Superfície Polar Topológica, cLogP = Coeficiente de partição n-octanol/água, 

cLogS = coeficiente de solubilidade em água. Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

Ademais, demonstrou potencial genotóxico em macrofágos peritoniais de 

camundongos em todas concentrações, mas conforme protocolo de tratamento, 

mostrou potencial antigenotóxico, o que pode estar relacionado ao seu efeito no 

metabolismo do medicamento. 

Vijayasteltar et al. (2016), utilizando um extrato polifénolico, com a 

presença de eugenol nos botões de cravo, avaliaram através de via oral em ratos 

Wistar, toxicidade crônica (90 dias) e aguda (5 a 14 dias). Em seus resultados, 

não foi observado alterações toxicologicamente comportamentais consideráveis 

clinicamente e nem em exames hematológicos, bioquímicos e histopatológicos 

quando administrados com doses de 0,25 a 1g/kg de peso corporal. 

Já para os critérios fundamentais da regra dos cinco de Lipinski, que 

avalia a probabilidade de um composto exibir boas propriedades 

farmacocinéticas e, portanto, potencial para ser um fármaco oral eficaz, o 

eugenol teoricamente, deteria de uma reunião de resultados, onde seria 

plausível deduzir, que estaria adequado a ser um medicamento administrado por 

via oral, levando em conta os parâmetros avaliados: MW ≤ 500Da, logP ≤ 5, 

nHBA ≤ 10 e nHBD) ≤ 5. 
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Apesar de existir grandes pesquisas sobre toxicidade relativos aos efeitos 

tóxicos do eugenol, os resultados são ainda muito limitados. Especialmente 

sobre a toxicidade crônica e genotoxicidade. Diferentes propriedades e 

atividades do eugenol não são bem explicados, devendo ser mais explorados 

através de pesquisas em animais de longo prazo in vitro e in vivo. 

 

5.4.2 Previsão e validação de estrutura tridimensional 

 

Para validar os ensaios bioquímicos, modelos CYP51 de P. citrinum que 

foram preditos por AlphaFold2 e obtidos em formato PDB. O servidor AlphaFold2 

da ColabFold é uma ferramenta para previsões de estruturas de proteínas. Ele 

gera previsões de alta qualidade da estrutura 3D de moléculas de proteínas a 

partir de suas sequências de aminoácidos (VARADI et al., 2022). 

Neste estudo, verificou-se que a CYP de P. citrinum com 518 aminoácidos 

foi modelado adequadamente o que pode ser observado na Figura 8. Na Figura 

8A, tem-se a métrica do teste de diferença de distância local predita (pLDDT) 

que está associado com a segurança da antevisão da estrutura, proporcionando 

uma métrica superior para apontar as regiões ordenadas e desordenadas 

(WILSON, et al., 2022), no qual independe da sobreposição estrutural prévia da 

proteína, onde foi superior a 91%, portanto é modelo com alta precisão e 

adequado para aplicações posteriores. E neste caso, o modelo predito (rank_1) 

foi escolhido, por apresentar maior conservação e confiabilidade em toda sua 

estrutura. 

A cobertura de sequências (Figura 8B) para a enzima em estudo foi 

baseada em mais de 4000 sequências homólogas para produzir os modelos, e 

a identidade das sequências consultadas foi de aproximadamente 60%, já as 

regiões sem cobertura (gaps) não prejudicaram o modelamento do sítio ativo da 

enzima. 

Gráficos de Ramachandran foram obtidos independentemente nos 

servidores PROCHECK e MolProbity. O servidor PROCHECK mostrou que 

91,1% dos resíduos estavam nas regiões mais favoráveis (A, B e L), indicando 

um modelo de boa qualidade (Figura 8D). No gráfico MolProbity Ramachandran, 

também se tem 95,9% dos resíduos nas regiões permitidas, o que novamente 

confirmou a qualidade do modelo previsto (Figura 8E). 
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Figura 8. Processo de resolução e validação da estrutura 3D da enzima P. citrinum 

CYP51. 

(A) e (B) pLDDT previsto e cobertura da posição dos resíduos de aminoácidos do CYP51. (C) 

Modelo 3D exibindo regiões CYP51 com maior e menor identidade de sequência. (D) e (E) 

Validação do modelo de pontuação máxima por PROCHECK Ramachandran plot e MolProbity 

Ramachandran plot, respectivamente. 

 

Shi; Zheng; Zhang, (2020) afirmam que 4 triázolicos, fluconazol, 

voriconazol, itraconazol e posaconazol, foram utilizados para simulações de 

dinâmica e docking molecular para analisar o mecanismo de ligação com a 

enzima CYP51. Os resultados mostraram que, essencialmente, a relação 

hidrofóbica é a razão motora para a conexão dos inibidores com a CYP51, sendo 

o estudo, valioso para teoricamente servir de suporte para novos azólicos 

 

5.4.3 Estudos de docking 

 
O AutoDock 4.2 foi empregado para determinar como os ligantes 

fluconazol e eugenol se orientam em relação ao sítio ativo da CYP51, obtendo- 

se a conformação 3D e os valores de energia mínima de ligação (ΔG) e a 

constante inibitória (Ki) para cada molécula (Tabela 9). 

O eugenol mostrou uma forte interação com o sítio ativo da CYP51, 

apresentando um ΔG de -5.47 kcal/mol e uma Ki de 98,19 µM, conforme 

detalhado na Tabela 9, sendo extremamente semelhante. Esses resultados 

direcionaram a análise posterior para o desenvolvimento de novos inibidores da 
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CYP51 de P. citrinum, e os modos de ligação dos potenciais inibidores 

enzimáticos foram investigados utilizando o software visualizador Discovery 

Studio (DS), versão 2021 (BIOVIA, 2021), em comparação com o fluconazol. 

 
Tabela 9 - Valores de energia de ligação (∆G) e constante inibitória (Ki) de fluconazol 

e eugenol contra a enzima CYP51. 

 

Deformação 

 

Enzimas 

ΔG 

(kcal/mol) 

 

Ki 

ΔG 

(kcal/mol) 

 

Ki 
FLU EUG 

P. citrinum CYP51 - 5.49 94.16 µM - 5.47 98.19 µM 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

 

Sendo o eugenol comparável a sua atividade inibitória prevista com o 

fluconazol agindo na biossíntese do ergosterol, foi utilizado o docking molecular 

para entender a interação entre o eugenol e a proteína fúngica CYP51 de P. 

citrinum. Sendo assim, AutoDock 4.2 foi usado para acoplar o composto teste 

eugenol e o controle positivo fluconazol com a CYP51. As interações 2D e 3D do 

fluconazol e do eugenol com CYP51são mostradas na figura 9. 

Figura 9. Docking molecular de fluconazol e eugenol com CYP51. 
 

(A) perfil de interação 3D e 2D do fluconazol com o CYP51 (B) perfil de interação 3D e 2D para 

eugenol com CYP51. 
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O fluconazol interagiu com Phe112, Phe307 e Val371 (interações de van 

der Waals), Glu372, Met376, Arg377 e Arg495 (ligações de Hidrogênio), Ala312 

e Cys454 (interações alquil/Pi-alquil), Ala308 (interação halogênica) e interações 

de empilhamento π-π e halogênica do grupo heme da CYP51 com o anel 

benzênico do fluconazol (Figura 8A). O conjunto dessas interações ocorreram 

espontaneamente e revelaram uma pontuação de docking de -5.49 kcal/mol. 

Para o eugenol, foi observado que ele interage com a CYP51 através da 

formação de vários tipos de ligações, como interações de van der Waals 

(Met109, Phe127, Phe307, Gly309, Ala312, Val371, Glu372 e Pro455), ligação 

de H (Ala308), interações alquil/Pi-alquil (Leu113, Ile130 e Cys454) e interação 

de empilhamento π-π do grupo heme da CYP51 com o anel benzênico do 

eugenol (Figura 8B). 

A enzima CYP51 exibe uma porção protoporfirina, com um átomo de ferro 

situado no sítio ativo, ao qual os antifúngicos azólicos se aderem. Em 

conformidade com a estrutura remanescente, são determinadas outras 

interações com a molécula alvo, que determinarão a conformação alvo e azólica, 

bem como a afinidade e seletividade pela enzima fúngica. 

Como dito anteriormente, o ergosterol é parte imprecendível para a 

composição da membrana citoplasmática fúngica. A diminuição da quantidade 

de ergosterol na membrana dos fungos, tornam-a predestinadas a avarias, que 

podem levar a extinção da célula fúngica. A grande parte dos antifúngicos, tem 

como essencial objetivo, enzimas implicadas na via da biossíntese do ergosterol, 

como a CYP51, um elemento da superfamília do citocromo P450, (PRAJAPATI 

et al., 2022). 

Dentre as classe de antifungicos, os azóis, onde está incluindo o 

fluconazol, atuam inibindo a enzima CYP51. Em um recente estudo, foi relatado 

a configuração do desenvolvimento e a ação antifúngica de novos imidázois e 

triázois, a partir do eugenol e do di-hidroeugenol (Figura 10). Outrossim, nesse 

mesmo estudo, a partir de ensaios in vitro, demonstrou-se que alguns compostos 

foram mais ativos modificando a biossíntese do ergosterol, aconselhando assim, 

que a enzima CYP51, seja o objetivo desses novos compostos (PÉRET et al., 

2023). 
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Lanosterol 

 

Figura 10. Novos azóis à base de miconazol derivados do eugenol e do diidroeugenol 

apresentaram atividade antifúngica contra Candida spp. e Cryptococcus gattii com citotoxicidade 

irrelevante. 

 

 
Miconazol 

Fonte: Péret, 2023. 

 

 
Perante as evidências, os resultados alcançados ao longo do presente 

estudo, demonstrou que o eugenol manifesta um conjunto de possíveis 

atividades farmacológicas, boa disponibilidade oral e inexistência 

hepatotoxidade teórica in silico, ausência de citotoxicidade in vitro em eritrócitos 

humanos além de ótima atividade antifúngica contra linhagens de Penicillium 

citrinum. 

Porém, a crítica sobre a toxicidade dos compostos fenólicos pode ocorrer, 

portanto, a preocupação é pertinente. Contudo, o efeito tóxico pode estar 

associado a dose e frequência adotadas. A literatura mostra vários fármacos 

que são tóxicos em doses comumente utilizadas, contudo, mantém o efeito 

terapêutico desejado em doses baixas, que são consideradas seguras devido a 

"distância" da dose tóxica. 

Portanto, é importante ter cautela ao tecer críticas ao perfil farmacológico 

de uma substância, sendo os achados deste estudo, encorajadores, fornecendo 

um suporte sólido, para a prática de ensaios agregados futuros in vitro e in vivo. 

 
 
 

Eugenol 
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6. CONCLUSÕES 

 

Perante o exposto, conclui-se; 

 O eugenol apontou ótima atividade fungicida sobre cepas de Penicillium 

citrinum testadas; 

 O mesmo fitoconstituinte, não afetou na fragilidade da parede celular ou 

pela relação direta com o ergosterol da membrana citoplasmática, porém, 

provavelmente influencia em outro mecanismo de ação; 

 A associação entre o eugenol e a anfotericina foi indiferente para todas as 

variações de cepas testadas, não ocorrendo no momento do teste aditividade, 

sinergismo ou antagonismo; 

 Na análise in silico, o eugenol demonstrou, de acordo com a regra dos 

cinco de Lipinski, a probabilidade de possíveis propriedades farmacocinéticas 

com potencial para um fármaco oral eficaz; 

 O eugenol apresentou baixa hemólise para os eritrócitos sorotipo A B e 

O; 

 Docking molecular, foi atentado, que o eugenol interage com o sítio ativo 

CYP51 mediante ao ordenamento de múltiplas ligações e com isso, tem 

potencial de influenciar na biossíntese do ergosterol que é de suma importância 

para a composição da membrana citoplasmática fungica. 

 
Dessa forma, tem-se uma promissora competência para o eugenol, sendo 

candidato a protótipo de fármaco de origem natural, tanto para uso na clínica e 

também, como agente biopesticida, levando a um menor uso de agrótoxicos na 

agricultura, diminuindo os riscos à saúde alimentar dos consumidores e 

contaminação ambiental através do uso de agrotóxicos. 

Estudos posteriores, podem investigar mais a fundo os efeitos, tal qual, 

outros alvos de ação de eugenol, e ainda, realizar testes em diferentes cepas e 

condições ambientais. 
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