
905 

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Três Corações, v. 14, n. 2, p. 905-912, ago./dez. 2016 
 

ATIVIDADE ANTIFÚNGICA IN SILICO E IN VITRO DO MONOTERPENO 

CITRAL  

 

Camilla Pinheiro de Menezes CALDAS
1 

 

Janiere Pereira de SOUSA
2 

 

 Ana Luíza Alves de Lima PÉREZ
3 

 

 Jéssyca Marina Carneiro Gomes dos SANTOS
4 

 

 Heloísa Mara Batista Fernandes de OLIVEIRA
5 

 

 Abrahão Alves de OLIVEIRA FILHO
6 

 

 Edeltrudes de Oliveira LIMA
7 

 

1. Doutoranda em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos pela Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, Paraíba, 

Brasil. E-mail: camilla.farmaufpb@gmail.com 

2. Doutora em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos pela Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, Paraíba, 

Brasil. E-mail: janiereps@yahoo.com.br 

3. Mestre em Odontologia pela Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, Paraíba, Brasil.                                        

E-mail: analuiza_perez@yahoo.com.br 

4. Graduada em Farmácia pela Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, Paraíba, Brasil.                                                 

E-mail: jessygomes_13@hotmail.com 

5. Doutora em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos pela Universidade Federal da Paraíba e Farmacêutica-

Bioquímica do Hospital Ana Bezerra-UFRN. E-mail: heloisambf@gmail.com 

6. Professor da Universidade Federal de Campina Grande, Doutor em Farmacologia. E-mail: abrahão.farm@gmail.com 

7. Orientadora e Professora da Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, Paraíba, Brasil. E-mail: 

edelolima@yahoo.com.br 

 

Recebido em: 11/07/2016 - Aprovado em: 16/10/2016 - Disponibilizado em: 18/12/2016 
 

 

RESUMO 

Introdução: as pesquisas com monoterpenos têm aumentado com a necessidade de novas ferramentas terapêuticas para 

o combate das infecções fúngicas oportunistas, como as causadas pelos fungos dematiáceos pertencentes ao gênero 

Cladosporium. Objetivo: avaliar o potencial antifúngico do monoterpeno citral. Métodos: a determinação da CIM 

(Concentração inibitória mínima) das substâncias, foi realizada através da técnica da microdiluição em caldo. Utilizou-

se duas cepas de C. oxysporum e duas cepas de C. sphaerospermum. Todas as cepas de micro-organismos utilizados 

neste estudo fazem parte da Micoteca URM do Departamento de Micologia, Centro de Ciências Biológicas, 

Universidade Federal de Pernambuco. Foi realizado controle de viabilidade das cepas ensaiadas, e também controle de 

sensibilidade destas cepas frente à ação de antimicrobianos considerados padrões na utilização clínica. Resultados: 

pode-se observar que todos os compostos avaliados apresentaram uma CIM50 (Concentração Inibitória Mínima para 

50% das cepas testadas) de 128 µg/mL para as cepas fúngicas testadas. Conclusão: conclui-se que o monoterpneo citral 

pode se tornar uma alternativa para o tratamento de infecções fúngicas causadas por cepas de Cladosporium. 

Palavras-chave: antifúngico; monoterpeno; citral; Cladosporium oxysporum; Cladosporium sphaerospermum. 

 

ANTIFUNGAL ACTIVITY IN SILICO AND IN VITRO OF CITRAL 

MONOTERPENE  

 

ABSTRACT 

Introduction: research with monoterpenes have increased the need for new therapeutic tools to combat opportunistic 

fungal infections such as those caused by fungi dematiaceous belonging to the Cladosporium genus. Objective: To 
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evaluate the antifungal potential of citral monoterpene. Methods: The determination of the MIC (minimum inhibitory 

concentration) of the substance was performed using microdilution broth technique. We used two strains of C. 

oxysporum and two strains of C. sphaerospermum. All the strains of microorganisms used in this study are part of URM 

Culture Collection of the Department of Mycology, Center of Biological Sciences, Federal University of Pernambuco. 

Control was carried viability of the tested strains, and also control sensitivity of these strains opposite antimicrobial 

action patterns considered in the clinical use. Results: It can be seen that all the compounds evaluated showed a MIC50 

(Minimum Inhibitory Concentration for 50% of tested strains) to 128 µg/mL for the tested fungal strains. Conclusion: 

It was concluded that citral monoterpene can become an alternative for the treatment of fungal infections caused by 

strains of Cladosporium. 

Keywords: antifungal; monoterpene; citral; Cladosporium oxysporum, Cladosporium sphaerospermum. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

Os produtos químicos produzidos 

pelos vegetais podem ser divididos em dois 

grandes grupos. Os primeiros, denominados 

metabólitos primários ou macromoléculas, 

são essenciais a todos os seres vivos, e o 

segundo grupo de compostos químicos – os 

metabólitos secundários ou micromoléculas - 

que geralmente apresentam estrutura 

complexa, baixo peso molecular, marcantes 

atividades biológicas e, diferentemente 

daqueles do metabolismo primário, são 

encontrados em concentrações relativamente 

baixas e em determinados grupos de plantas 

(POSER, MENTZ, 2004). 

Os metabólitos secundários 

apresentam várias atividades biológicas. 

Muitos são de importância comercial tanto na 

área farmacêutica quanto nas áreas alimentar, 

agronômica e de perfumaria, entre outras. 

Entre os metabólitos secundários, os 

principais grupos de compostos encontrados 

com atividade biológica são os alcaloides, 

flavonoides, cumarinas, taninos, quinonas e 

óleos essenciais (PEREIRA, 2006). 

Quimicamente, a maioria dos óleos 

essenciais é constituída de derivados 

fenilpropanóides ou de terpenóides, sendo os 

monoterpenos (cerca de 90% dos óleos 

voláteis) e os sesquiterpenos os mais 

frequentes (SIMÕES, SPITZER, 2004). 

Dentre os monoterpenos relatados 

na literatura destaca-se o citral, um 

monoterpeno acíclico natural, citral está 

presente no óleo essencial de várias espécies 

de plantas, incluindo limão e laranja 

(FISHER, PHILLIPS, 2008). E é o principal 

componente do óleo de Melissa officinalis 

pertencente à família Lamiaceae (SADDIQ, 

KHAYYAT, 2010). O citral é um 

monoterpeno com conhecidas propriedades 

farmacológicas, como: anti-tumoral ( 

FARAH et al., 2010; CHAOUKI et al., 2009; 

XIA et al., 2013; DUDAI et al., 2005), 

broncodilatador (MANGPRAYOOL, 

KUPITTAYANANT, CHUDAPONGSE, 

2013), inseticida (ABRAMSON, ALDAMA, 

SULBARAN, 2007) e antimicrobiana 

(SOMOLINOS et al., 2009; BELDA-

GALBIS et al., 2013). 

O gênero Cladosporium abrange 

muitas espécies de fungos contaminantes e 

oportunistas dematiáceos que são 
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encontrados ubiquamente como saprófitas no 

solo e em materiais em decomposição 

(SCHUBERT, 2005).   

As espécies C. cladosporioides, C. 

herbarum, C. oxysporum, C. carrionii e C. 

sphaerospermum têm sido observadas como 

responsáveis primárias por quadro de feo-

hifomicoses superficiais (onicomicoses, 

ceratites, etc.), cromoblastomicoses e feo-

hifomicoses profundas (meningites, quadro 

pulmonares, etc.) (DE HOOG et al., 2000; 

KWON-CHUNG, SCHWARTZ, RYBAK, 

1975; NAMRATHA et al., 2010; CORREIA 

et al., 2010). 

Nesse contexto, este estudo teve 

como objetivo avaliar in silico e in vitro o 

potencial antifúngico do monoterpeno citral 

contra cepas de C. oxysporum e C. 

sphaerospermum. 

  

MATERIAL E MÉTODOS 

 

LOCAL DA PESQUISA  

A pesquisa foi realizada no 

Laboratório de Micologia do Departamento 

de Ciências Farmacêuticas (DCF), Centro de 

Ciências da Saúde (CCS), Universidade 

Federal da Paraíba (UFPB), no período de 

maio de 2015 a junho de 2016. 

 

CEPAS FÚNGICAS 

Para realização dos ensaios de 

atividade antifúngica in vitro foram 

selecionadas 2 cepas de C. oxysporum ( 

URM 5412 e URM 6056) e 2 cepas de C. 

sphaerospermum (URM 5350 e URM 5455) 

pertencentes à coleção de culturas da 

Micoteca URM do Departamento de 

Micologia, Centro de Ciências Biológicas, 

Universidade Federal de Pernambuco. Todas 

as cepas foram mantidas em Ágar Sabouraud 

Dextrose – ASD inclinado (DIFCO 

Laboratories Ltda, USA) a temperatura 

ambiente (28 ºC) e sob refrigeração (4 ºC).  

Foi utilizado um inóculo fúngico de 

aproximadamente 1 - 5 x 10
6 

UFC/mL 

padronizado de acordo com a turbidez do 

tubo 0,5 da escala de McFarland 

(CLEELAND, SQUIRES, 1991; 

HADACEK, GREGER, 2000; CLSI, 2002).  

 

MEIOS DE CULTURA 

Foram utilizados os meios ágar 

Sabouraud dextrose (ASD) e caldo 

Sabouraud dextrose (CSD) obtidos da Difco 

Laboratories (Detroit, MI, EUA) e RPMI-

1640-L-glutamina (sem bicarbonato de 

sódio) da Sigma-Aldrich
®
 (São Paulo, SP, 

Brasil), preparados conforme as instruções 

do fabricante.  

 

MONOTERPENO E ANTIFÚNGICOS  

O monoterpeno (citral) e os 

antifúngicos (anfotericina B e voriconazol) 

foram adquiridos da Sigma-Aldrich
®
. As 

emulsões, nas diferentes concentrações, 

foram preparadas no momento de execução 

dos ensaios, dissolvendo-os primeiramente 
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em dimetilsulfóxido (DMSO) a 0,5% e 

Tween 80 (Sigma-Aldrich
®
) a 2%, e 

utilizando água destilada estéril para alcançar 

a concentração desejada. 

 

PASS ON LINE  

Previsão do espectro de atividade 

para substâncias (PASS) online (http://www.

way2drug.com/passonline) é um software 

destinado para avaliar o potencial biológico 

geral de uma molécula orgânica sobre o 

organismo humano. Este programa fornece 

previsões simultâneas de muitos tipos de 

atividades biológicas com base na estrutura 

dos compostos orgânicos. O espectro de 

atividade biológica de um composto químico 

é o conjunto de diferentes tipos de atividade 

biológica, que refletem os resultados de 

interação do composto com várias entidades 

biológicas. Pass online dá várias facetas da 

ação biológica de um composto, obtendo os 

índices Pa (probabilidade " de ser ativo") e Pi 

(probabilidade "de ser inativo") estimando a 

categorização de um composto potencial em 

ser pertencente à subclasse de compostos 

ativos ou inativos, respectivamente  

(SRINIVAS et al., 2014).  

PASS oferece previsões com base 

na probabilidade de novos efeitos e 

mecanismos de ação com espectro de 

atividade requerido entre os compostos a 

partir de bases de dados internas, antigas e 

comerciais. Pass online prevê o espectro de 

atividade biológica para as impressões 

modificadas, com base em sua fórmula 

estrutural, juntamente com diferentes 

descritores como antifúngica, antiviral, 

anti-helmíntico, antiprotozoários, etc., por 

isso, é possível estimar se os novos 

compostos têm um efeito particular 

(SRINIVAS et al., 2014). 

 

DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO 

INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM)  

A concentração inibitória mínima do 

citral, bem como dos antifúngicos 

anfotericina B e voriconazol foi determinada 

pela técnica da microdiluição em caldo 

CLEELAND, SQUIRES, 1991; HADACEK, 

GREGER, 2000; CLSI, 2002; Eloff, 1998). 

Foram utilizadas placas de 96 orifícios 

estéreis e com tampa. Em cada orifício da 

placa, foi adicionado 100 μL de RPMI-1640 

duplamente concentrado. Em seguida, 100 

μL da emulsão dos produtos, 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 µg/mL, de modo que 

na primeira linha da placa se encontra a 

maior concentração e na última, a menor 

concentração. Por fim, foi adicionado 10 µL 

do inóculo de aproximadamente 1-5 x 10
6
 

UFC/mL das espécies nas cavidades, onde 

cada coluna da placa refere-se a uma cepa 

fúngica, especificamente.  

http://www.way2drug.com/passonline
http://www.way2drug.com/passonline
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Paralelamente, foi realizado controle 

de viabilidade das cepas ensaiadas (100 μL 

do mesmo RPMI-1640 duplamente 

concentrado e 10 μL do inóculo de cada 

cepa). E para verificar a ausência de 

interferência nos resultados pelos agentes 

emulsificantes utilizados na solubilização do 

monoterpeno, foi feito um controle no qual 

foi colocado nas cavidades 100 µL do RPMI-

1640, DMSO (0,5%), Tween 80 (2%) e 10 

µL da suspensão. Um controle de esterilidade 

do meio também foi realizado, colocando-se 

100 µL do RPMI-1640 em cavidades sem a 

suspensão fúngica.  

As placas foram assepticamente 

fechadas e incubadas a 28 °C por 5-7 dias 

para a realização da leitura. A CIM foi 

definida como a menor concentração capaz 

de inibir o crescimento fúngico visualmente 

verificado nos orifícios quando comparado 

com o crescimento controle. Os ensaios 

foram realizados em triplicata e a média 

geométrica foi calculada.  

 

RESULTADOS 

 

A análise dos valores de “Pa” no 

estudo in silico do citral revela que este 

monoterpeno apresenta uma probabilidade de 

atividades farmacológicas anti-infecciosa, em 

especial, atividade antifúngica (Pa=0,429 e 

Pi= 0,044) (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1- Valores de Pa e Pi para o monoterpeno 

citral. 

Valor de 

Pa 

Valor de 

Pi 
Atividades farmacológicas 

0,395 0,005 Antiviral (CMV) 

0,340 0,066 Antiviral (Herpes) 

0,281 0,103 Antiviral (Influenza) 

0,363 0,143 Antiviral (Picornavirus) 

0,228 0,120 Antiviral (Poxvirus) 

0,735 0,002 Antiviral (Rhinovirus) 

0,233 0,081 Antiprotozoal 

0,235 0,129 Antiprotozoal (Coccidial) 

0,335 0,079 Antiprotozoal (Leishmania) 

0,230 0,035 Antiprotozoal (Plasmodium) 

0,194 0,068 Antiprotozoal (Toxoplasma) 

0,353 0,060 
Antiprotozoal 

(Trypanosoma) 

0,421 0,014 Antihelmíntico 

0,136 0,126 Antihelmíntico (Fasciola) 

0,260 0,150 Antihelmíntico (Nematodes) 

0,429 0,044 Antifúngico 

0,377 0,036 Antibacteriano 

Fonte: SANTOS, JMCG 

 

Observando os valores da CIM 

(Concentração Inibitória Mínima) do citral 

para as cepas de C. oxysporum e C. 

sphaerospermum pode-se perceber que o 

composto testado apresenta uma CIM de 128 

µg/mL para três cepas avaliadas (C. 

oxysporum URM 6056 e URM 5412, C. 

sphaerospermum URM 5350) e de 256 

µg/mL para uma das cepas testadas (C. 

sphaerospermum URM 5455). Além disso, 

observa-se que os antifúngicos padrões, 

voriconazol e anfotericina B, foram também 

capazes de inibir o crescimento fúngico, 

exceto para a cepa C. oxysporum URM 6056, 

que foi resistente a maior concentração 

testada (1024 µg/mL) dos dois antifúngicos 

padrão (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Resultados da CIM do citral, voriconazol e 

anfotericina B contra C. oxysporum e C. 

sphaerospermum 

Cepas de 

Cladosporium 

Citral 

(μg/mL) 

Voriconazol 

(μg/mL) 

Anfotericina 

B (μg/mL) *C 

CIM CIM CIM 

C. oxysporum 

URM 6056 
128 >1024 >1024 + 

C. oxysporum 

URM 5412 
128 8 16 + 

C. 

sphaerospermum 

URM 5350 
128 16 64 + 

C. 

sphaerospermum 

URM 5455 
256 16 16 + 

Fonte: SANTOS, JMCG 

 

*C - Controle de crescimento do micro-organismo em 

RPMI-1640, DMSO (0,5%) e Tween 80 (2%), sem 

monoterpeno ou antifúngicos. 

 

DISCUSSÃO 

Os terpenos são constituintes que 

fazem parte da composição dos óleos 

essenciais, que por sua vez são empregados 

na indústria na produção de perfumes e 

cosméticos, além de apresentarem efeitos 

farmacológicos ( EDRIS, 2007). 

Diferentes testes têm sido utilizados 

para avaliar as propriedades farmacológicas 

das substâncias. Neste contexto, destacam-se 

os testes que utilizam os modelos in silico 

(expressão usada com o significado de 

“executado em computador”), que são 

rápidos, reprodutíveis e normalmente 

baseados em biorreguladores humanos, 

garantindo assim a segurança para a 

utilização do produto natural como um futuro 

fármaco (ANGELO, MAX, MARKUS et al., 

2006; SRINIVAS et al., 2014).
 
Neste estudo, 

a análise in silico do monoterpeno citral 

demonstrou várias promissoras atividades 

farmacológicas desta substância contra 

diferentes agentes infecciosos, em especial os 

fungos.  

Estes dados computacionais, por sua 

vez, foram confirmados com o estudo in vitro 

frente a diferentes cepas de C. oxysporum e 

C. sphaerospermum, contra as quais o 

monoterpeno testado apresentou valores de 

CIM de 128 e 256 µg/mL. 

De acordo com Aligianis et al. 

(2001)
 
e Sartoratto et al. (2004), produtos 

com CIM até 500 μg/mL são considerados 

com forte poder antimicrobiano; produtos 

com CIM entre 600 e 1500 μg/mL –

moderado poder antimicrobiano, e produtos 

com CIM acima de 1500 μg/mL - fraco 

poder antimicrobiano. Desta forma, pode-se 

afirmar que o citral apresenta um forte efeito 

antifúngico contra as cepas de C. oxysporum 

e C. sphaerospermum. 

Este potencial antifúngico in silico e 

in vitro do citral encontra-se de acordo com 

outros estudos que já demonstraram o 

potencial antimicrobiano deste composto 

contra outras espécies fúngicas, como por 

exemplo Penicillium digitatum (FISHER, 

PHILLIPS, 2008), Trichophyton 

mentagrophytes (PARK et al., 2009), 

Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus
 
 

(LUO et al., 2004; MESA-ARANGO et al., 

2009).  
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CONCLUSÕES 

 

Portanto, ao analisar os dados obtidos 

nesta pesquisa in silico e in vitro pode-se 

perceber que o monoterpeno citral apresenta 

uma promissora atividade antimicrobiana, em 

especial antifúngica contra espécies de C. 

oxysporum e C. sphaerospermum. 
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