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RESUMO

O Eugenol faz parte dos compostos aromdticos dentro da classe dos fenilpropenos,
sendo descrito como 4-alil-2-metdxi-fenol, conhecido comumente como esséncia de
cravo, pois estd presente em grande quantidade no 6leo essencial de cravo da india
(Eugenia aromdtica). Possui vdrias atividades bioldgicas de acordo com a literatura
dentre elas podemos destacar: atividades antifiingica, antibacteriana, antiparasitdria,
analgésicas, anti-inflamatdria, anticarcinogénica e antioxidante, além de outras, como
acdo contra fitopatégenos e atuacdo no combate das bactérias de amplo aspecto dos
grupos Gram-positivas e Gram-negativas e, logo, comprova-se a sua importancia na
conservacdo dos alimentos quanto ao surgimento dos micrébios e sua aplicacdo nos
alimentos como aditivo na propria embalagem. O objetivo deste estudo foi descrever e
comparar através dos resultados da literatura a atividade antimicrobiana do Eugenol e a
sua importancia no elevado potencial inibitério de bactérias e fungos, como também o
seu mecanismo de acdo e uso. Trata-se de uma revisdo da literatura que consistiu em
descrever as caracteristicas bioldgicas e quimicas do Eugenol e as aplicacdes nas
tecnologias e na conservacdo dos alimentos com atuagdo antibacteriana na
agroindustria. De acordo com a literatura consultada o Eugenol foi capaz de inibir
fortemente o crescimento deste fungo em torno de 19,16 a 95,83%; de uma maneira
dependente da dose utilizada de Eugenol. A producdo de aflatoxina B; também foi
inibida em torno de 15,07 a 98,0% pelo composto. As expressdes dos genes foram
significativamente suprimidas pelo Eugenol em concentragdes de 62,5 e 125 pg/mL. Os
resultados indicaram que o Eugenol pode ser considerado uma boa alternativa para
controlar o crescimento de fungos toxigénicos e a contaminacao posterior em alimentos,
como ragdes e produtos agricolas contaminados por aflatoxinas. No que se refere aos
aspectos tecnologicos o Eugenol também € ativo contra biofilmes pré-formados e age
impedindo a formagdo de novos biofilmes de C. albicans, sugerindo sua eficicia contra
os mecanismos adaptativos de resisténcia exibida por biofilmes dessa espécie contra
antibidticos sintéticos como anfotericina B e fluconazol e com relagdo ao mecanismo de
acdo do Eugenol tem modo de agdo similar ao fluconazol, inibindo a biossintese do
ergosterol. Observaram também que enquanto o fluconazol exibe acdo fungistatica, o
Eugenol exerce atividade fungicida contra varias espécies de Candida (C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata), inclusive contra isolados resistentes

ao fluconazol. Além disso, verificaram que o Eugenol € significativamente menos



citotoxico do que os antifingicos disponiveis para uso clinico. Concluiu-se que o
Eugenol tem efeito bactericida tanto em bactérias gram positivas como em gram
negativas, devido atua na desintegracdo da estrutura da membrana celular microbiana,

tendo como o extravasamento de constituintes citoplasmaticos.

Palavras-chave: Efeito Bactericida. Bactérias. Fungos. Antibi6ticos.



ABSTRACT

Eugenol is part of the aromatic compounds within the class of phenylpropenes, being
described as 4-allyl-2-methoxy-phenol, commonly known as clove essence, because it
is present in large quantities in clove essential oil (Aromatic eugenia). It has several
biological activities according to the literature, among which we can highlight:
antifungal, antibacterial, antiparasitic, analgesic, anti-inflammatory, anticarcinogenic
and antioxidant activities, as well as others, such as action against phytopathogens and
action in the fight against bacteria of large groups Gram-positive and Gram-negative
and, therefore, their importance in the conservation of the foods with regard to the
emergence of the microbes and their application in food as an additive in the packaging
itself 1s proven. The objective of this study was to describe and compare the results of
the literature on the antimicrobial activity of Eugenol and its importance in the high
inhibitory potential of bacteria and fungi, as well as its mechanism of action and use. It
is a review of the literature that consisted in describing the biological and chemical
characteristics of Eugenol and the applications in the technologies and the conservation
of the foods with antibacterial action in the agroindustry. According to the literature
consulted, Eugenol was able to strongly inhibit the growth of this fungus around 19.16
to 95.83%; in a manner dependent on the dose of Eugenol used. The production of
aflatoxin B1 was also inhibited by about 15.07 to 98.0% by the compound. Gene
expression was significantly suppressed by Eugenol at concentrations of 62.5 and 125
pug / mL. The results indicated that Eugenol can be considered as a good alternative to
control the growth of toxigenic fungi and subsequent contamination in food, such as
feeds and agricultural products contaminated with aflatoxins. As regards technological
aspects, Eugenol is also active against preformed biofilms and acts to prevent the
formation of new biofilms of C. albicans, suggesting its efficacy against the adaptive
mechanisms of resistance exhibited by biofilms of this species against synthetic
antibiotics such as amphotericin B and fluconazole and in relation to the mechanism of
action of Eugenol has a mode of action similar to fluconazole, inhibiting ergosterol
biosynthesis. They also observed that while fluconazole exhibits fungistatic action,
Eugenol exerts fungicidal activity against several species of Candida (C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei and C. glabrata), even against fluconazole resistant
isolates. In addition, they found that Eugenol is significantly less cytotoxic than the

antifungal agents available for clinical use. It was concluded that Eugenol has a



bactericidal effect on both gram positive and gram negative bacteria, due to the
disintegration of the microbial cell membrane structure, as well as the extravasation of

cytoplasmic constituents.

Keyword: Bactericidal effect. Bacteria. Fungi. Antibiotics
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1. Introducao

Atualmente, uma enorme variedade de conservantes naturais tem sido estudada
em virtude das inlimeras aplicacdes praticas, os quais sdo utilizados na inativacdo de
enzimas e microrganismos, sem comprometer as caracteristicas fisico quimicas nas
propriedades nutricionais e organolépticas dos alimentos. O Eugenol é uma substincia
quimica que faz parte dos compostos arométicos dentro da classe dos fenilpropenos,
visto que o mesmo apresenta uma capacidade considerdvel de combater as bactérias de
amplo aspecto dos grupos Gram-positivas e Gram-negativas e, logo, comprova-se a sua
grande importancia na prote¢do dos alimentos quanto ao surgimento dos micrébios,
sendo utilizado diretamente nos alimentos e muitas vezes como aditivo na prépria
embalagem.

A maioria dos alimentos possui composicdo intrinseca favordvel ao
desenvolvimento de microrganismos, o que diminui sua vida util e algumas vezes os
tornam risco a saude do consumidor. Na tentativa de se utilizar técnicas naturais e
eficazes de preservacdo dos alimentos, a adicdo de 6leos essenciais torna-se potencial
sistema de bioconservacdo, visto que podem prolongar a vida ttil dos alimentos,
controlando ou inibindo o crescimento microbiano (BRAGA, 2016).

Os estudos relatados mostram que os agentes antimicrobianos naturais descritos
podem oferecer vantagens para o processamento de alimentos, uma vez que aumentam a
sua vida 1til e a seguranca, além de permitirem aplica¢do de antimicrobianos naturais na
conservacdo de alimentos que novos produtos com melhor qualidade e propriedades
nutricionais sejam introduzidos no mercado. Todavia, por serem constituidos por
diversos compostos quimicos, apresentam respostas diferentes frente a diversidade
microbiana e condi¢Oes intrinsecas de cada alimento. Como a eficidcia de todo
antimicrobiano sofre influéncia da composicdo quimica do alimento, ha necessidade de
se determinar, com precisdo, a condicdo mais efetiva de cada um deles para cada
alimento.

Espera-se, em um futuro préximo, o aumento do uso de conservantes naturais
em bens de consumo devido ao apelo do “consumismo verde”, que estimula o uso € o
desenvolvimento de produtos naturais. Isso se aplica aos setores da cosmética,
medicamentos e alimentos. A preocupacdo com a seguranca de alimentos vem

estimulando o estudo de agentes antimicrobianos em vdrios segmentos industriais e
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meios cientificos, para uso direto em alimentos ou incorporados em embalagens. Esses
agentes antimicrobianos podem ter origem natural, como os 6leos vegetais, ou origem
quimica, podendo ser compostos organicos como o Eugenol.

O controle de micro-organismos deteriorantes e ou patogé€nicos veiculados por
alimentos € alcangado principalmente por métodos quimicos, mas o uso de alguns
compostos quimicos de origem sintética, vem se tornando indesejdveis por
apresentarem alguns fatores limitantes como elevada carcinogenicidade, toxicidade
aguda, teratogenicidade, entre outros. A percepcdo negativa de antimicrobianos
sintéticos utilizados na &rea alimenticia vem despertando o interesse no uso de
antimicrobianos de origem natural (FALEIRO, 2011).

As substancias sintetizadas diretamente de sistemas bioldgicos sem alteracio e
ou modificacdo de sua estrutura quimica em laboratdrio, sdo reconhecidos como agentes
antimicrobianos naturais (LI et al., 2011). Um antimicrobiano considerado como ideal
seria aquele que esta disponivel em grandes volumes como um coproduto e reconhecido
como seguro (GRAS) (CALLAWAY et al., 2011)

O objetivo deste estudo foi descrever e comparar a atividade antimicrobiana do
Eugenol e a sua importincia no elevado potencial inibitério de bactérias e fungos, como

também o seu mecanismo de ag¢do e uso.

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Descrever a atividade antimicrobiana do Eugenol.

2.2 Objetivos Especificos
- Utilizar o Eugenol como conservante de alimentos;
- Determinar Diferentes atividades bioldgicas de Eugenol;
- Caracterizar o mecanismo de a¢@o antimicrobiana do Eugenol;

- Comparar os resultados obtidos pela técnica de microscopia de varredura.
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3. Metodologia

Este estudo constitui-se de uma revisdo da literatura especializada, cujo
propdsito consiste em descrever as caracteristicas bioldgicas e quimicas do Eugenol,
além de suas aplicacdes tanto nas tecnologias e quanto na conservagdo dos alimentos
com atuagdo antibacteriana na agroindustria.

Para o desenvolvimento desta pesquisa foi necessdrio recorrer a portais que
possuem em sua plataforma um banco de dados acerca do tema. Adotado este critério de
pesquisa foram utilizados para a consulta os bancos de dados do Scielo, Elsevier,

PubMed, entre outros do Periédico Capes.

4. Referencial Teérico
4.1 Caracteristicas biolégicas e quimicas do Eugenol

O Eugenol é uma substincia quimica que faz parte dos compostos aromaticos
sendo muito versatil, pois vem sendo utilizado nos diversos ramos da industria devido
as suas caracteristicas de efeito antibacteriana e antifingico. As plantas sdo importantes
fontes de moléculas biologicamente ativas, que apresentam papel no desenvolvimento
de novos compostos com diferentes aplicacdes bioldgicas. Estas moléculas sdo
sintetizadas pelo metabolismo secundario dos vegetais, que € capaz de gerar inimeras
moléculas. Dentre estas moléculas encontram-se a classe dos fenilpropenos, que fazem
parte da constituicao de alguns 6leos essenciais (FIGUEIREDO et al., 2008).

A classe de fenilpropenos constitui uma subfamilia entre os varios grupos de
compostos organicos chamados fenilpropandides, os quais sdo sintetizados a partir da
fenilalanina nas plantas. A atividade antimicrobiana dos fenilpropenos depende do
nimero e tipo de substituintes no anel aromético, da cepa microbiana e dos pardmetros
utilizados nos testes experimentais, como meio de crescimento, temperatura, entre
outros (PAULI & KUBECZKA, 2010).

Entre os fenilpropenos os mais pesquisados sao o Eugenol, isoeugenol, vanilina,
safrol e o cinamaldeido. O Eugenol, possui a estrutura molecular composta por
CioH20,, sendo denominado pela International Union of Pure and Applied Chemistry,
(IUPAC) por 4-Alil-2-metoxifenol (Figura 1), possuindo a massa molar de 164.2g /mol,
com o pK, de 10,19 a 25 °C (BARCELOUX, 2008).
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Figura 1 - Estrutura quimica do Eugenol

OCHj4
OH

O grupo fendlico presente em sua estrutura confere sua propriedade
antioxidante. O Eugenol possui pouco afinidade por moléculas de dgua, e a sua
solubilidade aumenta coma presenca de solventes orginicos. A cor do Eugenol pode
variar de claro a amarelo pdlido (BARCELOUX, 2008). Ao ser extraido primeiramente
de folhas de Eugenia caryophyllata (cravo), ¢ nomeado como Eugenol. Esta substancia
foi isolada pela primeira vez em 1929 e sua producdo comercial teve inicio nos Estados
Unidos em 1940. O Eugenol pode ser produzido sinteticamente, no entanto, €
predominantemente extraido a partir de 6leos essenciais (KAMATOU et al., 2012).

Diferentes atividades bioldgicas de Eugenol sdo reportadas pela literatura,
incluindo atividades antifingica (AHMAD et al. 2010), antibacteriana (DEVI et al.
2010), antiparasitaria (UEDANAKAMURA et al. 2011), analgésicas (GUENETTE et
al. 2006), anti-inflamatérias (DANIEL et al. 2009), anticarcinogénica (MANIKANDAN
et al. 2010) e antioxidante (OLIVEIRA et al. 2007), além de outras, como a¢ao contra
fitopatégenos (VENTUROSO et al. 2011), na inibicdo da producdo de aflatoxina B,
(OLIVEIRA et al. 2007) e na atividade antiviral (TRAGOOLPUA e JATISATIENR,
2007).

4.2 Aplicacoes tecnolégicas do Eugenol

Tecnicamente, pode-se usar o Eugenol extraindo o mesmo através de um método
muito conhecido, que € o método da destilacdo. Ainda que, ndo seja tdo simples, porque
€ necessdrio que seja feito de forma experimental, sendo necessdrios alguns itens para o

procedimento. Depois de realizados os processos técnicos para obten¢do do produto, sao
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possiveis que o resultado permita verificar o peso, o volume do Diclorometano e a
massa final do Eugenol. A destilacdo a vapor € muito utilizada para destilar bebidas em
geral, através de temperaturas dentro de cAmaras de vapores.

Em estudo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa, sugeriram que o Eugenol
pode exercer sua a¢do antifliingica através da inibicdo de bombas de efluxo (H+ATP,.)
na membrana celular fingica, levando a acidificacdo intracelular e inativaciao celular
(AHMAD, 2010). Em estudo mais recente, realizado por Darvishi et al. (2013), os
autores descreveram que a acdo antiflingica do Eugenol ndo estd diretamente
relacionada ao rompimento da membrana, como sugerido anteriormente. Relataram que
o Eugenol interage com transportadores de aminodcidos arométicos € com permeasse na
membrana citoplasmdtica das células de levedura, o que pode alterar a sua
permeabilidade ou causar alteracOes conformacionais, e esses fatores levariam ao
rompimento celular.

O Eugenol também € ativo contra biofilmes pré-formados e age impedindo a
formacdo de novos biofilmes de C. albicans, sugerindo sua eficicia contra os
mecanismos adaptativos de resisténcia exibida por biofilmes dessa espécie contra
antibidticos sintéticos como anfotericina B e fluconazol (SAJJAD et al., 2012). Além
disso, vem sendo demonstrado que o Eugenol pode atuar como antifiingicos e inibidor
da produc¢do de microtoxinas, tais como a aflatoxina, por atuarem na regulacdo da
peroxidacdo lipidica, inibindo a formagdo de peréxidos e consequente estresse oxidativo

que estd relacionado a biossintese de aflatoxinas (OLIVEIRA et al., 2007).

4.3 Aplicacoes do Eugenol na conservaciao de alimentos

A conservacdo dos alimentos tem se tornado uma grande preocupagdo dos
sistemas agroindustriais, e isto, tem motivado a comunidade cientifica para estudar
agentes antimicrobianos, tais como, o Eugenol, que tem acdo bactericida e fungicida e
que pode garantir a seguranca do alimento e prolongar a vida util de prateleira.

Jahanshiri et al.(2015), avaliaram o efeito de Eugenol sobre o crescimento e na
regulacdo a expressdo de alguns gens envolvidos na biossintese de aflatoxina por
Aspergillus parasiticus. O fungo foi cultivado na presenca de diferentes concentragdes
de Eugenol, que variaram de 15,62 - 500 pg/ mL durante 3 dias a 28 °C. Os micélios
foram secos e pesados como indicador de crescimento deste micro-organismo. A

producdo de aflatoxina foi avaliada por cromatografia. A expressdo de genes envolvidos
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na biossintese de aflatoxina, tais como ver-1, nor-1, pksA, omtA e AFLR foram
avaliados por PCR em tempo real.

Neste estudo, o Eugenol foi capaz de inibir fortemente o crescimento deste
fungo em torno de 19,16 a 95,83%; de uma maneira dependente da dose utilizada de
Eugenol. A produgdo de aflatoxina B; também foi inibida em torno de 15,07 a 98,0%
pelo composto. As expressdes dos genes foram significativamente suprimidas pelo
Eugenol em concentragdes de 62,5 e 125 pg/mL.

Estes resultados indicam que o Eugenol pode ser considerado uma boa
alternativa para controlar o crescimento de fungos toxigé€nicos e a contaminac¢do
posterior em alimentos, como ragdes e produtos agricolas contaminados por aflatoxinas
(JAHANSHIRI et al., 2015). Em relacdo a atividade antibacteriana, estudos conduzidos
por Gill et al. (2006) relataram que o Eugenol € capaz de inibir a atividade de ATP e
ligadas as membranas de Escherichia coli e Listeria monocytogenes, as quais estao
envolvida na geracdo de ATP e na regulacdo do pH celular.

Foi observado ainda que, apesar de a inibicdo de ATP,s causar reducdo da
velocidade de crescimento destes micro-organismos em concentragdes subletais de
Eugenol, prejudicando a sobrevivéncia das células, o mecanismo principal de acdo do
Eugenol foi a ruptura da membrana citoplasmatica (GILL; 2006).

Essa ruptura foi confirmada também por outros autores como o principal
mecanismo de acdo antibacteriana do Eugenol contra Listeria monocytogenes,
Streptococcus pyogenes, Proteus vulgaris, Escherichia coli (OYEDEMI, 2009) e
Salmonella typhi (DEVI, 2010).

De acordo com dados da literatura, a atividade inibitéria de materiais vegetais
pode ser classificada em forte, moderada e fraca, que corresponde a concentragio
minima inibitéria (CIM) de até 500; entre 600 e 1.500; e acima de 1.600 pug/ mL,
respectivamente (ALIGIANNIS et al., 2001). A forte atividade antimicrobiana exibida
pelos compostos fendlicos € atribuida a interacdo dos grupos hidroxilas caracteristicas
de suas moléculas com as células da membrana plasmatica microbiana, causando danos
irreversiveis como hidrolise alteracdes no perfil de &acidos graxos e fosfolipidios e
alteracdo do metabolismo energético e sintese de material genético (DONSI et al.,
2014). Das et al. (2016) analisaram a ag@o antimicrobiana de Eugenol em estirpes
multirresistentes de Staphylococcus aureus em diferentes concentracdes deste

composto, demostrando uma atividade antimicrobiana forte dependente da dose de
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Eugenol. O valor da concentracio minima inibitéria (MIC) e a concentragdo minima
bactericida (MBC) foram respectivamente de 100 e 200 pg / ml.

O efeito antimicrobiano de Eugenol poderia estar interligado a presenca de
fenilpropenos em sua estrutura, que poderia penetrar através da membrana celular e
manter os efeitos inibitério e bactericida. Neste mesmo estudo, a morfologia da
superficie celular foi estudada por microscopia eletronica de varredura em células de S.
aureus tratadas e ndo tratadas com Eugenol, como demostrando na Figura 2 (DAS et al.,

2016).

Figura 2 - Analise da morfologia por microscopia eletronica de varredura da
superficie celular de S. aureus multirresistente em células tratadas (B) e nao
tratadas (A) com Eugenol
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Os resultados obtidos pela técnica de microscopia de varredura, demonstraram
que a superficie controle das células bacterianas (células ndo tratadas com Eugenol, Fig.
2A) estavam intactas e com caracteristicas morfoldgicas tipicas de uma célula
microbiana. Porém, células tratadas com a presenca de Eugenol (Fig. 2B.), foram
severamente danificadas. Algumas células mostraram elevado extravasamento do
conteddo celular, desuniformidade, e a presenca de fragmentos e lacunas, reforcando a
possivel fragmentacdo da membrana celular (DAS et al. ,2016).

Estas mudancas morfoldgicas evidenciaram o aumento significativo na
permeabilidade da membrana, que pode afetar o transporte citoplasmético, propiciado a
incapacidade destas células em regular adequadamente o transporte através da

membrana plasmatica, resultando em sua inativacio celular. Estes resultados sugerem
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os possiveis mecanismos pelos quais o Eugenol possui acdo antimicrobiana (DAS et al.,
2016).

O Eugenol pode afetar alguns componentes celulares por induzir o colapso da
membrana celular, resultando em formagao de poros e eventual morte celular (DAS et
al. ,2016). A interacdo de Eugenol € realizada principalmente com a membrana
citoplasmadtica das bactérias, por ser um composto de cardter hidrofébico possui maior
afinidade por superficies de bactérias de carater hidrofébico. Embora existam relatos na
literatura evidenciando a mesma concentracdo minima inibitéria (MIC), tanto para
bactérias gram positivas como em gram negativas (FUJIISAWA et al. 2002).

Xu et al. (2008) também atribuiram a atividade antibacteriana deste composto
com a sua capacidade em permeabilizar e despolarizar a membrana citoplasmatica de
Escherichia coli. Para verificar esta acdo realizaram a quantificagdo da fluorescéncia
utilizando o iodeto de 3,3’-dietoloxacarbocianina (DIOC2) como corante. De acordo
com o0s ensaios realizados, foi demonstrada a diminui¢do da intensidade absoluta da
fluorescéncia em consequéncia das alteragdes ocasionadas sobre a permeabilidade da
membrana, devido a sua interacdo com estes compostos.

Hammer & Heel (2012) também observaram por meio da utilizagdo deste
corante (DIOC;), que o Eugenol despolariza a maioria das células das bactérias gram-
positivas, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus, de forma
dependente do tempo e da concentracdo. Na pesquisa realizada por Oyedemi et al.
(2009), analisaram o possivel mecanismo de acdo antimicrobiana de trés componentes
presentes em Oleos esséncias: Terpineol, g-terpineno e Eugenol, sob a membrana
bacteriana de quatro estirpes bacterianas: Listeria monocytogenes, Streptococcus
pyogenes, Proteus vulgaris e Escherichia coli.

O estudo avaliou as alteragdes na composicdo da membrana celular através do
extravasamento do conteudo proteico e lipidico pelo método de Bradford e van Handel,
respectivamente. O resultado revelou que células tratadas com Eugenol tiveram a
membrana celular significativamente danificado, tanto em bactérias gram positiva como
nas gram negativa. O teor de proteina tratadas com Eugenol, y-terpineno e 4-terpineol,
foram medidas para determinar o extravasamento de materiais intracelulares destas
células.

Em os estipes pesquisados (P. vulgaris, E. coli, L. monocytogenes e S. pyogenes)

foi evidenciado uma tendéncia semelhante ao extravasamento de proteinas quando
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tratadas com o Eugenol, y-terpineno e 4-terpineol. O Eugenol no entanto, teve maior
efeito prejudicial sob a degradacdo da parede celular, e aos danos a membrana
citoplasmadtica. O extravasamento de proteinas pode ser utilizado como um indicador de
dano a membrana e/ou parede celular causada pelo produto quimico e ou agentes
fisicos, sugerido que a membrana e/ou parede celular € um alvo para a acdo Eugenol
(OYEDEMI et al., 2009). Pode-se predizer que os diferentes efeitos observados estdo
relacionados a elevada hidrofobicidade do Eugenol, que permite a interacdo favoravel
com os lipidios presentes na membrana celular bacteriana, possibilitando a modificagao
na estrutura celular tornando-a mais permedveis (SIKKEMA et al., 1994).

Nas pesquisas realizadas por Hemaiswarya & Doble (2009) reportaram os danos
a nivel da membrana celular em S. aureus e E. coli como possivel mecanismo de acdo
do Eugenol. Hemaiswarya ¢ Doble (2009) demonstraram ainda que os danos na
membrana celular bactéria em ambas as estirpes, aumentaram a permeabilidade ndo
seletiva da membrana. Este modo de acdo pode favorecer os sinergismos de acgdo
antimicrobiana a estas células tratadas com Eugenol e posteriormente com antibidticos.

A desintegracdo da membrana facilita a entrada dos antibidticos para o meio
intracelular promovendo a atividade dos mesmos. Neste estudo verificaram que os
antibioticos ndo especificos para bactérias gram negativa e gram positiva, tais como a
vancomicina e oxacilina, se tornaram mais eficazes no combate das mesmas quando
estas bactérias foram previamente expostas ao Eugenol, possivel favorecido pela
desintegracdo da membrana celular promovida pelo Eugenol (HEMAISWARYA e
DOBLE, 2009).

4.4 O mecanismo de acao do Eugenol

O mecanismo de agdo antimicrobiana do Eugenol ainda nio estd exatamente
definido. Varios estudos tém sido conduzidos com objetivo de esclarecé-lo. Braga et al.
(2007) concluiram que, em Candida albicans, o Eugenol afeta a regulacdo e funcdo de
enzimas importantes ligadas a8 membrana que catalisam a sintese de polissacarideos da
parede celular, desfavorecendo o crescimento das células e a morfogénese do envelope
celular.

Ahmad et al. (2010), concluiram que o Eugenol tem modo de acdo similar ao
fluconazol, inibindo a biossintese do ergosterol. Observaram também que enquanto o
fluconazol exibe a¢do fungistitica, o Eugenol exerce atividade fungicida contra vérias

espécies de Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C.
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glabrata), inclusive contra isolados resistentes ao fluconazol. Além disso, verificaram
que o Eugenol € significativamente menos citotéxico do que os antifingicos disponiveis
para uso clinico.

Em outro estudo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa, sugeriram que O
Eugenol também pode exercer sua acdo antiftingica através da inibicdo de bombas de
efluxo (H+ATP,.) na membrana celular fingica, levando a acidificag¢do intracelular e

inativacao celular (AHMAD, 2010).

5. Consideracoes finais

Finalmente, os estudos supracitados evidenciam o efeito bactericida do Eugenol
tanto em bactérias gram positivas como em gram negativas, pela possivel acdo deste
composto na desintegracio da estrutura da membrana celular microbiana,
principalmente a nivel da fragcdo lipidica, pela maior interacdo hidrofébica do Eugenol
com os lipidios presente na constituicdo da membrana celular, favorecendo a alteracio
a permeabilidade da membrana citoplasmética, provocando o extravasamento de
constituintes citoplasmaticos.

Importante ressaltar que a possivel alteracdo do Eugenol na permeabilidade da
membrana citoplasmdtica favorece 0 mecanismo quimiosmotico, permitindo o
extravasamento do conteido citoplasmatico, podendo interferir no metabolismo de
proteinas, causando a desnaturagdo proteica e inativacao celular.

A desintegracio provocada pelo Eugenol na estrutura da membrana celular em
micro-organismos pode ser também evidenciada pelas modificagdes estruturais destas
células por técnicas de microscopia, como por exemplo, microscopia de varredura e
microscopia de forca atdmica.

A atividade antimicrobiana de Eugenol em diferentes grupos microbianos €
clara, mas o mecanismo de acdo antimicrobiana ainda nio estd completamente
entendido. Ha consenso de que grande maioria dos compostos aromaticos e fendlicos
exerce seus efeitos antimicrobianos diretamente na membrana citoplasmadtica,
provocando alteracdes na sua estrutura e fungoes.

Apesar de inumeras evidéncias dos possiveis do modo de a¢io antimicrobiana de
Eugenol, mais estudos sao necessdrios para validar o mecanismo de agdo desta

substancia.
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