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RESUMO 

Candida albicans é um patógeno oportunista que pode causar infecções no hospedeiro por 

meio de seus fatores de virulência. As poucas opções antifúngicas promovem buscas por 

alternativas terapêuticas, e os óleos essenciais se destacam por seus potenciais antifúngicos, 

como os do gênero Citrus. O estudo foi realizado na região norte do estado do Ceará, por 

meio de parcerias entre instituições, fortalecendo a inovação regional e o potencial da 

bioprospecção de produtos naturais na microbiologia com uso de plantas cultivadas na região, 

apresentando assim resultados importantes nas áreas biotecnologica e da saúde.  Este estudo 

analisou a composição química, a atividade antifúngica contra Candida albicans nas formas 

planctônica e de biofilme, a citotoxicidade em eritrócitos humanos e as propriedades 

farmacocinéticas dos óleos essenciais de Citrus limon e Citrus sinensis. Os óleos essenciais 

foram extraídos das folhas por hidrodestilação e sua composição foi analisada por GC-MS. A 

atividade antifúngica foi avaliada por meio de microdiluição em caldo e cinética de morte. Os 

efeitos combinados foram avaliados pelo Checkerboard, enquanto os testes antibiofilme 

foram avaliados por meio de ensaios em placas e microscopia. Os testes de atividade 

hemolítica foram realizados utilizando a porcentagem de hemólise. Os óleos essenciais 

apresentaram o limoneno (40,81-36,69%) como constituinte majoritário. A Concentração 

Inibitória Mínima foi de 0,312–1,25 mg/mL, com cinética de morte de até 10 h. Apresentou 

efeitos aditivo (C. limon/fluconazol) e sinérgico (C. sinensis/fluconazol). Exibiu efeitos 

antiadesão e antipolimorfismo, inibindo a formação de biofilme. Também exibiram baixa 

citotoxicidade, com CL50 de 14.000-13.000 μg/mL. As predisões farmacocinéticas ADMET e 

BOILED-Egg indicaram segurança para uso sistêmico. Ambos os óleos essenciais exibiram 

forte atividade anti-Candida com citotoxicidade mínima. Seus efeitos aditivos/sinérgicos com 

o fluconazol destacam seu potencial como terapia alternativa ou adjuvante contra infecções 

por C. albicans. 

 

Palavras-chave: virulência; atividade antifúngica; atividade hemolítica; farmacocinética. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Candida albicans is an opportunistic pathogen that can cause infections in its host through its 

virulence factors. The limited antifungal options have led to a search for therapeutic 

alternatives, and essential oils, such as those from the Citrus genus, stand out for their 

antifungal potential. The study was conducted in the northern region of the state of Ceará, 

through partnerships between institutions. It strengthens regional innovation and the potential 

of bioprospecting natural products in microbiology using plants cultivated in the region, thus 

presenting important results in the areas of biotechnology and health. This study analyzes the 

chemical composition, antifungal activity against Candida albicans in planktonic and biofilm 

forms, cytotoxicity in human erythrocytes, and pharmacokinetic properties of essential oils 

from Citrus limon and Citrus sinensis. The essential oils were extracted from the leaves by 

hydrodistillation, and their composition was verified by GC-MS. Antifungal activity was 

evaluated using broth microdilution and death kinetics. Combined effects were assessed using 

the Checkerboard method, while antibiofilm tests were evaluated using plate assays and 

microscopy. Hemolytic activity tests were performed using a percentage of hemolysis. The 

essential oils contain limonene (40.81-36.69%) as the major constituent. The Minimum 

Inhibitory Concentration was 0.312–1.25 mg/mL, with a killing kinetic of up to 10 h. It 

showed additive (C. limon/fluconazole) and synergistic (C. sinensis/fluconazole) effects. It 

exhibited anti-adhesion and anti-polymorphism effects, initiating biofilm formation. It also 

exhibited low cytotoxicity, with an LC50 of 14,000-13,000 μg/mL. ADMET and 

BOILED-Egg pharmacokinetic predictions indicated safety for systemic use. Both essential 

oils exhibited strong anti-Candida activity with minimal cytotoxicity. Their 

additive/synergistic effects with fluconazole highlight their potential as an alternative or 

adjuvant therapy against C. albicans infections. 

 

Keywords: virulence; antifungal activity; hemolytic activity; pharmacokinetics. 
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1 INTRODUÇÃO 

Candida albicans é uma levedura polimórfica que possui a capacidade de alternar sua 

morfologia de levedura para a forma filamentosa. A espécie coloniza a microbiota humana, 

desempenhando funções importantes para a manutenção do equilíbrio interno do hospedeiro, 

mas é oportunista, tornando-se patogênica quando há um desequilíbrio no binômio 

parasita-hospedeiro. Na literatura, são descritas 15 espécies do gênero Candida identificadas 

como patógenos humanos, sendo C. albicans a espécie mais prevalente dentre as cepas 

isoladas em pacientes com candidemias (Xiao et al., 2020; D'Enfert et al., 2021). 

As infecções causadas por C. albicans são oportunistas e ocorrem quando seus fatores 

de virulência são desencadeados. A virulência de C. albicans são eventos multifatoriais que 

podem se complementar, como a mudança de morfologia, formando hifas e pseudohifas, a 

produção de enzimas hidrolíticas, as proteínas de adesão, as adesinas que ajudam as células 

fúngicas a aderirem às células dos hospedeiros e aos dispositivos médicos. E a capacidade de 

invasão nas células do hospedeiro e, posteriormente, a formação do biofilme (D'Enfert et al., 

2021; Hong et al., 2024). 

Os biofilmes são comunidades microbianas organizadas formadas por uma única 

espécie ou por multiespécies, que estão aderidas a substratos bióticos ou abióticos, envoltas 

por uma matriz extracelular, que é composta por substâncias polissacarídicas produzidas pelas 

próprias células, que as protegem de estresses externos, e depois de maduros, os biofilmes 

liberam células planctônicas para que possam iniciar novos sítios de infecções, dificultando 

assim a ação dos fármacos e podendo proporcionar resistência aos antimicrobianos (Ugwu et 

al., 2025). O biofilme de C. albicans apresenta células com morfologia de hifas e/ou 

pseudohifas, formando uma estrutura tridimensional, a mudança de morfologia das células na 

fase de biofilme aumenta a proteção do biofilme tornando a infecção mais persistente 

(Abdulghani et al., 2022; Ashrit et al., 2022). 

O tratamento antifúngico é difícil e demorado devido a limitação terapêutica, onde 

existem apenas quatro classes de antifúngicos, os compostos azólicos, polienos, 

equinocandinas e análogos da pirimidina, e os relatos de resistência antifúngica, 

principalmente aos de primeira linha de tratamento, como os compostos azólicos, estão mais 

frequentes, o que diminui as opções terapêuticas. A outra problemática é a toxicidade dos 

antifúngicos ao corpo humano, devido a similaridade celular das células humanas e fúngicas 

(Chen et al., 2023; Susan et al., 2025). 
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O aumento da resistência antimicrobiana alertou para a busca por alternativas ou 

complementos terapêuticos para tratar as infecções, e essas alternativas estão sendo achadas 

nos produtos naturais que são ricos em atividades biológicas. Dentre os produtos naturais 

advindos de plantas medicinais estão os óleos essenciais. Os óleos essenciais são substâncias 

complexas formadas por combinações de compostos voláteis por meio do metabolismo 

secundário das plantas. A composição química e a quantidade de princípios ativos 

encontrados são influenciados por diversos fatores bióticos e abióticos, como o genótipo da 

espécie, as características do solo e as condições climáticas, assim como as diferentes partes 

anatômicas das plantas, podem influenciar a concentração dos compostos presentes nos óleos 

essenciais (Laftouhi et al., 2023; Abdelmohsen; Elmaidomy, 2025). 

As espécies Citrus limon (L.) Burm. f. e Citrus sinensis (L.) Osbeck, popularmente 

conhecido como limão siciliano e a laranja doce, respectivamente, pertencem ao gênero 

Citrus que é conhecido por usos na medicina tradicional de várias culturas, sendo fontes ricas 

em vitamina C e por serem espécies com forte aroma, o que é um indicativo de constituintes 

químicos de óleos essenciais (Zibaee et al., 2020; Zahr et al., 2023). Os óleos essenciais de 

Citrus apresentam múltiplas atividades biológicas documentadas na literatura, incluindo 

efeitos antibacterianos, antivirais, fungicidas e antioxidantes, devido serem ricos em 

flavonoides, compostos voláteis, cumarinas e pectinas. O principal constituinte encontrado 

nos óleos essenciais desse gênero é o monoterpeno limoneno (Agarwal et al., 2022; El 

Hachlafi et al., 2024; Deka et al., 2025). 

Considerando os problemas de resistência antifúngica e toxicidade que reduzem o 

sucesso no tratamento de infecções fúngicas sistêmicas, pesquisa com óleos essenciais para 

avaliar suas atividades antifúngicas direcionadas a fatores de virulência são importantes e 

interessante para a busca de terapias antifúngicas alternativas.  
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

O direcionamento de pesquisas sobre os fatores de virulência de C. albicans se 

justificam pela atuação dos mesmos na patogenicidade oportunista da espécie. A inibição ou 

bloqueio da virulência impede C. albicans de disseminar infecções oportunistas sistêmicas no 

hospedeiro, a mantendo na forma comensal mesmo se houver desequilíbrio imunológico no 

organismo do hospedeiro. Se a infecção for tratada no início haverá a redução do tempo de 

tratamento e eventuais internações resultando em melhores condições para o paciente.  

Embora existam estudos com óleos essenciais das folhas de C. limon e C. sinensis 

contra C. albicans, há necessidade de mais pesquisas para avaliar mais do seu espectro de 

ação contra essa espécie. E assim, ser comprovado como um produto natural seguro para 

complementar no tratamento de infecções fúngicas causadas por C. albicans. Além disso, os 

óleos essenciais deste estudo são de espécies cultivadas no nordeste do Brasil, sendo o Brasil 

um dos maiores produtores mundiais de Citrus, e que a composição química dos óleos 

essenciais varia de acordo com a localização geográfica, o que pode aumentar ou diminuir sua 

atividade. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Candida spp. 

O gênero Candida é considerado um dos grupos mais diversos dos fungos, onde 

originalmente as espécies iam sendo isoladas e identificadas por serem leveduras formadoras 

colônias brancas e aparentadas morfologicamente, com isso o gênero tem passado por 

recorrentes reclassificações para atender aos critérios taxonômicos e devido a essas mudanças, 

muitas espécies além de serem realocadas em novos clados, também foram renomeadas e 

subdivididas (Kidd; Abdolrasouli; Hagen, 2023). As principais espécies de interesse clínico 

são, majoritária a Candida albicans sendo a mais isolada, Candida tropicalis, Candida 

parapsilosis, Nakaseomyces glabrata, Pichia kudriavzevii e a espécie multirresistente, 

Candidozyma auris (Pappas et al., 2018; Bing et al., 2024; Ferngren et al., 2024; Mallick et 

al., 2025). Um gênero de patógenos oportunistas, com uma variabilidade de fatores de 

virulência como, a produção de enzimas hidrolíticas, adesinas, dimorfismo e polimorfismo, e 

a formação de biofilme, são uma das principais causas de infecções fúngicas oportunistas 

associadas aos cuidados de saúde (Mroczyńska; Brillowska-Dąbrowska, 2021; Makled et al., 

2024). 

Em 2022 a Organização Mundial de Saúde (OMS), publicou uma lista com as 19 

principais espécies fúngicas de grande ameaça à saúde pública, sendo destacado a 

problemática da recorrência de infecções, a carência de diagnósticos rápidos e aumento nos 

casos de resistência antifúngica, uma vez que o arsenal antifúngico já é reduzido. Dos 

patógenos fúngicos incluídos, há espécies de Candida nos três grupos. No grupo de risco 

crítico há a C. auris e C. albicans. No grupo de alto risco a  N. glabrata, C. tropicalis e C. 

parapsilosis. E no grupo de médio risco, a P. kudriavzeveii (World Health Organization, 

2022). 

Candida albicans a levedura do gênero Candida mais estudada devido às suas 

múltiplas características como fungo comensal e patógeno oportunista pertence ao clado 

Lodderomyces (Kidd; Abdolrasouli; Hagen, 2023), é uma espécie polimórfica, apresentando 

morfologias diversificadas, capaz de formar pseudohifas e hifas verdadeiras, a espécie tem a 

habilidade de sair da forma leveduriforme para a filamentosa, e voltar novamente a  

blastoconídio (Min; Park, 2025). Sendo relatada na literatura como a causa mais comum de 

candidemia sistêmica com risco de vida, a C. albicans surgiu nas últimas décadas como grave 

problema de saúde pública, com infecções profundas em pacientes hospitalizados, 
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apresentando altas taxas de morbidade e mortalidade (Pappas et al., 2018; Sun et al., 2023; 

Parambath et al., 2024). 

Candida tropicalis é uma das espécies mais intimamente relacionadas a C. albicans, 

onde fazem parte do mesmo clado, Lodderomyces (Kidd; Abdolrasouli; Hagen, 2023). 

Descrita na literatura como forte produtora de biofilme, com fatores de virulência, como alta 

produção de adesinas, que promovem melhor adesão a células epiteliais e endoteliais bucais. 

Apresenta polimorfismo, formando pseudohifas e com alguns relatos de formação de hifas 

verdadeiras, apresenta um fenômeno chamado troca fenotípica, o White‐Opaque switching, 

que são mudanças morfológicas e de coloração nas colônias, promovendo o aumento da 

virulência. Essas características a classificam como uma das espécies mais patogênicas 

oportunista relacionadas a infecções fúngicas no trato urinário de pacientes 

imunocomprometidos, como diabéticos, podendo evoluir para infecções sistêmicas (Song et 

al., 2021; Souza et al., 2022; Shiyadeh et al., 2024; Carpenter, 2025; Souza et al., 2025). 

Candida parapsilosis ou complexo de Candida parapsilosis, como também é 

conhecida, pertence ao clado Lodderomyces, sofreu mudanças recentes, sendo subdividida em 

três espécies: C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (Takashima; Sugita,  2022). É 

uma espécie que apresenta dimorfismo, sendo formadora de pseudohifas, produz proteinase, 

lipases e fosfolipases, assim como a formação do biofilme, a sua virulência em comparação a 

C. albicans, é bem baixa, mas é uma das mais prevalentes em ambiente hospitalar (Arastehfar 

et al., 2020; Branco; Miranda; Rodrigues, 2023). C. parapsilosis possui uma alta afinidade em 

colonizar células de recém-nascidos prematuros de baixo peso, sendo um dos principais 

agentes causadores de infecções invasivas e de mortalidade neonatal (Cook et al., 2023; 

Ferreras-Antolin, Chowdhary; Warris, 2025). 

Nakaseomyces glabrata, a C. glabrata, pertence ao clado Nakaseomyces, que 

apresenta resistência intrínseca aos compostos azólicos (Stavrou, 2019). N. glabrata não 

apresenta dimorfismo, sendo a forma leveduriforme (blastoconídio), sua forma patogênica, 

mas apresenta muitos fatores de virulência característicos do gênero Candida, como a 

produção de proteases, fosfolipases e hemolisinas, mas há uma hipervirulência devido ao 

aumento de fatores de adesão e modificações em enzimas de invasão, e seus biofilmes, 

consistem em uma monocamada compacta ou multicamada que não forma filamentos 

(Hernando-Ortiz et al., 2020; Frías-de-León et al., 2021; Hassan et al., 2021; Wang et al., 

2024). Apesar de não formar estruturas filamentosas, a N. glabrata é um patógeno oportunista 

capaz de causar infecções sistêmicas graves, com alta taxa de mortalidade e complicações na 
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terapia antifúngica devido a resistência intrínseca aos antifúngicos de primeira linha de 

tratamento (Duggan; Usher, 2023; Beardsley et al., 2024; Katsipoulaki et al., 2024). 

Pichia kudriavzevii, ou como é conhecida na clínica C. krusei, do clado Pichia, 

apresenta resistência intrínseca aos compostos azólicos (Stavrou, 2019), é uma das espécies 

de Candida dimórficas, sendo formadora de pseudohifas, com produção de enzimas proteases, 

fosfolipases e adesinas, e boa formadora de biofilme (Khalifa et al., 2022; Kountchou et al., 

2023). Relatada como uma espécie com as menores taxas de sobrevivência, com taxas de 

mortalidade de 67% em adultos com comorbidades graves ou imunossuprimidos (Ricardo et 

al., 2020; Khalifa et al., 2022; Nguyen et al., 2024). As candidemias causadas por P. 

kudriavzevii são fortemente relatadas em pacientes HIV positivo, o que eleva a preocupação 

com a gravidade das infecções e as dificuldades de terapia antifúngica devido à resistência 

antifúngica da espécie (Gómez-Gaviria; Ramírez-Sotelo; Mora-Montes, 2022; Kountchou et 

al., 2023; Jain et al., 2025). 

Candidozyma auris, a Candida auris, que pertence ao clado Metschnikovia, foi 

relatada pela primeira vez em 2009, quando foi isolada do canal auditivo de uma paciente em 

um hospital no Japão, apresentando multirresistência antifúngica intrínseca, sendo essa 

espécie pertencente ao clado Metschnikovia (Satoh et al., 2009; Liu et al., 2024; Abe et al., 

2025). No Brasil foi relatada pela primeira vez em 2020 em um hospital no estado da Bahia, o 

paciente estava internado na Unidade de Terapia Intensiva (UTI), acometido com síndrome 

respiratória grave, resultante da COVID-19 (Almeida Jr et al., 2021). Apresentando 

características bem distintas das outras espécies de Candida, como a termotolerância, 

crescendo em temperaturas entre 37-42 °C. Sendo nas últimas décadas um importante 

patógeno associado a surtos nosocomiais no mundo, é capaz de colonizar a pele, aumentando 

a transmissão e causando surtos de candidemia invasiva. As infecções invasivas causadas por 

C. auris em UTIs podem chegar a índices de mortalidade de até 80% (Grassie; Karabiçak; 

Altintop, 2025; Rathod et al., 2025). C. auris apresenta mecanismos de virulência bem 

parecidos com a C. albicans, sendo capaz de formar pseudohifas, sendo uma espécie 

dimórfica (Chow et al., 2020; Fan et al., 2021; Garcia-Bustos et al., 2021; Kim; Cha; Bahn, 

2024; Bing et al., 2024). 

 

3.2. Candida albicans 

O polimorfismo de C. albicans é a característica que a distingue de outras Candida 

spp., com exceção da C. dublibleneses que também é polimórfica e com capacidade de formar 

 



20 

tubo germinativo, mas que não é prevalente em infecções invasivas ou sistêmicas. A alta 

virulência de C. albicans está relacionada ao seu polimorfismo, sendo esse um fator chave 

para causar infecções, marcando a mudança da forma comensal (leveduriforme) para a 

patogênica (filamentosa) (Lash et al., 2023; Böttcher et al., 2024; Wakade; Wellington; 

Krysan, 2024). 

 

 
 

Figura 1. Imagem adaptada de Sudbery (2004), morfologias de C. albicans, a. blastoconídios, b. hifas com tubos 

germinativos e c. pseudohifas. 

 

A espécie ainda apresenta variabilidade fenotípica, o switching, que é a capacidade de 

mudar a aparência das colônias entre lisas, ásperas a enrugadas, e de aumentar a 

circunferência, e ainda as suas colorações, o White‐Opaque switching, mudando de brancas 

ovaladas para a cor opaca com morfologia alongada e com projeções laterais semelhantes a 

espinhos. Essas mudanças são reversíveis, normalmente são associadas ao comensalismo, 

adaptações para sobrevivência e reprodução (Park et al., 2020; Cui et al., 2024; Soll, 2024). 

As transições morfológicas e a reversão entre os estados de branco e opaco das células, são 

hereditárias e cada tipo de célula levará diferentes propriedades de acasalamento, nutrição, 

morfologia celular, entre outros. As mudanças morfológicas e fenotípicas ocorrem em 

respostas a estímulos externos como pH, temperatura, carência de nutrientes etc (Brenes et al., 

2020). 

 

 
 

Figura 2. Imagem adaptada de Park (2004), da mudança de branco-opaco (White‐Opaque switching) de C. 

albicans. 
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C. albicans coloniza a mucosa oral, vaginal e gastrointestinal de indivíduos saudáveis 

​​como um comensal inofensivo, mas por ser oportunista, se aproveita dos desequilíbrios na 

imunidade dos hospedeiros para iniciar focos infecciosos (Rodriguez et al., 2020). A 

colonização infecciosa acontece devido aos muitos fatores de virulência que a espécie possui, 

que são fatores independentes, mas que atuam em paralelo. As adesinas são enzimas que têm 

como função promover a adesão nas células e/ou a outros substratos. As adesinas de C. 

albicans são expressas pelas proteínas Als (da família de sequências semelhantes à aglutinina) 

e Hwp1 (proteína da parede hifal 1) que é relacionada exclusivamente à formação de hifas 

verdadeiras. Onde a adesão é o primeiro ponto de ação para instalar a infecção (He et al., 

2021; Martorano-Fernandes et al., 2023; Soriano-Abarca et al., 2024). 

A mudança de morfologia atua na invasão as células hospedeiras, onde as pseudohifas 

e hifas verdadeiras penetram as células do hospedeiro, e ao penetrar, o biofilme começa a ser 

maturado, e a forma filamentosa também atua na estruturação do biofilme (Lapaquette et al., 

2022; Garbe et al., 2023; Baxter et al., 2024). C. albicans quando em contato com soro 

sanguíneo forma estruturas chamadas tubos germinativos, que surgem nas extremidades de 

hifas verdadeiras jovens, essas estruturas aumentam a capacidade de invadir as células do 

hospedeiro por isso a C. albicans é uma das espécies mais virulentas do gênero Candida 

(Jung et al., 2020; Gutzmann et al., 2024). A produção de enzimas hidrolíticas, as proteinases 

(Saps), fosfolipases, lipases (LIPs) e hemolisinas, que possuem muitas funções. As proteases 

degradam as proteínas das células hospedeiras, facilitam a invasão e ajudam na adesão. As 

fosfolipases hidrolisam os fosfolipídios da membrana celular hospedeira facilitando a invasão 

e atuam na evasão imunológica. As lipases hidrolisam os triglicerídeos das células 

hospedeiras e auxiliam na sobrevivência da célula fúngica em ambientes com poucos 

nutrientes. E as hemolisinas, degradam as hemácias, assim liberam o ferro da hemoglobina 

para utilizar como nutrientes para a célula fúngica. Elas atuam em paralelo desde os primeiros 

estágios da infecção, auxiliando na adesão e no processo de invasão para que o biofilme seja 

formado (Mccall, 2019; Fathi; Mahmoudabadi; Fatahinia, 2022; Mashaly; Zeid, 2022).  

O biofilme além de ser um fator de virulência, é uma das razões para os longos 

tratamentos antifúngicos. Eles dificultam a ação dos antifúngicos por serem células que estão 

protegidas do estresse externo, uma vez que são envolvidos por uma matrizextracelular 

secretada pelas próprias células e que possuem suas próprias características de desviar do 

sistema de defesa do hospedeiro e da ação dos fármacos durante o tratamento antifúngico. 

Como consequência, pode levar a resistência antifúngica, sendo assim também um 

mecanismo de resistência antifúngico (Mccall, 2019; Mashaly; Zeid, 2022). 
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 As infecções sistêmicas com risco de vida por C. albicans surgem quando o fungo 

migra para outras áreas anatômicas do hospedeiro, onde não são naturais a sua colonização, 

como quando entram na corrente sanguínea. E uma vez no sangue, C. albicans pode se 

disseminar para quase todos os órgãos, como rins, fígado e baço, causando infecções 

genitourinárias, gastrointestinais e nasofaríngeas (Pappas et al., 2018; Fidel; Yano; Esher, 

2020; Lopes; Lionakis, 2022; Lass-Flörl et al., 2024). Os índices de mortalidade associados a 

infecções invasivas causadas por C. albicans em ambiente hospitalar varia de 20-50%, sendo 

maior em pacientes críticos e imunossuprimidos. Com morbidade causada por complicações 

clínicas relatadas na faixa de até 10% de endocardite em adultos e crianças com mais de 10 

anos. E em neonatos com índices de até 50% (Parambath et al., 2024). A taxa de mortalidade 

de infecções invasivas causadas por Candida spp. em pacientes em UTI durante a pandemia 

de COVID-19 foi de 80,2%, com a C. albicans sendo a mais isolada dos pacientes, sendo 

49,1% dos casos. A maioria dos casos de mortalidade foi em pacientes idosos que já 

apresentavam comorbidades (Karadağ et al., 2025). 

 

3.3. Biofilme 

O biofilme de modo geral é uma forma de crescimento microbiano, onde as células de 

microrganismos são envolvidas por uma matriz extracelular polissacarídica secretadas pelas 

próprias células. As células de biofilme ficam protegidas das ações externas, sejam elas físicas 

ou biológicas, além de serem estruturas especializadas que possuem métodos de comunicação 

entre as células. O biofilme é fator de grande importância para a patogenicidade de 

microrganismos, podendo ser formado com células de uma mesma espécie como também, de 

outras espécies. Os biofilmes podem se formar em estruturas sólidas e interfaces líquidas no 

ambiente, nas células de mamíferos e em dispositivos hospitalares, dentaduras e próteses 

(Muhammad et al., 2020; Mishra et al., 2022; Sionov; Steinberg, 2022; Balducci et al., 2023). 

Para a formação dos biofilmes, muitos processos e eventos moleculares são acionados 

para cada uma de suas etapas, mas de forma sucinta, a formação do biofilme de C. albicans se 

inicia com adesão a algum substrato, biótico ou abiótico. Para que adesão ocorra, enzimas 

chamadas adesinas (Als da família de sequências semelhantes à aglutinina e Hwp1, a proteína 

da parede hifal 1), são produzidas para que as células leveduriformes possam se ligar ao 

substrato alvo formando assim uma camada basal. Em seguida, as células começam a mudar 

de morfologia, como pseudohifas e hifas, sendo a forma filamentosa o que irá proporcionar a 

invasão as células do hospedeiro assim como, dar a sustentação e forma ao biofilme, sendo 
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esse, o segundo estágio da formação. As células usam biosinalizadores para se comunicarem, 

essa comunicação é chamada de quorum sensing. Os biossinalizadores são o tirosol e o 

farnesol, onde o tirosol estimula a formação de hifas e maturação do biofilme. Já o farnesol 

atua na inibição hifal e maturação do biofilme, sendo ele o sinal para dispersar as células 

planctônicas do biofilme para reiniciar o processo em outros locais. As células então 

começam a terceira parte do processo, a maturação das células, nesse momento começam a 

secretar polímeros extracelulares ao redor, ricos em carboidratos e proteínas, expandindo a 

área de proteção celular, formando uma estrutura tridimensional robusta. Em contrapartida, as 

células dentro do biofilme apresentam crescimento menor. E para finalizar, as células irão 

começar a dispersão de novas células planctônicas, morfologia de blastoconídios, para que 

possam migram para iniciar novos pontos de infecção. As células que são liberadas 

apresentam mais virulência que as células que iniciaram o processo (Mccall, 2019; Sachivkina 

et al., 2020; Honorato et al., 2022; Mourer et al., 2023; Irianto et al., 2025). 

 

 
 

Figura 3. Imagem adaptada de Mitchell (2016), de microscopia eletrônica de varredura de um biofilme de C. 

albicans cultivado em um cateter venoso central de rato. 

 

A candidemia sistêmica causada por C. albicans é uma das principais razões para a 

morte em infecções fúngicas nosocomiais e oportunistas em pacientes no mundo, e isso se 

deve a capacidade de formar biofilme, que diminui a suscetibilidade das células fúngicas aos 

antifúngicos (Kaur; Nobile, 2023; Kovács et al., 2024; Parambath et al., 2024). Os biofilmes 

de Candida spp., especialmente com atividade metabólica intermediária/alta, estão 

relacionados à maior mortalidade na candidemia, com taxas de mortalidade significativamente 

em torno de 61% (Vitális et al., 2020). Durante um processo infeccioso as células de defesa 

do sistema imunológico reconhecem os componentes da parede celular fúngica e migram até 

o local da infecção, mas quando chegam ao local e encontram o biofilme, não conseguem 
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penetrar a membrana extracelular (Eix; Nett, 2020; Ponde et al., 2021; Smolarz et al., 2021). 

Há relatos na literatura da capacidade das células de biofilme de C. albicans incorporarem 

células e proteínas dos hospedeiros em biofilmes clínicos, incluindo células de defesa (Eix; 

Nett, 2020; Smolarz et al., 2021). 

O biofilme apresenta três mecanismos principais próprios de resistência antifúngica, a 

presença da matriz extracelular, que impede os antifúngicos de se ligarem aos seus sítios de 

ação nas células fúngicas. A regulação positiva das bombas de efluxo já nas primeiras horas 

de adesão mesmo na ausência de antifúngicos. E células persistentes, que muitas vezes foram 

expostas por longos períodos aos fármacos e se adaptaram a eles (Kaur; Nobile, 2023; 

Massey; Zarnowski; Andes, 2023; Roy; Gow, 2023). 

 

3.4. Citotoxicidade e resistência antifúngica 

A C. albicans é sensível intrinsecamente às quatro classes de antifúngicos, contudo, 

devido a questões multifatoriais, relatos de resistência antifúngica estão mais frequentes e um 

dos fatores que contribuem para esse evento é o biofilme (Mashaly; Zeid, 2022; Kaur; Nobile, 

2023; Parambath et al., 2024). Para o tratamento das infecções fúngicas invasivas ou 

sistêmicas causadas por Candida spp., as candidemias, há escolhas de primeira linha para o 

tratamento baseadas no grau da infecção, ação dos antifúngicos e na citotoxicidade 

apresentada nas células humanas. As classes mais usadas para tratamento são, os triazois 

(Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol, Posaconazol, Isavuconazol), equinocandinas 

(Caspofungina, Anidulafungina e Micafungina) e polienos (Anfotericina B) (Johnson, 2021; 

Noppè et al., 2024; Cornely et al., 2025). 

Os antifúngicos possuem alvos distintos de ação nas células fúngicas, onde os 

compostos azólicos, por exemplo, atuam na biossíntese do ergosterol, especificamente na 

enzima lanosterol 14-α-desmetilase, que atua na conversão de lanosterol para ergosterol. Uma 

vez que impedem a conversão, a membrana plásmatica fica fraca já que não houve o 

coplamento do ergosterol (Villasmil et al., 2020; Wall; Lopez-Ribot, 2020). Os polienos 

possuem ação se ligando ao ergosterol, um dos principais esteróis presente na membrana 

plasmática, quando ocorre a ligação, são criados poros na membrana que irão causar o 

extravasamento do conteúdo intracelular das células fúngicas e conseguemente a morte (Wall; 

Lopez-Ribot, 2020; Ngece et al., 2024). As equinocandinas são na β-1,3-glucana sintase, que 

sintetiza os glucanos que compõem a parede celular, após a ligação nas glucanas, as 

equinocandinas inibem a produção de glucanas, tornando a parede celular fraca e ocasionando 
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na lise celular (Wall; Lopez-Ribot, 2020; Szymański et al., 2023). E os análogos da 

pirimidina, nas enzimas que atuam na síntese dos ácidos nucléicos, ao se ligarem nas enzimas 

da via da pirimidina, a sintetização dos ácidos nucleicos é comprometida levando a morte das 

células fúngicas (Wall; Lopez-Ribot, 2020; Sigera; Denning, 2023).  

Quanto à citotoxicidade, os compostos azólicos de modo geral são hepatotóxicos, mas 

as formulações mais recentes, os triazois, apresentam citotoxicidade mais baixas. Por atuar na 

CYP51 do citrocromo P450 dos fungos, os azólicos em afinidade com as CYPs do citocromo 

P450 do organismo humano, levando o acúmulo intracelular dos fármacos e gerando 

toxicidade metabólica (Teixeira et al., 2022; Zhou et al., 2022). A Anfotericina B é o 

antifúngico mais citotóxico apresentando nefrotoxicidade, causando lesão renal aguda e 

acidose tubular com perda de eletrólitos na maioria dos pacientes. Devido a sua ação ser por 

ligações no ergosterol das células fúngicas, a Anfotericina B acaba se ligando ao colesterol 

das células humanas no geral, mas principalmente aos das células do túbulo renal, levando a 

perda de integridade da membrana da mesma forma que nas células fúngicas, criando poros. 

As formulações lipossomais são mais seguras para uso na terapia, reduzindo muito os índices 

de nefrotoxicidade (Caputo et al., 2020; Akinosoglou et al., 2024). As equinocandinas são a 

classe que apresentam menores taxas de citotoxicidade, sendo considerado eventos adversos 

raros, uma vez que atuam na parede celular fúngica e são ausentes nas células humanas.  Há 

relatos de eventos adversos cardíacos, como arritmias e insuficiência cardíaca, em alguns 

pacientes tratados com Caspofungina e com exceção da Anidulafungina, os demais são 

metabolizados pelo fígado e podem causar grau leve hepatotoxicidade (Mroczyńska et al., 

2020; Badkoubeh et al., 2022). Da classe dos análogos da pirimidina, para que a 5-Flucitosina 

fique ativa precisa ser metabolizada e com isso sua citotoxicidade depende da metabolização e 

da concentração usada no paciente, e quando ocorre, resulta em supressão da medula óssea e 

hepatite (Delma et al., 2021; Sigera; Denning, 2023). Todos os fármacos antifúngicos podem 

causar alguma citotoxicidade hepática, variando de efeitos leves e assintomáticas na função 

hepática a lesões hepáticas substanciais, e insuficiência hepática fulminante a depender da 

dose e condições de saúde e clínicas dos pacientes (Zhou et al., 2022). 

Em relação a resistência antifúngica, os principais mecanismos de resistência 

antifúngica apresentados por C. albicans também ocorrem em outras espécies de Candida. 

Em compostos azólicos são por modificações no gene ERG11, que mudam a conformação da 

enzima causando uma ligação fraca do azol ou, o aumento da expressão da enzima e o 

fármaco não consegue inibir, e a superexpressão de bomba de efluxo após exposição aos 

medicamentos. As bombas de efluxo podem ser codificadas com multi atuações de genes, mas 
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os genes que são mais associados as ativações são os CDR1 e MDR1, que ativam as 

transportadores da família ABC (ATP-binding cassette) e da superfamília MFS (major 

facilitator superfamily), respectivamente (Lee; Robbins; Cowen, 2023; Ceballos-Garzon et 

al., 2023).  A resistência aos polienos é rara, mas quando ocorre são por mutações nos genes 

ERG, sendo mais frequente no ERG11 e ERG3, ocasionando em substituições do ergosterol 

por outros esteróis na membrana plasmática, impossibilitando a ligação do fármaco a seu alvo 

ou levando a ligação sem ação (Carolus et al., 2020; Lee; Robbins; Cowen, 2023). Para as 

equinocandinas, são no gene FKS1, mais precisamente nos “hotspots” HS1 e HS2 desse gene, 

mudando a conformação da glucana sintase na parede celular impedindo a ação dessa classe 

de antifúngicos (Coste et al., 2020; Lee; Robbins; Cowen, 2023). E aos análogos da 

pirimidina, são nos genes FCY2, FCY1 e FUR1, impedindo a entrada da 5-flucitosina (5-FC) 

de entrar na célula fúngica, não converte a 5-FC em 5-FU e impede que o 5-FU de ser 

metabolizado pela célula fúngica, respectivamente, evitando assim a inibição da síntese de 

DNA e RNA (Lee; Robbins; Cowen, 2023; Sigera; Denning, 2023). Esses mecanismos de 

resistência adquiridos pelas células planctônicas podem ser compartilhados para as células de 

biofilme (Kaur; Nobile, 2023). 

Quanto a terapia antibiofilme, já foi embasado a dificuldade de terapia devido os 

mecanismos de proteção que culminam em resistência antifúngicos dos biofilmes. Mas diante 

das opções antifúngicas, os compostos azólicos não são ideais uma vez que a ativação de 

bombas de efluxo já se inicia nas horas iniciais do processo de formação do biofilme (Kaur; 

Nobile, 2023). Os polienos podem ser usados para tratar biofilmes, mas são necessárias 

concentrações mais altas de Anfotericina B. E há os polienos lipossomais que são 

encapsulados que apresentam melhores resultados contra biofilmes de C. albicans que os 

polienos convencionais (AjetunmobI et al., 2023; Akinosoglou et al., 2024). A classe mais 

indicada são equinocándinas, onde os antifúngicos dessa classe conseguem penetrar a matriz 

extracelular de forma parcial e iniciar sua ação contra as células fúngicas que alcançaram. Por 

ter ação nas β-glucanas da parede celular, as equinocandinas podem reduzir as β-glucanas 

presente na matriz excelular do biofilme comprometendo a integridade do biofilme e levando 

a evação pelas células de defesa do corpo (Nett; Andes, 2020; Karkowska-Kuleta et al., 2023; 

Roy; Gow, 2023). 
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3.5. Produtos naturais  

As poucas opções terapêuticas, o aumento da resistência antifúngica, e a problemática 

da citotoxicidade dos antifúngicos, promovem pesquisas com produtos naturais que 

apresentem atividade antifúngica e sejam seguros para ajudar no tratamento de infecções 

fúngicas. Os produtos naturais são bioativos obtidos na natureza de muitas fontes, mas em 

maioria são advindos de plantas medicinais. As plantas medicinais são usadas na medicina 

popular há milhares de anos para tratar enfermidades, apresentando amplo espectro de 

atividade biológica (Kyaw et al., 2021; Souza et al., 2021; Evbuomwan; Adeyemi; Oluba, 

2023). O conhecido tradicional e uso de plantas medicinais seguem até os dias atuais nas 

comunidades quilombolas, com uma variedade de plantas cultivadas e usadas para tratar 

gripe, inflamações no geral e para rituais, sendo assim a continuação da cultura e do 

conhecimento dos povos originários (Valeriano et al., 2020). 

O uso de plantas medicinais como terapia ao longo da história contribuiu para que o 

conhecimento popular fosse reconhecido cientificamente, onde nos dias atuais já são 

implementadas alternativas terapêuticas e remédios formulados à base de plantas medicinais 

(Sagy et al., 2019; Shan et al., 2020; Talib et al., 2020; Csikós et al., 2021). No Sistema 

Único de Saúde (SUS), são disponibilizadas plantas medicinais e fitoterápicos aprovados pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) que constam na Relação Nacional de 

Medicamentos Essenciais (RENAME), para a população de modo geral, com o objetivo de 

preservar o conhecimento medicinal tradicional, garantindo sua segurança (Ministério da 

Saúde, 2025). 

Pelos meses de 2026 o Brasil terá o primeiro fitoterápico industrializado oriundo da 

planta Phyllanthus niruri, popularmente conhecida como quebra-pedra, conhecida por seus 

usos tradicionais para tratar problemas nos rins. Essa conquista advém da parceria do 

Programa das Nações Unidas para o Desenvolvimento (PNUD), a Fiocruz (Fundação 

Oswaldo Cruz) que possui um instituto de desenvolvimento de fármacos, o Instituto de 

Tecnologia em Fármacos (Farmanguinhos/Fiocruz) e com órgãos do governo federal, para que 

o fitoterapico seja disponibilizado no SUS (Fiocruz, 2025). 

Os compostos bioativos das plantas medicinais são produzidos pela via do 

metabolismo secundário, onde os constituintes químicos não são essenciais para o 

desenvolvimento das plantas, mas atuam como mecanismo de proteção contra a herbivoria. A 

composição química sofre variação entre as espécies, anatomia vegetal e estágio de 

desenvolvimento das plantas, assim como depende das condições ambientais. Mas na 
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literatura, é descrito que, principalmente, são fenólicos, terpenos, taninos e flavonoides (Li et 

al., 2020; Chiocchio et al., 2021; Wang et al., 2023). 

Os bioativos de plantas medicinais são adquiridos de formas diversas e resultam em 

produtos distintos que podem ser usados para muitas finalidades. Podem ser por cozimento 

para preparação de chás, maceração, extração e purificação, dependendo se a técnica é 

artesanal ou com uso de equipamentos apropriados e com técnicas industriais (Abubakar; 

Haque, 2020). Podem ser produtos isolados para uso clínico e em procedimentos médicos, 

como a morfina (Najmi et al., 2022), e ainda em fase experimental, mas com resultados 

promissores em tratamento de doênças degenerativas, como os canabinoides (Hakami; 

Alshehri, 2025). Extratos formulados para fins fitoterápicos e suplementos alimentares, 

extratos antioxidantes dermocosméticos, e óleos essenciais com diversos usos na indústria 

farmacêutica, alimentar e cosmética (Kyriakoudi et al., 2021; Masyita et al., 2022; 

Abedelmaksoud et al., 2025). Dentro do potencial biológico dos bioativos de plantas 

medicinais está o antimicrobiano (AlSheikh et al., 2020). 

 

3.6. Óleos essenciais 

Os óleos essenciais são produtos secundários produzidos em geral por plantas 

aromáticas, onde são constituídos de compostos químicos voláteis e fotossensíveis distintos 

(Sousa et al., 2023). A literatura cita que em maioria são benzenoides, fenilpropanoides, 

monoterpenoides e sesquiterpenoides que apresentam atividades biológicas variadas, dentre 

elas, propriedades medicinais (Sadgrove; Padilla-González; Phumthum, 2022; Sousa et al., 

2023). 

É citado que o uso popular de óleos essenciais é desde o Egito e Mesopotâmia antigos, 

com usos medicinais, desinfecções e em rituais religiosos. Na culinária como aromatizantes 

de comidas e vinhos e usos cosméticos, para fazer perfumes, óleos corporais e na prática de 

mumificação (Ivanova et al., 2025). Em outras regiões e etnias também eram usados para fins 

cosméticos e alimentares, de forma medicinal, na Grécia em Roma com uso de tônicos e 

analgésicos (Cimino et al., 2021). Na Ásia em práticas espirituais e equilíbrio energético para 

tratar enfermidades (Vora et al., 2024). E na idade média no uso contra pragas e epidemias 

(Udourioh et al., 2025). 

A quantidade de constituintes na composição dos óleos essenciais é influenciada por 

condições do local onde a planta se encontra, genótipo da espécie, estágio de 

desenvolvimento, parte anatômica, período do dia, período do ano e afins. Somado a esses 
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fatores, a composição também irá depender do método utilizado para a extração do OE, 

dependendo do método escolhido a constituição química poderá ser alterada (Abifarin; 

Otunola; Afolayan, 2020; Haro-González et al., 2021; Salleh et al., 2022). 

O conhecimento e uso popular dos OEs tornaram possível seus usos como agentes 

terapêuticos alternativos para muitas doenças, sendo descritos com ação ansiolítica e 

antidepressiva, são usados para aliviar estresse, distúrbios do sono, ansiedade e depressão 

(Zhang et al., 2018; Okano et al., 2019). Apresentam efeitos potenciais em doenças 

degenerativas e comprometimento cognitivo como, Alzheimer e Mal de Parkinson (Hung et 

al., 2022; Muhammad et al., 2023). Com atividades relatadas na literatura de ação 

antioxidantes, antinflamatórias, antitumorais, antilarvicida, antibacterianas, antifúngicas e 

antivirais (Pavela et al., 2019; Ling et al., 2022; Sneha et al., 2022; Pereira et al., 2023; 

Zimmermann et al., 2023). 

Pesquisas da atividade antimicrobiana de óleos essenciais de espécies e gêneros 

botânicos diferentes são relatadas na literatura com testes contra bactérias Gram-Positivas e 

Gram-Negativas e contra fungos. Como exemplo, o Origanum vulgare que apresentou 

atividade contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Tejada-Muñoz et al., 2024). 

Syzygium aromaticum com atividade contra Staphylococcus pseudintermedius resistente à 

oxacilina (Freitas et al., 2025) e contra C. albicans, com inibição da formação do biofilme 

(Rifai et al., 2024). Lavandula angustifolia contra E. coli, Klebsiella pneumoniae e 

Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, S. aureus e Bacillus subtilis e antifúngica 

contra C. albicans (Stamova et al., 2025). E Cinnamomum verum contra espécies de Candida 

na forma planctônica e de biofilme, e também com ação sobre o polimorfismo de C. albicans 

(Wijesinghe et al., 2020). 

 

3.7. Gênero Citrus 

O gênero Citrus pertence à família Rutaceae, que compreende cerca de 140 gêneros e 

1300 espécies no mundo. A origem de Citrus spp. ainda é incerta, mas acredita-se que sejam 

originais do sudeste da Ásia. E seu cultivo em outras regiões do mundo é teorizado que se deu 

pelo comércio durante o período das rotas comerciais das Grandes Navegações.  As plantas de 

Citrus são usadas na medicina popular há milhares de anos pelas suas ricas propriedades 

alimentícias e medicinais, e isso contribuiu para seu cultivo em diversas culturas do mundo 

(Zhong; Nicolosi, 2020; Appelhans et al., 2021; Johnson et al., 2025).  
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Fontes ricas em vitamina C, o ácido ascórbico, que é um forte agente antioxidante e 

que atua no fortalecimento do sistema imunológico (Dosedě et al., 2021). Em flavonoides, 

que possuem ações antioxidantes e anti-inflamatórias (Al-Khayri et al., 2022), limonoides, 

com ação antioxidantes e antimicrobiana, e fibra alimentar, dentre outros, tem como 

característica marcante o cheiro forte e agradável (Saini et al., 2022). São usados muito na 

medicina tradicional no preparo de chá das cascas, folhas e flores, para tratar problemas 

gastrodigestivos, como calmantes e para resfriados (Pasdaran et al., 2023). 

Citrus spp. também são conhecidos por serem fontes ricas em óleos essenciais, com 

composição química constituída de terpenos, maioria monoterpenos seguidos por 

sesquiterpenos, compostos oxigenados e aromáticos (González-Mas et al., 2019; Saini et al., 

2022). São usados na perfumaria, cosméticos e alimentar (Sharmeen et al., 2021; Bora et al., 

2020), assim como são usados na aromaterapia (Caballero-Gallardo; Quintero-Rincón; 

Olivero-Verbel, 2025; Moradi et al., 2025). Dentre os muitos constituintes dos OEs de Citrus 

spp. o relatado na literatura como majoritário é o limoneno, composto da classe dos 

monoterpenos, contudo, a sua quantidade varia de acordo de onde foi extraído, estando mais 

abundante em óleos essenciais extraídos das cascas (González-Mas et al., 2019; Saini et al., 

2022). 

A hibridização das espécies é o que torna o gênero Citrus tão vasto. De acordo com as 

pesquisas sobre a evolução das espécies, acredita-se que as espécies atuais de Citrus foram 

originadas do cruzamento de C. medica, C. maxima e C. reticulata, a cidra, o pomelo e a 

tangerina, respectivamente, e cruzamentos das mesmas entre as híbridas (Wang et al., 2022). 

As espécies híbridas mais conhecidas são a C. sinensis, a laranja doce,  C. aurantium, laranja 

azeda, C. aurantifolia, lima ácida, C. limon, limão siciliano e a C. paradisi, a toranja. Todas as 

espécies híbridas sofreram processos complexos de cruzamentos até os dias atuais, mas 

baseado na derivasão ancestral foram identificados os cruzamentos listados na tabela 1.  

 

Tabela 1. Cruzamentos entre espécies de Citrus. 

Espécies Cruzamento Referência 

C. aurantium C. reticulata x C. maxima Guerra et al., 2020 

C. sinensis C. reticulata x C. maxima Seminara et al., 2023 

C. aurantifolia C. medica x C. micrantha Massaro; Thomson; Leichty, 2025 
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C. limon  C. medica x C. aurantium Klimek-Szczykutowicz; Szopa;  
Ekiert, 2020 

C. paradisi C. maxima x C. sinensis Pardo et al., 2023 

 

3.8. Citrus limon (L.) Burm. f. e Citrus sinensis (L.) Osbeck 

C. limon, o limoeiro ou limão siciliano, apresenta fruto de cor amarelada e de aspecto 

rugoso, com flores brancas, as folhas são de formato ovalado a elíptico, tamanho médio e com 

pecíolo curto e pouco alado, com textura fina e flexível (Figura 4) (Klimek-Szczykutowicz; 

Szopa; Ekiert, 2020). O OE de C. limon pode ser obtido através da extração das cascas dos 

frutos ou das folhas, podendo apresentar variação da quantidade dos compostos que formam a 

constituição química, mas mantendo o limoneno como o mais abundante. É relatado na 

literatura com inúmeras propriedades biológicas, dentre elas, as atividades antibacterianas e 

antifúngicas (Petretto et al., 2023; Kačániová et al., 2024). 

 

 
 

Figura 4. Foto das folhas de Citrus limon. Fonte: Própria autora, 2025. 

 

C. limon apresenta atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas, e antifúngica, contra fungos filamentosos e leveduriformes tanto de OEs 

extraídos de cascas quantos das folhas. Os valores das Concentrações Inibitórias Mínimas 

(CIMs) estão na tabela 2.  

 
Tabela 2. Atividade antimicrobiana de C. limon extraído de cascas e folhas. 

C. limon Microrganismos CIMs Referências 
Folhas S. aureus  (+) 6538 6,4 mg/mL Wu et al., 2021 
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S. aureus  (+) 29213 
S. epidermidis  (+) 
S. typhimurium  (-) 
E. coli (-) 

3,2 mg/mL 
6,4 mg/mL 
>12,8 mg/mL 
>12,8 mg/mL 

Folhas  C. albicans 3933 
C. albicans 3993 
S. aureus (+) 20231 
S. aureus (+) 2569 
S. aureus (+) 6148 
L. monocytogenes (+)  20600 
L. monocytogenes (+) 15675 
E. coli (-) 30083 
E. coli (-) 4415 
S. bongori (-) 13772 

0,625 mg/mL 
0,625 mg/mL 
2,5 mg/mL 
2,5 mg/mL 
2,5 mg/mL 
2,5 mg/mL 
5 mg/mL 
10 mg/mL 
20 mg/mL 
>20 mg/mL 

Petretto et al., 
2023 

Folhas  A. flavus (Fungo filamentoso) 
R. solani (Fungo filamentoso) 
A. alternata (Fungo filamentoso) 
B. subtilis (+) 
S. aureus  (+) 
E. coli  (-) 

4,00 mg/mL 
2,50 mg/mL 
3,00 mg/mL 
3,50 mg/mL 
2,50 mg/mL 
2,05 mg/mL 

Riaz et al., 2023 

Cascas S. aureus  (+) 6538 
S. aureus  (+) 29213 
S. epidermidis  (+) 
S. typhimurium  (-) 
E. coli (-) 

3,2 mg/mL 
1,6 mg/mL 
1,6 mg/mL 
3,2 mg/mL 
3,2 mg/mL 

Wu et al., 2021 

Cascas C. albicans 
C. glabrata 
C. krusei 
C. tropicalis 
B. cereus (+) 
M. luteus (+) 
S. aureus (+) 
E. coli (-) 
V. parahaemolyticus (-) 
Y. enterocolitica (-) 

24,03 mg/mL 
3,48 mg/mL 
12,28 mg/mL 
6,41 mg/mL 
3,62 mg/mL 
2,52 mg/mL 
6,37 mg/mL 
22,8 mg/mL 
6,35 mg/mL 
12,58 mg/mL 

Kačániová et al., 

2024 

Cascas C. albicans 
S. aureus (+) 
B. subtilis (+) 
E. coli (-) 
P. aeruginosa (-) 
K. pneumoniae (-) 

1,7 mg/mL 
6,6 mg/mL 
13,3 mg/mL 
13,3 mg/mL 
6,6 mg/mL 
13,3 mg/mL 

Kodad et al., 
2025 

 

C. sinensis, a laranjeira ou laranja doce, possui frutos de cor alaranjada, as flores são 

brancas e com folhas ovaladas a oblongas, mais largas, com pecíolo alado, apresenta textura 

espessa e coriácea (Figura 5) (Dongre et al., 2023). A extração do OECS é semelhante ao do 

OECL, pode ser feita das cascas ou das folhas, com a probabilidade de variação da quantidade 

da constituição química, mas com o limoneno sendo o mais abundante. E dentre as atividades 
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relatadas na literatura, também há as antibacterianas e antifúngicas (Anwar et al. 2023; 

Hamdan et al., 2024). 

 

 
 

Figura 5.  Foto das folhas de Citrus sinensis. Fonte: Própria autora, 2025. 

 

Na tabela 3 estão os resultados das CIMs  de óleos de C. sinensis extraídos de folhas e 

cascas. Apresentando atividade antibacteriana contra bactérias Gram posistivas e Gram 

negativas, e antifúngica, contra fungos filamentosos e leveduriformes. 

 
Tabela 3. Atividade antimicrobiana de C. sinensis extraído de cascas e folhas. 

C. sinensis Microrganismos CIMs Referências 
Folhas C. albicans 

S. aureus (+) 
E. coli (-) 
P. aeruginosa (-) 
K. pneumoniae (-) 
P. vulgaris (-) 

100 mg/mL 
25 mg/mL 
66,7 mg/mL 
100 mg/mL 
66,7 mg/mL 
66,7 mg/mL 

Hamdan et al., 
2024 

Cascas A. niger (Fungo filamentoso) 
A. versicolor (Fungo filamentoso) 
E. coli (-) 
S. aureus (+) 

1 μg/mL  
0,5 μg/mL  
0,5 μg/mL  
0,25 μg/mL  

Sado et al., 2022 

Cascas A. alternata (Fungo filamentoso) 
A. flavus (Fungo filamentoso) 
A. niger (Fungo filamentoso) 
E. coli (-) 
S. aureus (+) 
S. agalactiae (+) 

2,5 mg/mL 
8,33 mg/mL 
6,67 mg/mL 
13,02 mg/mL 
10,41 mg/mL 
6,51 mg/mL 

Anwar et al., 

2023 
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Cascas C. albicans 
A. niger (Fungo filamentoso) 
S. aureus (+) 
P. aeruginesa  (-) 
S. typhi  (-) 

15 µl/mL  
18 µl/mL  
20 µl/mL  
18 µl/mL  
16 µl/mL 

Yakubu; Katsa, 
2025 
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4 OBJETIVOS 

4.1. Objetivo geral 

Analisar a constituição química e atividade antifúngica dos óleos essenciais das folhas 

de Citrus limon e Citrus sinensis contra Candida albicans na forma planctônica e de biofilme. 

Assim como o potencial citotóxico contra eritrócitos humanos e perfil farmacocinético 

utilizando abordagens in silico. 

 

 4.2. Objetivos específicos  

●​ Identificar os componentes presentes nos óleos essenciais das folhas de Citrus limon e 

Citrus sinensis; 

●​ Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Fungicida 

Mínima (CFM) dos óleos essenciais de C. limon e C. sinensis contra cepas de C. 

albicans; 

●​ Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Fungicida 

Mínima (CFM) do composto majoritário dos óleos essenciais de C. limon e C.sinensis, 

o Limoneno, contra cepas de C. albicans; 

●​ Avaliar a cinética do tempo de morte dos óleos essenciais de C. limon e C. sinensis e 

dos antifúngicos, Anfotericina B e Fluconazol contra cepas de C. albicans; 

●​ Avaliar o efeito modulatório dos óleos essenciais de C. limon e C.sinensis combinados 

com os antifúngicos Anfotericina B e Fluconazol, e combinados entre si contra cepas 

de C. albicans; 

●​ Avaliar a atividade antibiofilme de C. limon e C. sinensis sobre a adesão e sobre o 

biofilme maduro de C. albicans; 

●​ Avaliar o efeito dos óleos de Citrus sobre a morfologia de C. albicans na adesão e 

sobre o biofilme maduro; 

●​ Verificar o potencial citotóxico de C. limon e C. sinensis contra eritrócitos humanos; 

●​ Realizar predições farmacocinéticas usando abordagens in silico. 
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  5 MATERIAIS E MÉTODOS 

  5.1. Coleta botânica 

As folhas de C. limon e C. sinensis foram coletadas pela manhã, em uma propriedade 

na cidade de Sobral-CE (3°39’32.1”S, 40°22’58.1”W), durante a estação chuvosa, em março 

de 2023. As folhas foram imediatamente retiradas para extração e uma amostra foi enviada 

ao Herbário Professor Francisco José de Abreu Matos (HUVA) da Universidade Estadual do 

Vale do Acaraú, onde foi autenticada e um espécime de suporte foi depositado (HUVA nº 

27038 de Citrus limon e HUVA nº 27037 de Citrus sinensis). 

 

 

Figura 6. Exsicatas das plantas C. limon e C. sinensis depositadas no Herbário Prof. Francisco José de Abreu 

Matos - HUVA. 

 

  5.2. Extração dos óleos essenciais 

A extração foi realizada no Laboratório de Análises Orgânicas e Atividades de 

Produtos Naturais da UVA, onde ocorreu por meio do processo de hidrodestilação em 

aparelho dosador tipo Clevenger, onde as folhas foram picadas, sendo 405 g de C. limon e 

349 g de folhas de C. sinensis, depois as massas secas foram colocadas em um balão de 

fundo redondo de 2000 mL. O balão foi colocado na manta de aquecimento com água 

aquecida a 100 °C dentro e fora, com temperatura de 100 °C, conectado a um sistema de 

resfriamento por 2 h para cada espécie. Após a extração, os óleos essenciais foram secos 

sobre Na2SO4 anidro (~1 g), filtrados e armazenados em frasco hermeticamente fechado a 4 

°C. O rendimento foi determinado pela razão entre a quantidade final de óleo essencial 
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obtida e a massa de folhas frescas utilizadas na extração: R = [v(mL)/m(g)] * 100. A 

densidade foi determinada pelo cálculo: D = m(g)/v(mL). 

 

 

Figura 7. Processo de extração dos óleos essenciais de C. limon e C. sinensis. 

 

  5.3. Análise dos componentes químicos dos óleos essenciais 

As análises dos constituintes químicos dos OEs foram realizadas por CG-EM no 

Laboratório Multiusuário de Química de Produtos Naturais da Embrapa Agroindústria 

Tropical - Fortaleza. A CG-EM foi realizada em um instrumento Agilent modelo 

GC-7890B/MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna HP-5MS 

(30 m x 0,25 mm x 0,25 μm, Agilent), gás carreador hélio com fluxo de 1,00 mL.min-1, 

temperatura do injetor 250 °C, temperatura do detector 150 °C e fonte de íons 230 °C, 

temperatura da linha de transferência 280 °C. Programação do forno cromatográfico: 

temperatura inicial de 70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C.min-1 até 180 °C e 

acréscimo de 10 °C/min até 250 °C ao término da corrida (34,5 min). A identificação dos 

compostos foi realizada pela análise dos padrões de fragmentação exibidos nos espectros de 

massas com aqueles presentes na base de dados fornecida pelo equipamento (NIST versão 

2.0 de 2012 – 243.893 compostos) e de dados da literatura (Adams, 2017). 

 

  5.4. Cepas de Candida albicans 

Foram utilizadas as cepas de Candida albicans do Laboratório de Microbiologia da 

UVA - LABMIC, sendo a ATCC 90028 obtida da American Type Culture Collection, 

LABMIC 0102 (hemocultura), LABMIC 0104 (cepa de aspirado traqueal) e LABMIC 0105 
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(hemocultura), provenientes da Santa Casa de Misericórdia de Sobral (Ceará, Brasil). E as 

cepas LABMIC 0134, LABMIC 0135 e LABMIC 0136 (cepas isoladas da cavidade oral de 

pacientes HIV +), provenientes da Micoteca da UNILAB - Universidade da Integração 

Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (Ceará, Brasil). Todas as cepas foram 

previamente identificadas por sistema Vitek 2 (BioMérieux Vitek, Hazelwood, França) e por 

meio cromogênico, utilizando o meio CHROMagar-Candida (BD Diagnostics, Heidelberg, 

Alemanha). 

 

  5.5. Método de microdiluição em caldo 

5.5.1. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)  

O teste de microdiluição em caldo foi realizado de acordo com a norma M27-A3 do 

CLSI (CLSI, 2008). As cepas de C. albicans foram cultivadas em tubos de Ágar Sabouraud 

Dextrose (SDA) e incubadas por 24 h a 37 °C. O inóculo foi preparado utilizando a escala 

McFarland 0.5 (106 UFC/ml), seguido de uma diluição em RPMI de 1:2000 (2x102 

UFC/mL). Os óleos essenciais foram diluídos em uma concentração de 10 mg/mL com 

RPMI e DMSO a 5%. Em placas de 96 poços de fundo U, foram distribuídos 100 μL de 

RPMI em todos os poços. Em seguida, 100 μL dos OEs e o composto majoritário, o 

R-(+)-Limoneno (Sigma-Aldrich), foram adicionados na primeira coluna e realizadas 

diluições seriadas no intervalo de concentração de 10-0,004 mg/mL. Foram utilizados a 

Anfotericina B (Sigma-Aldrich) como controle no intervalo de concentrações de 16-0,25 

μg/mL e o Fluconazol (Medley) em 64-0,5 μg/mL. As placas foram incubadas por 24 h a 

37ºC. A concentração inibitória mínima (CIM) foi a menor concentração onde não foi 

observado crescimento visual na placa. O experimento foi realizado em triplicata. 

 

5.5.2. Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM)  

Para determinar o CFM dos compostos, foram retiradas alíquotas de 50 μL do meio 

presente nas cavidades da placa de 96 poços que não apresentaram crescimento fúngico e 

semeadas em placas de petri com meio de cultivo Sabouraud dextrose agar (SDA). As placas 

foram incubadas a 37ºC por 24 h (Fontenelle et al., 2007). 
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Figura 8. Desenho esquemático da metodologia de Microdiluição em Caldo  para determinar a Concentração 

Inibitória Mínima e Concentração Fungicida Mínima dos óleos essenciais de Citrus e do Limoneno frente a 

cepas de C. albicans. 

 

5.6. Cinética do tempo de morte 

Em placas de 96 poços foram adicionadas as suspensões da cepa ATCC 90028 diluídas 

em meio RPMI-1640 com MOPS a 2%, que foram preparadas utilizando a escala McFarland 

0.5 (106 UFC/mL). Em seguida, foram adicionados os tratamentos de cada composto nas 

concentrações inibitórias. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e as alíquotas de 100 

μL foram removidas nos tempos predeterminados de 0, 4, 8, 10, 12 e 24 h. As alíquotas foram 

diluídas em série (quatro vezes) em solução salina e semeadas em placas contendo meio 

Sabouraud dextrose agar (SDA). Os números de colônias foram contados após a incubação 

das placas a 37 °C por 24 h. Paralelamente ao tempo de morte, foram retiradas alíquotas de 2 

µL de cada um dos tratamentos e adicionadas na superfície de placas com SDA e, após as 

alíquotas secas, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h (Kwolek-Mirek; Zadrag-Tecza, 

2014). A contagem de UFC/mL foi calculada como a média de duas réplicas, e os resultados 

foram apresentados em log10 UFC/mL. O valor de UFC/mL foi calculado multiplicando-se o 

número de colônias pelo inverso da diluição e pelo fator de diluição de 10. 
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Figura 9. Desenho esquemático da metodologia de Cinética do Tempo de Morte dos óleos essenciais de Citrus, 

Anfotericina B e Fluconazol frente a cepa ATCC 90028 de C. albicans. 

 

5.7. Checkerboard 

O efeito modulatório dos compostos com o antifúngico comercial foi determinado 

utilizando a técnica de Checkerboard. Essa técnica é definida através do cálculo do Índice de 

Concentração Inibitória Fracionária (ICIF), que avalia a interação com a droga de uso padrão. 

O ICIF é obtido somando as Concentrações Inibitórias Fracionárias (CIF) de cada composto 

testado. A CIF é definida como a razão entre a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do 

composto em combinação e a CIM do mesmo composto isolada. Para os ensaios, foi utilizada 

a cepa ATCC 90028, onde a turbidez das suspensões fúngicas foi preparada utilizando a 

escala McFarland 0.5 (106 UFC/ml). Os compostos testados foram usados nas concentrações 

determinadas a partir de suas respectivas CIMs e foram feitas combinações dos óleos 

essenciais com Anfotericina B e Fluconazol, assim como dos óleos essenciais combinados 

entre si. Inicialmente, 50 µL do meio RPMI foram adicionados em todos os 96 poços da placa 

de microdiluição. Em seguida, foram adicionados na primeira coluna 50 µL dos óleos 

essenciais e feitas diluições seriadas a partir dessa concentração até a coluna 10. Nas linhas de 

A a H foram colocados 50 µL dos antifúngicos comerciais, Anfotericina B e Fluconazol, nas 

diferentes concentrações, que foram diluídos seriadamente em tubos falcons. Por último, 

foram adicionados 100 µL do inóculo em todos os poços. Foram feitos controles das CIMs de 

cada composto, além do controle negativo contendo apenas o meio e o controle positivo de 

crescimento, com meio e inóculo. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 h (Johnson et al., 

2004). 
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Figura 10. Desenho esquemático da metodologia de Checkerboard com a combinação dos óleos essenciais de 

Citrus com Anfotericina B e Fluconazol e, entre si, frente a cepa ATCC 90028 de C. albicans. 

 

5.8. Ensaio de inibição do biofilme 

Os ensaios para determinar o efeito dos compostos sobre a adesão do biofilme foram 

avaliados pela quantificação da biomassa por cristal violeta. Para os ensaios, foi utilizada a 

cepa ATCC 90028, onde o inóculo foi suspenso em RPMI 1640 com 2% de glucose e a 

concentração foi ajustada em um espectrofotômetro para 2 × 106 células ml−1. Foram 

adicionados 100 µL da suspensão fúngica na placa de poliestireno de fundo chato. Após 

adicionar o inóculo, foram adicionados os tratamentos de cada composto nas concentrações de 

CIM, 2xCIM e 4xCIM. Foram feitos controles de formação do biofilme. As placas foram 

incubadas por 48 h a 37 °C. Após o período de incubação, as placas foram lavadas três vezes 

com 200 µL de solução salina para remoção das células planctônicas. O biofilme foi fixado 

com 200 µL de metanol (99%) por 10 min, após esse período, foi removido dos poços e 

esperou-se a secagem. Logo após a secagem, foram adicionados aos poços 200 µL de cristal 

violeta a 1% (M/V) por 10 min para corar as células. Em seguida, foi lavado três vezes com 

água destilada estéril. Após a secagem da placa, foram adicionados aos poços 200 µL de 

ácido acético 33% (V/V) por 10 min para dissolver o corante presente nas células aderidas. 

Foram transferidos 150 µL para uma nova placa e a leitura foi feita no espectrofotômetro a 

590 nm. A % de inibição do biofilme foi definida: % = 100 – (OD da amostra tratada/OD do 

controle positivo não tratado) x 100 (Pierce et al., 2008). 
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Figura 11. Desenho esquemático da metodologia de quantificação total da biomassa da adesão do biofilme da 

cepa ATCC 90028 de C. albicans tratada com os óleos essencias de Citrus, Anfotericina B e Fluconazol. 

 

Para a erradicação do biofilme maduro, foram adicionados 200 μL da suspensão 

fúngica nos poços da placa de poliestireno e incubada por 48 h a 37 °C. Após o período de 

incubação, os poços foram lavados três vezes com 200 µL de solução salina para remoção das 

células planctônicas, depois foram adicionados os tratamentos de cada composto nas 

concentrações de CIM, 2xCIM e 4xCIM. Em seguida, a placa foi incubada novamente por 24 

h a 37 °C. Posteriormente, a placa foi lavada três vezes com 200 µL de solução salina e foi 

realizado o mesmo processo como descrito anteriormente para a leitura no espectrofotômetro 

a 590 nm. 

 

 

Figura 12. Desenho esquemático da metodologia de quantificação total da biomassa do biofilme maduro da cepa 

ATCC 90028 de C. albicans tratada com os óleos essenciais de Citrus, Anfotericina B e Fluconazol. 
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5.9. Efeito dos óleos de Citrus sobre a morfologia de Candida albicans 

A capacidade dos óleos essenciais de inibir a formação de biofilme e o seu efeito sobre 

a morfologia de C. albicans foram observados por microscopia óptica de luz. Para isso, 

culturas da cepa ATCC 90028 foram colocadas sobre lamínulas e realizados os mesmos 

tratamentos descritos no ensaio de inibição da adesão do biofilme em placas de 96 poços. As 

placas foram incubadas por 48 h a 37 °C. Após o período de incubação, as placas foram 

lavadas três vezes com 5 mL de solução salina para remoção das células planctônicas. O 

biofilme foi fixado com 5 mL de metanol (99%) por 10 min, após esse período, foi removido 

dos poços e esperado a secagem. Logo após a secagem, as lamínulas foram transferidas para 

novas placas de petri e coradas com cristal violeta a 1% (M/V) por 10 min para corar as 

células, depois foram lavadas três vezes com água destilada e esperadas secar. Após a 

secagem, as lamínulas foram visualizadas em microscópio óptico de luz invertida em 400x 

(Fu et al., 2021). 

 

 

Figura 13. Desenho esquemático da metodologia dos efeitos dos óleos essenciais de Citrus sobre a morfologia 

de C. albicans, na adesão da cepa ATCC 90028. 

 

Para a microscopia da erradicação do biofilme maduro, as culturas de C. albicans 

foram colocadas sobre lamínulas e as placas foram incubadas por 48 h a 37 °C. Após o 

período de incubação, as placas foram lavadas três vezes com 5 mL de solução salina para 

remoção das células planctônicas e foram adicionados os tratamentos, como descrito nos 

ensaios de biofilme maduro. As placas foram novamente incubadas a 37 °C por 24 h. As 

placas foram lavadas três vezes com 5 mL de solução salina após o período de incubação e foi 

realizado o mesmo processo como descrito anteriormente para a visualização das lamínulas. 
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Figura 14. Desenho esquemático da metodologia do efeito dos óleos essenciais de Citrus sobre a morfologia de 

C. albicans, biofilme maduro da cepa ATCC 90028. 

 

5.10. Atividade hemolítica 

Usando tubos de EDTA, 10 mL de sangue humano fresco foram coletados de um 

doador (número de aprovação do comitê de ética 6 662 155), e centrifugados a 1000 g durante 

10 minutos a 4 °C. Após a remoção do plasma, o sedimento contendo os glóbulos vermelhos 

(RBCs) foi lavado cinco vezes com PBS e, em seguida, foi novamente suspenso em PBS para 

obter uma solução com 8% (v/v) de eritrócitos. Foram adicionadas alíquotas de 100 μL desta 

suspensão em tubos de microcentrífuga, contendo 100 μL de cada composto diluídos 

seriadamente, com concentrações variando de 20-0,039 mg/mL para os OEs, 250-30 µg/mL 

para Anfotericina B e 7.500-3.000 µg/mL para Fluconazol. As concentrações finais da 

suspensão de eritrócitos foram de 4% (v/v). Estas suspensões foram homogeneizadas em 

vortex e incubadas 3 h a 37 °C. Após o tempo de incubação, os sobrenadantes foram 

transferidos para uma placa de microdiluição de 96 poços, e a liberação de hemoglobina foi 

medida por absorbância a 540 nm. Foram utilizados Triton X-100 a 1% com 4% (v/v) de 

RBCs, e PBS com 4% (v/v) de RBCs sem os óleos essenciais (não tratados) como controles 

positivo e negativo, respectivamente. O percentual de hemólise foi calculado como [(Abs 540 

nm tratado - Abs 540 nm não tratado) / (Abs540nm 1% Triton X-100 - Abs 540 nm não 

tratado)] x 100 e os experimentos foram realizados em triplicata (Cavalcante et al., 2017). 
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Figura 15. Desenho esquemático da metodologia de atividade hemolítica dos óleos essencias de Citrus, 

Anfotericina B e Fluconazol sobre eritrócitos. 

 

5.11. Análise estatística 

Os dados do ensaio de biofilme foram submetidos à análise de variância (ANOVA) de 

uma via, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey, utilizando o GraphPad Prism 

versão 8.0. A citotoxicidade foi avaliada pelo cálculo dos valores de CL50. Inicialmente, foi 

realizada a transformação logarítmica e a subsequente normalização dos dados em 

porcentagem, onde a densidade óptica do controle negativo (células não tratadas) foi 

considerada como 100% de viabilidade e o Triton X-100 como 100% de mortalidade. Os 

valores de CL50 obtidos após o tratamento das células com óleos essenciais foram calculados 

utilizando uma curva de regressão não linear com o programa GraphPad Prism, com um 

intervalo de confiança de 95%. 

 

5.12. Farmacocinética 

Os compostos presentes na constituição química dos óleos essenciais (OEs) de Citrus 

foram obtidos no banco de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), no formato 

SMILES canônico (limoneno CID: 22311; β-pineno CID: 14896; citronelal CID: 7794; 

eucaliptol CID: 2758; sabineno CID: 18818). Para a predição farmacocinética in silico, foram 

utilizados dois softwares. As propriedades de absorção, distribuição, metabolismo e excreção 

(ADMET) foram previstas por meio do software pkCSM 

(https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction) (Hajlaoui et al., 2021). Adicionalmente, o 

software SwissADME (http://www.swissadme.ch/) foi empregado para gerar o gráfico 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction
http://www.swissadme.ch/
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BOILED-Egg, que ilustra a capacidade dos compostos de interagir com a glicoproteína P 

(P-gp), atravessar a barreira hematoencefálica e gastrointestinal, além de fornecer parâmetros 

relacionados à lipofilicidade e polaridade (Rauf et al., 2023). 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1. Óleos essenciais 

O óleo essencial de C. limon apresentou um rendimento de 0,49% (v/g) e uma 

densidade de 0,874 g/mL. Já o óleo essencial de C. sinensis apresentou um rendimento de 

0,51% e uma densidade de 0,795 g/mL. Quanto às características visuais dos óleos essenciais, 

ambos eram límpidos e ligeiramente amarelados, sendo o de C. limon com um aroma forte 

característico da espécie e o de C. sinensis com um aroma mais suave. Na análise dos 

componentes químicos dos óleos essenciais, o limoneno foi identificado como o composto 

majoritário em ambos os óleos, com 40,81% para C. limon e 36,69% ​​para C. sinensis (Tabela 

4). Os constituintes β-pineno, citronelal, eucaliptol e sabineno também estão presentes em 

quantidades maiores em ambos os óleos essenciais, com variações (Tabela 4). A literatura 

descreve que os óleos essenciais de Citrus têm composições químicas ricas em limoneno, mas 

também existem óleos essenciais onde os principais compostos com as maiores porcentagens 

são o 2-β-pineno e o δ-3-careno (Nidhi et al., 2020; Ambrosio et al., 2021). 

 
Tabela 4. Composição química dos óleos essenciais das folhas de C. limon e C. sinensis. 

Compostos Citrus limon  Citrus sinensis 
1IRcalc 2IRlit Área (%) 1IRcalc 2IRlit Área (%) 

α-Pinene 
Sabinene 
β-Pinene 
Myrcene 
o-Cymene 
Limonene 
Eucalyptol 
delta-2-Carene 
cis-Limonene oxide 
cis-β-Ocimene 
trans-β-Ocimene 
Limonene epoxide 
Citronellal 
Terpinen-4-ol 
α-Terpineol 
Myrtenol 
Citronellol 
Neral 
Geranial 
cis-Pinocarvyl acetate 
Myrtenyl acetate 
Citronellyl acetate 

936 
976 
981 
992 
- 
1030 
1033 
- 
- 
1036 
1046 
- 
1153 
1180 
1193 
- 
1229 
1242 
1272 
- 
- 
1354 

932 
969 
974 
988 
- 
1024 
1026 
- 
- 
1032 
1044 
- 
1148 
1174 
1186 
- 
1223 
1235 
1264 
- 
- 
1350 

1,65 
7,1 
16,49 
1,12 
- 
40,81 
7,83 
- 
- 
0,53 
1,82 
- 
12,29 
0,51 
2,2 
- 
0,6 
2,27 
2,57 
- 
- 
0,62 

936 
975 
981 
992 
1026 
1030 
1033 
1102 
1135 
- 
- 
1139 
1153 
1180 
1193 
1199 
1229 
- 
1272 
1309 
1324 
1354 

932 
969 
974 
988 
1022 
1024 
1026 
1001 
1132 
- 
- 
1137 
1148 
1174 
1186 
1194 
1223 
- 
1264 
1311 
1324 
1350 

1,28 
5,85 
14,61 
0,71 
0,73 
36,69 
10,48 
1,15 
2,74 
- 
- 
1,36 
8,88 
0,54 
2,57 
0,5 
0,53 
- 
1,35 
1,37 
0,72 
1,11 
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β-Caryophyllene 
Caryophyllene oxide 

1421 
- 

1417 
- 

0,79 
- 

- 
1584 

- 
1582 

- 
0,8 

Composição Total   99,20   93,97 
1Valores de IR calculado. 
2Valores de IR da literatura (Adams, 2017). 

 

6.2. Microdiluição em caldo 

Os óleos essenciais demonstraram atividade antifúngica contra todas as cepas testadas 

(Tabela 5), sendo que C. limon apresentou uma CIM variando de 0,625 a 0,312 mg/mL e uma 

CFM de 1,25 a 0,312 mg/mL. C. sinensis apresentou uma CIM variando de 1,25 a 0,625 

mg/mL e uma CFM de 1,25 mg/mL para as cepas testadas. O limoneno, por sua vez, 

apresentou uma CIM entre 2,5 e 1,25 mg/mL e uma CFM de 2,5 mg/mL. Os resultados dos 

testes de controle com os antifúngicos Anfotericina B e Fluconazol foram CIM e CFM de 0,5 

μg/mL para todas as cepas testadas com Anfotericina B, e para o Fluconazol, CIM variando 

de 1 a 2 μg/mL e CFM entre 4 e 8 μg/mL. Os resultados do limoneno demonstram que, apesar 

de ser o principal composto dos óleos essenciais, ele isoladamente apresenta menor atividade 

antifúngica do que os próprios óleos essenciais. Isso pode ser explicado pelo fato de que o 

desempenho geral dos óleos essenciais é frequentemente atribuído a interações sinérgicas ou 

aditivas entre seus constituintes primários e secundários (Fokas; Giormezis; Vantarakis, 

2025). 

 
Tabela 5. Resultado da atividade dos óleos essenciais de C. limon e C. sinensis, e do composto majoritário, 

limoneno, e das drogas padrões, a Anfotericina B e Fluconazol contra cepas de C. albicans. 

 

 
CEPAS 

C. limon C. sinensis Limoneno Anfotericina 
B 

Fluconazol 

CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM 

ATCC 90028 0,312 0,625 1,25 1,25 2,5 2,5 0,5 0,5 1 4 

LABMIC 0102 0,312 0,625 0,625 1,25 2,5 2,5 0,5 0,5 2 8 

LABMIC 0104 0,312 0,312 0,625 1,25 2,5 2,5 0,5 0,5 1 4 

LABMIC 0105 0,625 1,25 1,25 1,25 1,25 2,5 0,5 0,5 1 4 

LABMIC 0134 0,625 1,25 1,25 1,25 1,25 2,5 0,5 0,5 1 8 

LABMIC 0135 0,625 1,25 1,25 1,25 2,5 2,5 0,5 0,5 1 4 

 



49 

LABMIC 0136 0,625 0,625 0,625 1,25 2,5 2,5 0,5 0,5 1 4 
CIM e CFM para OEs e Limoneno mg/mL. E para AMB e FLC µg/mL. 

 

6.3. Cinética do tempo de morte 

Os óleos essenciais apresentaram cinética de morte celular semelhante, com 100% das 

células tratadas eliminadas após 10 horas (Figura 16a). Após 8 horas de tratamento, C. limon 

e C. sinensis reduziram 27,65% e 25,6% das células, respectivamente. A Anfotericina B 

reduziu 43,75% das células após 4 horas e, após 8 horas de tratamento, eliminou 100% das 

células. O Fluconazol reduziu 34,04% das células após 8 horas e, após 24 horas, eliminou 

48,94% delas (Figura 16a). Na análise da morfologia das células tratadas, observou-se que as 

colônias dos tratamentos com C. limon e Anfotericina B diminuíram de tamanho até cessarem 

completamente o crescimento. C. sinensis não apresentou alterações na redução do tamanho 

das colônias, mas também não apresentou crescimento adicional após 10 horas. O Fluconazol 

reduziu o tamanho da colônia, mas apresentou crescimento após 24 h (Figura 16b). Os 

resultados dos óleos essenciais mostraram um efeito fungicida muito semelhante ao da 

Anfotericina B, eliminando 100% das células após 10 h de tratamento, enquanto a 

Anfotericina B apresentou esse efeito após 8 h de tratamento. Thakre et al. (2018) testaram o 

efeito do limoneno em C. albicans nas formas planctônica e de biofilme. O limoneno induziu 

danos à parede celular e à membrana celular, levando ao estresse oxidativo e causando danos 

ao DNA, além de induzir apoptose em C. albicans. 

 

 
 

Figura 16. a) Curvas de morte das células fúngicas (Concentrações Inibitórias Mínimas) dos óleos essenciais das 

folhas de C. limon (CL) e C. sinensis (CS) e dos antifúngicos Anfotericina B (AMB) e Fluconazol (FLC) contra 
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C. albicans ATCC 90028. b) Formação de colônias de C. albicans em meio SDA após tratamento com óleos 

essenciais, AMB e FLC por até 24 h. 

                       

6.4. Checkerboard 

As combinações de óleos essenciais com Anfotericina B apresentaram resultados 

indiferentes (Tabela 6), ou seja, a combinação dos compostos não resultou em modulação. No 

entanto, as combinações com Fluconazol mostraram um efeito sinérgico para a combinação 

com C. sinensis e um efeito aditivo para a combinação com C. limon (Tabela 6). Na 

combinação de óleos essenciais, o resultado foi indiferente (Tabela 6). Os efeitos sinérgicos 

obtidos na combinação de C. sinensis com Fluconazol e a aditivo de C. limon com fluconazol 

são promissores, uma vez que conseguiram reduzir a CIM de ambos os compostos para a cepa 

testada. Isso demonstra que ambos os óleos essenciais poderiam ser usados ​​como terapia 

alternativa em combinação com Fluconazol, reduzindo assim a dose do antifúngico 

convencional durante o tratamento do paciente. O Fluconazol, um agente antifúngico da 

classe dos azóis, é um dos tratamentos de primeira linha para infecções fúngicas. No entanto, 

seu uso prolongado está relacionado ao aumento da resistência antifúngica adquirida em C. 

albicans (Lu et al., 2021; Sobel, 2023). O Fluconazol já é administrado na terapia de 

infecções fúngicas em combinação com outros agentes antifúngicos para aumentar seu efeito 

e, assim, reduzir o uso de outros que apresentam maior citotoxicidade, como a Anfotericina B 

(Vitale, 2021). Portanto, a combinação de óleos essenciais com Fluconazol reduziria o tempo 

de internação do paciente e as chances de o paciente apresentar efeitos adversos devido ao uso 

prolongado do agente antifúngico padrão e à resistência antifúngica adquirida.  

Até onde se sabe, combinações desses óleos essenciais e antifúngicos (Fluconazol e 

Anfotericina B) não foram previamente investigadas contra C. albicans. No entanto, esses 

óleos são caracterizados por uma grande quantidade de limoneno, que também possui efeito 

antimicrobiano e interações sinérgicas relatadas com o Fluconazol. Esse composto aumenta a 

eficácia do Fluconazol ao promover a quimiossensibilização das células de Candida ao 

antifúngico (Ahmedi et al., 2024). A sinergia com o Fluconazol é frequentemente observada 

com óleos essenciais de várias plantas (Soulamani et al., 2019; Soulamani et al., 2021), 

enquanto a sinergia com a Anfotericina B (um polieno) parece ser menos consistente, muitas 

vezes mostrando efeitos indiferentes (Nafis et al., 2021) e até antagônicos (Elhidar et al., 

2019) em diferentes estudos. 

 

 



51 

Tabela 6. Teste de Checkerboard dos óleos essenciais C. limon e C. sinensis combinados com os antifúngicos, 

Anfotericina B e Fluconazol, e combinados entre si contra a cepa ATCC 90028. 

 

Combinações  Individual  Combinado ICIF Efeito 

C. limon 
Anfotericina B 

0,312 
0,5 

0,312 
0,5 

2 Indiferente 

C. limon 
Fluconazol 

0,312 
1 

0,156 
0,25 

0,75 Aditivo 

C. sinensis 
Anfotericina B 

1,25 
0,5 

1,25 
0,5 

2 Indiferente 

C. sinensis 
Fluconazol 

1,25 
1 

0,156 
0,25 

0,37 Sinérgico 

C. limon 
C. sinensis 

0,312 
1,25 

0,312 
1,25 

2 Indiferente 

ICIF < ou = 0,5, efeito sinérgico, ICIF >0,5 ou <1,0 aditivo, ICIF > 1,0 e < ou = 4,0 indiferente e ICIF > 4,0 
antagônico. 
 

6.5. Ensaio de inibição do biofilme 

As células do biofilme tratadas com C. limon apresentaram 74,54% de inibição da 

adesão na concentração CIM, 87,36% em 2xCIM e 91,58% em 4xCIM. C. sinensis 

apresentou 82,42% de inibição na concentração CIM, 91,95% em 2xCIM e 92,31% em 

4xCIM. A Anfotericina B, na concentração CIM, eliminou 74,36% das células, 83,7% em 

2xCIM e 89,2% em 4xCIM. Os tratamentos com Fluconazol apresentaram 72,35% de inibição 

em todas as concentrações testadas (Gráfico 1a). Os efeitos antiadesão apresentados pelos 

óleos essenciais são importantes para prevenir a formação de biofilme. C. sinensis apresentou 

melhores resultados antiadesão do que C. limon, mesmo que a concentração CIM de C. limon 

seja menor do que a de C. sinensis. A adesão é um dos principais fatores de virulência de C. 

albicans e um dos iniciadores de focos infecciosos (Talapko et al., 2021). 

Em relação à erradicação do biofilme maduro, os compostos não apresentaram 

redução significativa na biomassa madura em comparação com os controles de crescimento. 

C. limon eliminou apenas 19,95% na CIM, 27,5% em 2xCIM e 33,69% em 4xCIM. C. 

sinensis não apresentou inibição na CIM, eliminou 28,84% em 2xCIM e 40,97% em 4xCIM. 

Nos controles tratados com Anfotericina B, houve redução de 25,88% na CIM, 46,1% em 

2xCIM e 46,37% em 4xCIM. O Fluconazol não apresentou inibição em nenhum dos 

tratamentos (Gráfico 1b). As células do biofilme são protegidas de ações externas e, uma vez 
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formado o biofilme, torna-se mais difícil eliminar as células devido à sua alta resistência, 

visto que o biofilme possui seus próprios mecanismos de resistência antifúngica, como a 

matriz extracelular, que limita a ligação dos fármacos aos sítios de ação. Neste contexto, 

embora o composto não tenha apresentado atividade significativa na eliminação do biofilme 

maduro, demonstrou um forte efeito antiadesão. Essas propriedades antiadesão dos óleos 

essenciais de Citrus contra C. albicans demonstram que eles são boas alternativas para a 

terapia de bloqueio. Na prática clínica, a terapia de bloqueio é uma alternativa para prevenir a 

formação de biofilme em cateteres ou quando a substituição do cateter não é possível. Ela 

impede a progressão da infecção e evita que a formação de biofilme dificulte ainda mais a 

terapia (Kovács; Majoros, 2022). 

 

 

 

Gráfico 1. Efeito dos óleos essenciais das folhas de C. limon e C. sinensis na inibição da adesão do biofilme (a) 

e na erradicação do biofilme maduro (b) de C. albicans. Os dados são expressos como média ± desvio padrão 

dos valores de absorbância do cristal violeta. *(p < 0.1), ** (p < 0.01) and *** (p < 0.001)  em relação ao 

controle (sem tratamento). 

 

6.6. Efeitos dos óleos de Citrus sobre a morfologia de Candida albicans 

A microscopia das células tratadas com os compostos para avaliar os efeitos na 

morfologia de C. albicans mostrou que os óleos essenciais, além de inibir a formação de 

biofilme, foram capazes de atuar no polimorfismo, inibindo a formação de hifas e pseudohifas 

em todas as concentrações testadas (Figura 17). Os efeitos dos óleos cítricos foram 

semelhantes aos da Anfotericina B, diferentemente do Fluconazol, que ainda apresentou 

formação de hifas na concentração de 2xCIM (Figura 17). A mudança morfológica de C. 

albicans de blastoconídio para filamentoso é fundamental para sua patogenicidade 
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oportunista. As estruturas filamentosas são necessárias para a invasão das células fúngicas nas 

células hospedeiras e atuam na estruturação do biofilme, formando uma estrutura 

tridimensional e aumentando a espessura da matriz extracelular, protegendo assim as células 

da ação dos fármacos (Talapko et al., 2021; Atriwal et al., 2021). Ahmedi et al. (2022) 

verificaram que o limoneno tem a capacidade de inibir enzimas de adesão e de transição hifal, 

prevenindo a formação de biofilme em C. albicans. Assim, o efeito fungicida exibido pelos 

óleos essenciais de Citrus está relacionado ao seu principal componente. Isso sugere que os 

óleos essenciais de Citrus apresentam mecanismos de ação com afinidade por adesinas e 

enzimas polimórficas de C. albicans. Os efeitos apresentados pelos óleos essenciais são 

promissores para o combate à virulência de C. albicans, prevenindo a patogenicidade 

oportunista por meio da inibição do polimorfismo e da adesão e, consequentemente, da 

formação de biofilme. 

 

 
 

Figura 17. Ensaios da inibição da adesão de biofilme da cepa ATCC 90028 tratadas com os óleos essenciais C. 

limon e C. sinensis, e com os antifúngicos, Anfotericina B e Fluconazol, visualizadas em microscópio óptico de 

luz invertida ZEIZZ Axio Observer em aumento de 400x. Os controles não foram tratados. 
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A avaliação dos efeitos de Citrus nas células maduras do biofilme tratado mostrou que 

os óleos essenciais foram capazes de alterar ligeiramente a morfologia. Foi possível observar 

que eles reduziram a densidade da biomassa já no tratamento CIM, e em 4xCIM as células 

estão mais espaçadas, mas ainda há células com morfologia filamentosa (Figura 18). As 

reduções observadas são pequenas em comparação com o controle de crescimento, mas os 

resultados dos tratamentos com óleos essenciais foram novamente semelhantes aos da 

Anfotericina B (Figura 18). Radithia et al. (2023) observaram que o óleo essencial da casca de 

C. limon danificou a estrutura da matriz extracelular do biofilme de C. albicans. Isso foi 

alcançado pela ruptura da ligação quitina na composição de 1,3-β-glucano e pela inibição da 

síntese de quitinase na formação da matriz extracelular, interrompendo assim a formação de 

hifas. Os autores associam esse efeito ao limoneno. 

 

 
 

Figura 18. Ensaios de erradicação do biofilme maduro da cepa ATCC 90028 tratadas com os óleos essenciais C. 

limon e C. sinensis, e com os antifúngicos, Anfotericina B e Fluconazol, visualizadas em microscópio óptico de 

luz invertida ZEIZZ Axio Observer em aumento de 400x. Os controles não foram tratados. 
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6.7. Atividade hemolítica 

Em relação à atividade hemolítica, os óleos essenciais apresentaram valores de CL50 

superiores aos dos dois antifúngicos, com C. limon apresentando hemólise a 14.000 μg/mL e 

C. sinensis a 13.000 μg/mL, enquanto a Anfotericina B apresentou CL50 a 156 μg/mL e o 

Fluconazol a 6.000 μg/mL (Gráfico 2). Apresentando menor citotoxicidade em comparação 

aos dois antifúngicos, C. limon apresentou CL50 aproximadamente 40 vezes maior que a CIM 

da cepa ATCC 90028, que é de 0,312 mg/mL, e C. sinensis 10 vezes maior que a CIM da 

mesma cepa, que é de 1,25 mg/mL. Cavalcante et al. (2017) avaliaram os valores de hemólise 

da Anfotericina B, onde o antifúngico foi capaz de promover 70% de hemólise na 

concentração de 12,5 μg/mL. Para o Fluconazol, não foram encontrados estudos com 

eritrócitos humanos. Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os óleos essenciais 

apresentam faixas de citotoxicidade seguras, sendo promissores em termos de potencial 

terapêutico. 

 

 

 

Gráfico 2. Efeito citotóxico de C. limon [CL], C. sinensis [CS], anfotericina B [AMB] e fluconazol [FLC]. Os 
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valores de CL50 são indicados na parte superior do gráfico. Os intervalos de confiança de 95% para os óleos 

foram: [CL]: 13,17 a 15,53; [CS]: 11,84 a 14,24; [AMB]: 152,7 a 159,4; e [FLC]: 6.377 a 7.886. Os resultados 

são apresentados em porcentagens em relação às células controle não tratadas. Os dados são mostrados como 

média ± desvio padrão de três medições replicadas. 

 

6.8. Farmacocinética 

Foram realizadas previsões farmacocinéticas para os principais compostos presentes 

nas espécies de Citrus (Tabela 7). Todos os compostos apresentaram alta solubilidade em 

água, com valores ≤ 4 indicando compostos solúveis. Todos os compostos também 

apresentaram excelentes valores de absorção intestinal, bem acima do limiar de 30% que 

indica absorção pelo intestino delgado. Outro parâmetro para avaliar a absorção intestinal é a 

permeabilidade ao CaCO₂, calculada como o logaritmo do coeficiente de permeabilidade 

aparente (log Papp, cm/s), cujo valor limite, que indica a capacidade de absorção intestinal, é 

superior a 0,9 cm/s. Apenas o eucaliptol apresentou baixa permeabilidade cutânea, com um 

parâmetro limite de logKp > -2. Os demais compostos apresentaram permeabilidades entre 

logKp -1,342 e 1,721. O limoneno e o eucaliptol foram considerados substratos para a 

glicoproteína P; no entanto, nenhum dos compostos foi considerado inibidor para os modelos 

de glicoproteína P I e glicoproteína P II. 

Para avaliar a distribuição dos compostos, utilizamos o VDss (Volume de Distribuição 

no Estado Estável), a fração livre no plasma e a permeabilidade da barreira hematoencefálica. 

O VDss é considerado baixo se inferior a 0,71 L/kg (Log VDss < -0,15) e alto se superior a 

2,81 L/kg (Log VDss > 0,45). β-pineno, eucaliptol e sabineno apresentaram os maiores 

índices de VDss, com valores acima de 0,19 log L/kg, indicando sua capacidade de se 

distribuir mais amplamente pelos tecidos. A fração livre do fármaco no plasma é essencial não 

apenas para avaliar a segurança e os efeitos adversos do medicamento, especialmente em 

pacientes com hipoalbuminemia. Todos os compostos foram capazes de atravessar a barreira 

hematoencefálica. Essa permeabilidade prevista à barreira hematoencefálica sugere que o 

composto possui propriedades farmacocinéticas potencialmente relevantes para aplicações no 

sistema nervoso central. No entanto, essa inferência baseia-se unicamente em previsões in 

silico e não fornece indícios diretos sobre a eficácia terapêutica em infecções do SNC, que 

dependem de validação experimental adicional. 

O metabolismo de fármacos envolve enzimas do citocromo P450. O limoneno foi o 

único composto que inibiu a isoforma CYP1A2, sugerindo que os outros compostos têm 
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atividade com toxicidade mínima. Nenhum dos fármacos foi previsto como substrato para a 

proteína OCT2 específica dos rins e, portanto, não são transportados por essa proteína, 

podendo ser eliminados por outras vias disponíveis, como bile, respiração, fezes e suor. 

Para avaliar a toxicidade, foram utilizados os parâmetros do AMES (Sistema de 

Avaliação de Mutagenicidade), que avaliam se um composto tem potencial mutagênico. O 

hERG é uma proteína que regula a atividade elétrica do coração. Inibidores dessa proteína 

levam a arritmias ventriculares que podem ser fatais. Portanto, avaliar a inibição do hERG I/II 

é um aspecto crítico do desenvolvimento de fármacos para evitar a cardiotoxicidade. O 

potencial citotóxico contra a pele e o fígado foi avaliado. Nenhum composto apresentou 

toxicidade usando os parâmetros do AMES, inibição do hERG I/II ou hepatotoxicidade. No 

entanto, limoneno, citronelal e eucaliptol foram avaliados como tóxicos para a pele. Portanto, 

esses compostos apresentam toxicidade seletiva, pois não afetam outros órgãos, como o 

coração e o fígado, em níveis que causam toxicidade sistêmica. 

 
Tabela 7. Predição ADMET dos compostos em maiores concentrações na constituição química dos óleos 

essenciais de C. limon e C. sinensis. 

 

  Limoneno β-pineno Citronelal Eucaliptol Sabineno Unidade 

Absorção 

Solubilidade 
em água 

-3,568 -4,191 -3,465 -2,630 -4,629 Numérico 
(log 
mol/L) 

Permeabilida
de Caco2 

1,401 1,385 1,503 1,485 1,404 Numérico 
(log Papp 
em 10⁻⁶ 
cm/s) 

Absorção 
intestinal 

95,898 95,525 95,359 96,505 95,356 Numérico 
(% 
absorvido) 

Permeabilida
de cutânea 

-1,721 -1,653 -1,386 -2,437 -1,342 Numérico 
(log Kp) 
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Substrato da 
P-gp 

Sim Não Não Sim Não Categórico 
(Sim/Não) 

Inibidor da 
P-gp I/II 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Distribuição 

Volume de 
distribuição 
(VDss, 
humano) 

0,396 0,685 0,192 0,491 0,566 Numérico 
(log L/kg) 

Fração não 
ligada 

0,480 0,350 0,420 0,553 0,295 Numérico 
(Fu) 

Permeabilida
de BBB 

0,732 0,818 0,648 0,368 0,836 Numérico 
(log BB) 

Permeabilida
de SNC 

-2,370 -1,857 -2,049 -2,972 -1,463 Numérico 
(log PS) 

Metabolismo 

Substrato 
CYP2D6 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Substrato 
CYP3A4 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Inibidor 
CYP1A2 

Sim Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Inibidor 
CYP2C19 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Inibidor 
CYP2C9 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 
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Inibidor 
CYP2D6 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Inibidor 
CYP3A4 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Excreção 

Depuração 
total 

0,213 0,030 0,476 1,009 0,071 Numérico 
(log 
ml/min/kg) 

Substrato 
OCT2 renal 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Toxicidade 

Toxicidade 
AMES 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Inibidores 
hERG I/II 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

Sensibilizaçã
o cutânea 

Sim Não Sim Sim Não Categórico 
(Sim/Não) 

Hepatotoxici
dade 

Não Não Não Não Não Categórico 
(Sim/Não) 

 

A absorção gastrointestinal e a passagem pela barreira hematoencefálica dos 

compostos selecionados também foram representadas pela previsão do ovo cozido (Figura 

19). Os compostos presentes na zona amarela do gráfico do ovo cozido podem permear a 

barreira hematoencefálica (BHE). Nesse caso, todos os compostos são capazes de atravessar a 

barreira, conforme previsto anteriormente pelas análises de distribuição ADMET. 
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Figura 19. Predição BOILED-Egg da capacidade de absorção gastrointestinal e da passagem pela barreira 

hematoencefálica pelos compostos dos óleos essenciais de Citrus. 

 

Os resultados da previsão farmacocinética deste estudo corroboram os obtidos por 

Sánchez-Martínez et al. (2021), que realizaram alterações in silico e testes experimentais de 

constituintes de Citrus, onde o limoneno e o β-pineno mostraram solubilidade em água e boa 

absorção intestinal, e que a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica e a 

distribuição tecidual são características observadas em monoterpenos de Citrus, além de baixa 

toxicidade. Assim, confirmando perfis seguros para uso como terapia alternativa. 

No entanto, apesar dos óleos demonstrarem ser eficientes e seguros de acordo com as 

propriedades ADMET, é importante destacar que existem limitações ao seu uso in silico para 

o estudo dessas propriedades. Entre essas limitações estão o pequeno tamanho dos bancos de 

dados de referência e o fato de que os presentes nesses bancos de dados podem ser muito 

simples e ter pouca semelhança com as estruturas modernas usadas em projetos de descoberta 

de fármacos (Niu et al., 2024). 
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7 CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os óleos essenciais de C. limon e 

C. sinensis exibem atividade antifúngica significativa contra C. albicans. Ambos contêm 

limoneno como composto majoritário, seguido por outros hidrocarbonetos monoterpênicos. 

Os óleos também apresentaram importante efeito sinérgico com o Fluconazol, o que abre 

novas possibilidades na terapia convencional, aumentando a eficácia e reduzindo a resistência 

do microrganismo. As propriedades ADMET dos compostos majoritários revelaram que os 

óleos são seguros e eficazes. Os dados de citotoxicidade também corroboram a segurança dos 

óleos, uma vez que apresentaram baixo efeito citotóxico sobre os eritrócitos. Os efeitos 

antiadesão e polimórficos reforçam os achados, atuando contra dois fatores de virulência que 

favorecem a patogenicidade de C. albicans. Essas propriedades tornam esses compostos 

candidatos promissores para uso em terapia de bloqueio de biofilme, que visa prevenir a 

formação desses biofilmes em dispositivos médicos ou tecidos humanos. No entanto, estudos 

futuros são necessários para investigar sua aplicação in vivo e elucidar os mecanismos 

moleculares envolvidos em sua ação antifúngica. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A - Gráficos dos perfis cromatográficos dos óleos essenciais 

 

Gráfico 1. Perfil cromatográfico do óleo essencial de C. limon. 

 

 

Gráfico 2. Perfil cromatográfico do óleo essencial de C. sinensis. 
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Some Candida species of clinical interest have undergone recent nomenclature 

changes. These yeasts have a high capacity to adhere to and infect host tissues, 

driven by their virulence factors, as well as by the incidence of antifungal 

resistance. This review aimed to analyze the taxonomic changes of the main 

species of clinical interest within the Candida genus, considering the clinical 

implications of their virulence factors and the main mechanisms of antifungal 

resistance. The research results allowed us to understand that the updated 

nomenclature of Candida species is essential to maintain the criteria that 

define a genus, organizing the species according to their phylogenetic and 

evolutionary characteristics. Understanding the virulence factors and resistance 

mechanisms of the different species of clinical interest helps us understand how 

infections are initiated and established, as well as how these same species behave 

to neutralize the action of antifungals. Therefore, integrating knowledge of 

taxonomy, virulence, and resistance profiles is crucial for effective strategies to 

control and treat fungal infections. 
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Introduction 

According to taxonomy, fungi are classified based on their phylogenetic characteristics, 

grouping organisms that share similar evolutionary traits. However, due to the complexity of 

fungi, taxonomic classification is subject to modifications over time to meet the criteria that 

define a genus. Some of the main Candida species have undergone changes in nomenclature, 
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being renamed, subdivided within species, and reallocated into new

clades (Kidd et al, 2023; Takashima and Sugita, 2022).

Yeasts of the genus Candida are unicellular microorganisms

with spherical or oval shapes that live in the environment or are

commonly part of the human microbiota, where they can be

opportunistic pathogens. Some species can alter their morphology

to a filamentous form, which is essential for adhesion and invasion

of host cells (Lim et al., 2021; Pappas et al., 2018). This ability to

perform morphological adaptations is one of the virulence factors

presented by the genus, which favors the survival of the species in

specific environments while facilitating superficial and invasive

infections (Pappas et al., 2018).

Candida spp. are gaining more attention due to their ability to

infect hosts and the high incidence of hospital-acquired invasive

infections. They are recognized as a major cause of morbidity and

mortality, stemming from their virulence factors that contribute to

decreasing or nullifying the effect of antifungals (Pappas et al., 2016,

Pappas et al, 2018). According to Baptista et al. (2020),

approximately 80% of fungal infections reported in tertiary

hospitals are attributed to yeast infections of the Candida genus.

Virulence factors not only increase the pathogenicity of

Candida spp. but may also contribute to the antifungal resistance

mechanisms developed by yeasts, allowing them to evade drug

action. Antifungal resistance can be intrinsic or acquired, with

reports of Candida spp. resistance to standard antifungals

recurring (Czajka et al., 2023; Pappas et al., 2018; Thanyasrisung

et al., 2023). Among the main antifungal resistance mechanisms

presented by the Candida genus are genetic and enzymatic

modifications, activation of efflux pumps, and those presented by

biofilms (Miron-Ocampo et al., 2023; Nett and Andes, 2020). In

view of the above, this review work aimed to analyze the taxonomic

changes of the main species of clinical interest of the Candida genus,

considering the clinical implications of their virulence factors and

the main mechanisms of resistance to antifungals.

Changes in Candida spp.
nomenclature

According to Kidd et al. (2023), over the past decade, fungal

nomenclature has undergone significant transformations. This is

due to advances in molecular technologies in taxonomy,

diagnostics, and epidemiology, all aimed at meeting the criteria

for defining a genus, such as monophyly, the range of species within

a genus, and shared evolutionary and phylogenetic characteristics.

Effective January 1, 2013, the practice of using different names for

the teleomorph (sexual) and anamorph (asexual) states of fungi was

prohibited. Therefore, mycologists must choose a single name from

among the many that often already exist for the same species

(Borman and Johnson, 2021).

The group of fungi that has undergone the most recent

reclassifications and is causing the greatest concern among

physicians and medical laboratories are the species of the genus

Candida (Kidd et al., 2023). The genus Candida belongs to the

phylum Ascomycota, class Saccharomycetes, and family

Debaryomycetaceae. Multigene phylogenetic analyses suggest that

the species of this genus can be grouped into more than 10 distinct

clades, with occasional name changes and intraspecies subdivisions

(Takashima and Sugita, 2022).

Among the species of clinical interest that have undergone

reclassification are Candida glabrata, Candida krusei, Candida

guilliermondii, and Candida lusitaniae, which are now named

Nakaseomyces glabrata (Nakaseomyces), Pichia kudriavzevii

(Pichiaceae), Meyerozyma guilliermondii (Debaryomycetaceae),

and Clavispora lusitaniae (Metschnikowiaceae), respectively (Kidd

et al., 2023; Takashima and Sugita, 2022). Candida parapsilosis has

also undergone recent changes, remaining in the same clade,

Lodderomyces, and has been subdivided into three: C. parapsilosis,

C. orthopsilosis, and C. metapsilosis, also known as the Candida

parapsilosis complex. The three species were organized as a single

species for a long time (Takashima and Sugita, 2022; Govrins and

Lass-Flörl, 2024).

The species C. albicans, C. parapsilosis, and C. tropicalis, which

belong to the Lodderomyces clade, one of the largest clades with

proven monophyly, retained the name Candida (Kidd et al., 2023;

Stavrou et al., 2019; Takashima and Sugita, 2022). Candida auris, a

multiresistant species, despite being part of theMetschnikovia clade,

retained the same name (Kidd et al., 2023). New changes were

made, and C. auris is now part of Candidozyma with the new

nomenclature of Candidozyma auris (Liu et al., 2024).

Main virulence factors

Adhesion

Adhesion to host cells represents a critical step in the

establishment of Candida spp. infections and is considered one of

the first and most important virulence factors of these opportunistic

yeasts. This process is mediated by specialized proteins called

adhesins, which are located on the fungal cell surface and

facilitate attachment to biotic and abiotic substrates (Nobile and

Johnson, 2015; Alim et al, 2018; Wall et al., 2019). An important

family of adhesins are the Als (Agglutinin-like sequence) proteins,

particularly Als1, Als3, and Als5, which have high binding affinity

for extracellular matrix components such as fibronectin, laminin,

and collagen, favoring adhesion to epithelial and endothelial cells.

Als expression is regulated by environmental factors and the

morphological state of the cell, being intensified during the

transition to the filamentous form (Lombardi et al., 2019; Oh

et al., 2021; Pokhrel et al., 2022; Bing et al., 2023).

C. albicans also contains adhesins of the Hwp (Hyphal wall

protein) family, which are associated with the formation of true

hyphae. The Hwp1 protein binds to host cells, enabling the

formation of covalent bonds between the fungus and epithelial

surface proteins. This interaction is highly stable and confers

adhesion that is resistant to fluid mechanics and the local

immune response. It is primarily expressed under conditions that

favor filamentous growth, such as the presence of serum and neutral

pH, commonly found in host tissues during the infection phase
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(Nobile and Johnson, 2015; Pokhrel et al., 2022; Wooten

et al., 2021).

N. glabrata, which does not form a filamentous structure,

presents a distinct pathogenic profile. The adhesion process is

mediated by a different family of adhesins, the EPA (Epithelial

adhesins) (Valotteau et al., 2019). EPA1, EPA6, and EPA7 are

primarily responsible for adhesion to human epithelial cells and

vascular endothelium. EPA1-mediated adhesion occurs through the

recognition of specific glycans on the surface of host cells,

functioning as a highly specific ligand (López-Fuentes et al., 2018;

Yu et al, 2018; Hassan et al, 2021).

Hydrolytic enzymes

The enzymes most frequently associated with the pathogenicity

of Candida spp. are proteinases (SAPs), which act on albumin, the

extracellular matrix, and host immunoglobulins. These enzymes are

important in the process of adhesion to substrates, helping Candida

species initiate the infectious process in host cells. They also have

the unique characteristic of favoring the formation of pseudohyphae

and hyphae, which are essential structures for tissue invasion

(Czechowicz et al., 2022; Silva-Rocha et al., 2015).

Phospholipases, which break the ester bonds of phospholipids,

facilitating yeast invasion. These enzymes are found on the surface

of yeast and in germ tubes, playing a crucial role in the

establishment of infection by degrading the phospholipid

membrane of host cells. This degradation results in altered

cellular characteristics, promoting greater adhesion of yeast to

epithelial cells and medical devices, such as catheters and

prostheses (Lim et al., 2021; Mroczyńska and Brillowska-

Dab̨rowska, 2021; Puello et al, 2023).

Lipase, which catalyzes the hydrolysis of triacylglycerols, and

hemolysins are used by Candida species to degrade hemoglobin,

promoting erythrocyte lysis, releasing iron, an essential nutrient for

the growth and maintenance of fungal cells, and contributing to the

survival of the pathogen in nutrient-limited environments (Lim

et al., 2021; Mroczyńska and Brillowska-Dab̨rowska, 2021; Nouraei

et al., 2020).

Polymorphism

Morphological change is a key process in the transition of most

Candida spp. from commensal to pathogenic, where the

filamentous form is essential for invasion into host cells and

medical devices. Among the species that can change their

morphology from yeast to pseudohyphae and true hyphae are C.

albicans and C. tropicalis, but to a lesser extent, thus being

polymorphic species (Czechowicz et al., 2022; Talapko et al.,

2021; Wu et al., 2016). C. albicans has the ability to form

structures called germ tubes, which are young true hyphae that

form when in contact with host blood cells, providing greater

adhesion to substrates (Jung et al., 2020; Trovato et al., 2020).

The only other species known to also have the ability to form a germ

tube is C. dubliniensis (Navarathna et al., 2016; Sampath

et al., 2017).

P. kudriavzevii, C. parapsilosis, and C. auris can produce

pseudohyphae and are considered dimorphic species (Czechowicz

et al., 2022; Du et al., 2020; Pitarch et al., 2018).N. glabrata develops

only in its yeast form (blastoconidia), which is also its pathogenic

morphology (Czechowicz et al., 2022; Pitarch et al., 2018). The

absence of morphological change directly influences its clinical

behavior and survival strategies in the host. The absence of

filamentous forms limits its direct invasive capacity in tissues

compared to other Candida species. However, N. glabrata

compensates for this limitation with increased adhesion capacity

to surfaces and formation of more resistant biofilms, factors that

make eradication of the infection difficult (López-Fuentes et al.,

2018; Olson et al, 2018; Yu et al, 2018; Frıás-De-León et al., 2021).

Biofilm

Biofilms are highly organized biological communities where

Candida spp. cells cluster together to form coordinated and

functional structures. The cells can be mixed, composed of yeast,

hyphae, and pseudohyphae, or solely yeast-like cells, such as the N.

glabrata biofilm. They are immersed in a self-secreted extracellular

matrix composed of proteins, carbohydrates, lipids, and DNA,

establishing a complex three-dimensional structure that favors the

entry of nutrients, the removal of waste, and the formation of

microniches within the biofilm (Alim et al, 2018; Ghannoum et al.,

2015; Silva et al., 2017; Wall et al., 2019).

These structures are regulated by a communication system

called quorum sensing, where the cells of the forming biofilm

communicate through lipid signals that control characteristics

such as survival, pathogenicity factors, virulence, and behaviors in

response to environmental conditions (Alim et al, 2018; Atriwal

et al., 2021; Wall et al., 2019). Their formation is regulated by

molecular processes in four distinct phases. Initially, yeast cells

adhere to a surface, forming a base for the biofilm; over time, the

cells proliferate and may develop filamentous structures,

contributing to biofilm stability. During the maturation phase, the

biofilm thickens due to the growth of the extracellular matrix, and

its organization becomes three-dimensional. Eventually, dispersion

occurs, in which cells detach from the biofilm and spread to other

locations (Alim et al, 2018; Wall et al., 2019; Atriwal et al., 2021).

Candida species have a remarkable ability to form biofilms and

are frequently found on hospital devices, dentures, prostheses, and

especially catheters. On catheters, biofilms can develop intra and

extraluminal adhesions (Alim et al, 2018; Atriwal et al., 2021; Silva

et al., 2017; Wall et al., 2019). Biofilm formation on medical devices

poses a significant clinical challenge, especially in hospital settings,

conferring resistance to antifungals and hindering the immune

system’s action, making infections persistent and difficult to treat

(Thomaz et al., 2018; Jung et al., 2020; Melo et al., 2023).

Biofilm formation is one of the main reasons for antifungal

treatment failure, as biofilm cells are protected from environmental

stress and host defenses (Alim et al, 2018; Wall et al., 2019). Biofilms
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are difficult to treat due to their physical and genetic properties,

presenting three main resistance mechanisms: the extracellular

matrix that protects the cells, hindering the action of host defense

cells and antifungal therapy; persister cells that acquire tolerance

due to prolonged exposure to antifungals; and the activation of

efflux pumps that occur during the primary stage of biofilm

formation, adhesion (Nobile and Johnson, 2015; Silva et al., 2017;

Atriwal et al., 2021; Kaur and Nobile, 2023).

Main mechanisms of planktonic cell
resistance

The three main classes of antifungals are azoles, polyenes, and

echinocandins, which have distinct targets of action. Azoles inhibit

the fungal enzyme lanosterol 14-a-demethylase, encoded by the

cytochrome P450 gene ERG11, which is the enzyme involved in

ergosterol synthesis (Chang et al., 2017; Salazar et al., 2020). Among

polyenes, the most commonly used drug is Amphotericin B; its

mechanism of action is fungal cell death through the formation of

pores in ergosterol-containing membranes (Chang et al., 2017;

Salazar et al., 2020). And echinocandins act by inhibiting b-1,3-
glucan synthase, an enzyme complex that acts in the synthesis of the

fungal cell wall (Chang et al., 2017).

The resistance mechanisms developed by Candida species to

antifungal classes may occur due to mutations in the ERG genes,

reducing the effectiveness of azoles, or by amino acid substitutions near

the 14-a-demethylase binding site and by activation of efflux pumps

(Campoy and Adrio, 2017; Housť ̌ et al, 2020; Salazar et al., 2020).

Resistance to polyenes is considered very rare (Chang et al., 2017;

Salazar et al., 2020), but the mechanisms involved are alterations that

result from mutations in the ERG3 genes (Chang et al., 2017; Housť ̌
et al, 2020; Salazar et al., 2020). The mechanisms of resistance to

echinocandins are mutations in the FKS1 and FKS2 genes that result in

amino acid substitutions in Hs1 and Hs2, which are called “hotspots”,

which are regions of the FKS genes that act in the synthesis of the

fungal cell wall (Chang et al., 2017; Daneshnia et al., 2023).

Discussion

According to Gabaldón et al (2016), Candida species are

distributed throughout the Saccharomycotina phylogeny, present

in most clades, and generally mixed with species from other genera,

highlighting polyphyly, which differs from the criteria for genus

definition. To adhere to taxonomic principles, new redefinitions are

necessary so that species are organized within clades that suit their

evolutionary and phylogenetic characteristics.

Adhesion mechanisms have important clinical implications that

facilitate infection persistence. Their action in conjunction with

hydrolytic enzymes contributes to evading the host’s immune

response by modifying the local microenvironment (Talapko

et al., 2021; Branco et al, 2023). Morphological transition is a key

factor in the pathogenicity of most Candida species of clinical

interest, associated with greater antifungal resistance, especially in

biofilm infections. Therefore, they represent potential targets for

new therapeutic strategies aimed at returning to the commensal

stage and preventing biofilm formation.

Biofilm characteristics can vary according to the Candida

species, presenting different responses to available therapies. In

the study by Alves et al. (2023), the biofilm formed by isolates

obtained from children had higher biomass and a matrix

composition richer in polysaccharides than that isolated from

adults. P. kudriavzevii was the most frequently isolated species in

the children’s oral microbiota, and strains of this species also had

higher biofilm biomass. The most frequently isolated species in

adults was C. albicans, but it had a lower biofilm-forming capacity.

The susceptibility of Candida spp. to antimicrobials in the biofilm

of strains from the children’s group was directly associated with the

amount of protein/polysaccharides, whereas no such relationship

was observed in biofilms of strains from the adult group.

Fungal infections caused by planktonic cells intensify with

biofilm formation, especially on medical devices, requiring

differentiated therapeutic approaches. The activation and

upregulation of efflux pumps in planktonic cells is triggered by the

presence of antifungal drugs. In biofilm cells, this upregulation occurs

naturally from the first hours of adhesion and persists throughout

biofilm development, regardless of the presence of antifungal drugs

(Nobile and Johnson, 2015; Kaur and Nobile, 2023). The distinct

ways in which cells activate this mechanism help us understand the

molecular processes involved in Candida spp. resistance due to efflux

overexpression, demonstrating the essential need to develop clinical

strategies that can overcome this barrier, such as the use of specific

efflux inhibitors in combination with traditional antifungals.

Advances in molecular phylogeny and fungal taxonomy have

reshaped our understanding of Candida species, leading to more

than just name changes but also promoting the organization of

species according to their shared phylogenetic and evolutionary

characteristics. These changes reflect taxonomic advances, which,

while not directly reflected in the virulence profiles of Candida spp.,

are important for understanding the pathogenic profiles and

antifungal sensitivity/resistance across the various clades that

comprise the Candida genus. The sophisticated virulence factors

that favor immune evasion and prolong infections caused by

Candida spp. highlight the importance of continuous updating in

the medical and microbiological fields, revealing how evolutionary

knowledge directly impacts the control of fungal infections,

improving diagnosis, and tailoring therapies to the profiles of the

causative species, aiming to reduce morbidity and mortality

associated with fungal infections caused by these species.
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Lima, L. F. D., et al. (2023). Characterization of oral Candida spp. Biofilms in children
and adults carriers from eastern europe and south america. . Antibiotics 12, 797.
doi: 10.3390/antibiotics12050797

Atriwal, T., Azeem, K., Husain, F. M., Hussain, A., Khan, M. N., Alajmi, M. F., et al.
(2021). Mechanistic understanding of Candida albicans biofilm formation and
approaches for its inhibition. Front. Microbiol. 12. doi: 10.3389/fmicb.2021.638609

Baptista, K. C. C., Nascimento, K. F. do, Souza, S. J. P. de, Burci, L. M., Silva, F. B.,
et al. (2020). Infecções hospitalares por Candida sp. em pacientes internados em UTI.
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ABSTRACT

Candida albicans is an opportunistic pathogen whose virulence factors, such as polymorphism 

and biofilm formation, facilitate infection. Due to rising antifungal resistance, essential oils 

(EOs) from Citrus limon and Citrus sinensis are being investigated for their antimicrobial 
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potential. This study analyzes the chemical composition, antifungal activity against Candida 

albicans in planktonic and biofilm forms, cytotoxicity on human erythrocytes, and 

pharmacokinetic properties of Citrus limon and Citrus sinensis essential oils. The essential oils 

were extracted from the leaves by hydrodistillation, and their composition was analyzed by GC-

MS. Antifungal activity was assessed using broth microdilution and time-kill kinetics. 

Combined effects were assessed using checkerboard assays, while antibiofilm tests were 

evaluated using polystyrene plate assays and microscopy. Hemolytic activity tests were 

performed using percentage hemolysis. C. limon essential oil had limonene 40.8%, β-pinene 

16.5%, citronellal 12.3%, while C. sinensis had limonene 36.7%, β-pinene 14.6% and 

eucalyptol 10.5% as its main constituents. The MIC was 0.312–1.25 mg/mL, with kill kinetics 

of up to 10 h. It showed additive effects for C. limon/fluconazole and synergistic effects for C. 

sinensis/fluconazole. It exhibited anti-adhesion and anti-polymorphism effects, inhibiting 

biofilm formation. It also exhibited low cytotoxicity, with an LC50 of 14,000 μg/mL for C. limon 

and 13,000 μg/mL for C. sinensis. ADMET and BOILED-egg pharmacokinetic predictions 

indicated safety for systemic use, with caution for topical application of limonene, citronellal, 

and eucalyptol. Both EOs exhibited strong anti-Candida activity with minimal cytotoxicity. Its 

additive/synergistic effects with fluconazole highlight its potential as an alternative or adjuvant 

therapy against C. albicans infections.

Keywords: Candida albicans; virulence; antifungal activity; Citrus limon; Citrus sinensis; 

Rutaceae.

Introduction

Candida albicans is a polymorphic yeast capable of alternating its morphology from 

yeast (blastoconidia) to filamentous forms, true hyphae, and pseudohyphae. This morphological 
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change is induced by environmental conditions, such as changes in pH and temperature. The 

species colonizes the human microbiota, playing important roles in maintaining the host's 

internal balance, but is opportunistic, becoming pathogenic when there is an imbalance in the 

host-parasite binomial. The literature describes 15 species of the Candida genus as human 

pathogens, with C. albicans being the most prevalent species among the strains isolated from 

patients with candidemia [1,2].

The ability of C. albicans to cause infections stems from its virulence mechanisms, such 

as the ability to form hyphae and pseudohyphae, and the production of proteinase and 

phospholipase enzymes, which help fungal cells adhere to host cells and medical devices. This 

adhesion ability is another virulence factor. It also possesses the ability to invade host cells and 

subsequently form biofilms [3].

Biofilms are organized microbial communities formed by a single or multiple species, 

attached to biotic or abiotic substrates, surrounded by an extracellular matrix composed of 

polysaccharide substances produced by the cells themselves, which protect them from external 

stresses. Once mature, biofilms release planktonic cells to initiate new infection sites, thus 

hindering drug action and potentially leading to antimicrobial resistance. C. albicans biofilms 

present cells with hyphal and/or pseudohyphal morphology, increasing their ability to cause 

infections by facilitating invasion of host cells [4].

Antifungal resistance is multifactorial, being related to different resistance mechanisms 

depending on the fungal species and antifungal class, and is classified as intrinsic or acquired. 

Intrinsic resistance is a phenotypic characteristic that confers resistance before exposure to the 

antifungal, while acquired resistance occurs after exposure to the antifungal, where surviving 

microorganisms develop epigenetic alterations, becoming resistant [5,6]. Antifungal treatment 

is limited to only four classes of antifungals: azoles, polyenes, echinocandins, and pyrimidine 

analogs [5]. Antifungal resistance in C. albicans is more common with azole compounds, which 
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are the first-line treatment. One mechanism of resistance to azoles involves mutations in the 

ERG11, which encodes ergosterol biosynthesis. And the MDR1, CDR1, and CDR2 genes that 

trigger the activation of efflux pumps [7].

Another limiting factor in antifungal treatment is the toxicity of conventional antifungals 

to human cells, such as amphotericin B, which presents rare cases of antifungal resistance but 

has high nephrotoxicity and hepatotoxicity [6]. Antifungal treatment in general is 

hepatocytotoxic due to the similarity of fungal cells to mammalian cells, thus presenting mild 

and even more severe effects depending on the dose and duration of treatment [6,8]. 

The search for therapeutic alternatives to treat microbial infections has driven the 

exploration of the biological activities of natural products, such as essential oils, with reports in 

the literature of broad-spectrum biological activities [9]. Citrus limon (L.) Burm. f. and Citrus 

sinensis (L.) Osbeck, belonging to the Rutaceae family, popularly known as Sicilian lemon and 

sweet orange, respectively, have been used in folk medicine for centuries to treat a wide range 

of health conditions. The essential oil of C. limon is used for coughs. The juice is traditionally 

used to treat scurvy, sore throat, fever, rheumatism, hypertension, chest pain, the common cold, 

and menstrual cramps [10]. C. sinensis has been used traditionally to treat ailments like 

constipation, cramps, colic, diarrhea, bronchitis, tuberculosis, cough, cold, obesity, menstrual 

disorders, angina, hypertension, anxiety, depression, and stress [11]. 

The essential oils of these plants exhibit multiple biological activities, including 

antibacterial, antiviral, fungicidal, and antioxidant effects, due to their richness in flavonoids, 

volatile compounds, coumarins, and pectins. With limonene described as the major compound 

of Citrus spp. [12,13]. However, there are records of essential oils with anti-Candida activity 

from Citrus sinensis in which the major compound is sabinene, not limonene [14]. Antibiofilm 

activity against Candida is associated with both Citrus delicius essential oil and limonene 
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[15,16]. In both cases, an anti-adhesion effect is observed in the initial phase of biofilm 

formation. Furthermore, limonene also exhibits activity against mature biofilm [16].

Given the problems of resistance and toxicity that reduce success in the treatment of 

systemic fungal infections, research with essential oils to evaluate their antifungal activities 

aimed at the virulence factors of the species is important and interesting in the search for new 

antifungal therapies. This study aimed to analyze the chemical composition and antifungal 

activity of essential oils from leaves of Citrus limon and Citrus sinensis against Candida 

albicans in planktonic and biofilm forms. In addition, it was also analyzed the cytotoxic 

potential against human erythrocytes and its molecular mechanism and pharmacokinetic profile 

using in silico approaches.

Results and Discussion

C. limon essential oil had a yield of 0.49% (v/w) and a density of 0.874 g/mL. 

Meanwhile, C. sinensis essential oil had a yield of 0.51% and a density of 0.795 g/mL. 

Regarding the visual characteristics of the essential oils, both were clear and slightly yellowish, 

C. limon with a strong aroma characteristic of the species, and C. sinensis with a more subtle 

aroma. Regarding the analysis of the chemical components of the essential oils, limonene was 

identified as the major compound in both EOs, with 40.81% for C. limon and 36.69% for C. 

sinensis (Table 1). The constituents β-pinene, citronellal, eucalyptol, and sabinene are also 

present in larger quantities in both essential oils, with variations (Table 1). The literature 

describes that Citrus essential oils have chemical compositions rich in limonene, but there are 

also essential oils where the major compounds with the highest percentages are 2-β-pinene and 

δ-3-carene [17,18].

The essential oils showed antifungal activity against all strains tested (Table 2), where 

C. limon showed a MIC ranging from 0.625-0.312 mg/mL and a MFC of 1.25-0.312 mg/mL. 
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C. sinensis showed a MIC ranging from 1.25-0.625 mg/mL and a MFC of 1.25 mg/mL for the 

strains tested. Limonene, on the other hand, had a MIC between 2.5-1.25 mg/mL and a MFC 

of 2.5 mg/mL. The results of the control tests with the antifungals amphotericin B and 

fluconazole were MIC and MFC of 0.5 μg/mL for all strains tested with amphotericin B, and 

those of fluconazole were MIC ranging from 1-2 μg/mL and MFC between 4-8 μg/mL. The 

results of limonene demonstrate that despite being the major compound of EOs, it alone 

presents lower antifungal activity than the essential oils themselves. This can be explained by 

the fact that the overall performance of essential oils is often attributed to synergistic or additive 

interactions between their primary and secondary constituents [19].

The essential oils showed similar time-to-kill kinetics, where after 10 h the compounds 

killed 100% of the treated cells (Figure 1a). After 8 h of treatment, C. limon and C. sinensis 

reduced 27.65% and 25.6% of the cells, respectively. Amphotericin B reduced 43.75% of the 

cells after 4 h, and after 8 h of treatment, it eliminated 100% of the cells. Fluconazole reduced 

34.04% after 8 h and, after 24 h, eliminated 48.94% of the cells (Figure 1a). Regarding the 

analysis of the morphology of the treated cells, it was possible to observe that the colonies of 

the C. limon and amphotericin B treatments decreased in size until they no longer showed any 

growth. C. sinensis did not show any changes in colony size reduction, but they did not show 

any further growth after 10 h. Fluconazole reduced colony size but showed growth after 24 h 

(Figure 1b). The results of the EOs showed a fungicidal effect very similar to that of 

amphotericin B, eliminating 100% of the cells after 10 h of treatment, while amphotericin B 

showed this effect after 8 h of treatment. Thakre and collaborators [20] tested the effect of 

limonene on C. albicans in planktonic and biofilm forms. Limonene induced damage to the cell 

wall and cell membrane, leading to oxidative stress, and causing DNA damage as well as 

inducing apoptosis in C. albicans.
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The combinations of essential oils with amphotericin B showed indifferent results 

(Table 3), that is, the combination of the compounds did not result in modulation. However, the 

combinations with fluconazole showed a synergistic effect for the combination with C. sinensis 

and an additive effect for the combination with C. limon (Table 3). In the combination of 

essential oils, the result was indifferent (Table 3). The synergistic effects obtained in the 

combination of C. sinensis with fluconazole and the additive of C. limon with fluconazole are 

promising, since they managed to reduce the MIC of both compounds for the strain tested. This 

demonstrates that both essential oils could be used as an alternative therapy combined with 

fluconazole, thus reducing the dose of the conventional antifungal during the patient's 

treatment. fluconazole, an antifungal agent of the azole class of compounds, is one of the first-

line treatments for fungal infections. However, its prolonged use is related to an increase in 

acquired antifungal resistance in C. albicans [21,22]. Fluconazole is already administered in 

the therapy of fungal infections in combination with other antifungal agents to enhance its effect 

and thus reduce the use of others that have higher cytotoxicity, such as amphotericin B [23]. 

Therefore, the combination of essential oils with fluconazole would reduce the length of the 

patient's hospital stay and the chances of the patient having adverse effects due to prolonged 

use of the standard antifungal agent and acquired antifungal resistance.

To our knowledge, combinations of these essential oils (EOs) and antifungals 

(fluconazole and amphotericin B) have not been previously investigated against Candida 

albicans. However, these oils are characterized by a large amount of limonene, which also has 

an antimicrobial effect and reported synergistic interactions with fluconazole. This compound 

increases the effectiveness of fluconazole by promoting chemosensitization of Candida cells to 

the antifungal [24]. Synergy with fluconazole is frequently observed with essential oils from 

various plants [25,26], while synergy with amphotericin B (a polyene) appears to be less 

consistent, often showing indifferent [27], and even antagonistic [28] effects across studies.
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Biofilm cells treated with C. limon showed 74.54% inhibition of adhesion at the MIC 

concentration, 87.36% at 2xMIC, and 91.58% at 4xMIC. C. sinensis showed 82.42% inhibition 

at the MIC concentration, 91.95% at 2xMIC, and 92.31% at 4xMIC. Amphotericin B, at the 

MIC, eliminated 74.36% of the cells, 83.7% at 2xMIC, and 89.2% at 4xMIC. Fluconazole 

treatments showed 72.35% inhibition at all concentrations tested (Figure 2a). The anti-adhesion 

effects that EOs presented are important to prevent biofilm formation. With C. sinensis 

presenting better anti-adhesion results than C. limon, even though the MIC of C. limon is lower 

than that of C. sinensis. Adhesion is one of the main virulence factors of C. albicans and one 

of the initiators of infectious foci [29].

Regarding the eradication of mature biofilm, the compounds did not show significant 

reduction against mature biomass compared to growth controls. C. limon eliminated only 

19.95% in MIC, 27.5% in 2xMIC, and 33.69% in 4xMIC. C. sinensis did not show inhibition 

in MIC, in 2xMIC it eliminated 28.84%, and in 4xMIC 40.97%. In the treatment controls with 

Amphotericin B, it reduced 25.88% in MIC, 46.1% in 2xMIC, and 46.37% in 4xMIC. 

Fluconazole did not show inhibition in any of the treatments (Figure 2b). Biofilm cells are 

protected from external actions, and once the biofilm is formed, it becomes more difficult to 

kill the cells due to their high resistance, since the biofilm has its own antifungal resistance 

mechanisms, such as the extracellular matrix, which limits drugs from binding to the sites of 

action. In this context, although the compound did not show significant activity in eliminating 

mature biofilm, it demonstrated a strong anti-adhesion effect. These anti-adhesion properties of 

Citrus essential oils against C. albicans demonstrate that they are good alternatives for blocking 

therapy. In clinical practice, blocking therapy is an alternative to prevent biofilm formation on 

catheters or when catheter replacement is not possible. It prevents infection from progressing 

and further hindering therapy due to biofilm formation [30].
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Microscopy of cells treated with the compounds to evaluate the effects on the 

morphology of C. albicans showed that the essential oils, in addition to inhibiting biofilm 

formation, were able to act on polymorphism, inhibiting the formation of hyphae and 

pseudohyphae at all concentrations tested (Figure 3). The effects of Citrus oils were similar to 

those of amphotericin B, unlike fluconazole, which still showed hyphae formation at a 

concentration of 2xMIC (Figure 3). The morphological change of C. albicans from 

blastoconidium to filamentous is fundamental for its opportunistic pathogenicity. Filamentous 

structures are necessary for the invasion of fungal cells into host cells and act in the structuring 

of the biofilm, forming a three-dimensional structure and increasing the thickness of the 

extracellular matrix, thus protecting the cells from the action of drugs [29,31]. Ahmedi and 

colleagues [32] verified that limonene has the ability to inhibit adhesin and hyphal transition 

enzymes, preventing biofilm formation in C. albicans. Thus, the fungicidal effect exhibited by 

Citrus essential oils is related to their main component. This suggests that Citrus essential oils 

exhibit mechanisms of action with affinity for adhesins and polymorphic enzymes of C. 

albicans. The effects presented by EOs are promising for combating the virulence of C. 

albicans, preventing opportunistic pathogenicity by inhibiting polymorphism and adhesion, 

and, consequently, biofilm formation.

The evaluation of the effects of Citrus on the treated mature biofilm cells showed that 

EOs were able to slightly alter the morphology. It was possible to observe that they reduced the 

biomass density already in the CIM treatment, and in 4xCIM the cells are further apart, but 

there are still cells with filamentous morphology (Figure 3). The observed reductions are small 

compared to the growth control, but the results of the EO treatments were again similar to those 

of amphotericin B (Figure 3). Radithia and colleagues [33] observed that the essential oil from 

C. limon bark damaged the extracellular matrix structure of the C. albicans biofilm. This was 

achieved by disrupting the chitin bond in the 1,3-β-glucan composition and inhibiting chitinase 
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synthesis in the formation of the extracellular matrix, thus interrupting hyphal formation. The 

authors associate this effect with limonene.

For hemolytic activity, the EOs presented LC50 values higher than those of the two 

antifungals, with C. limon presenting hemolysis at 14,000 μg/mL and C. sinensis at 13,000 

μg/mL, while amphotericin B was at 156 μg/mL and fluconazole at 6,000 μg/mL (Figure 4). 

Presenting lower cytotoxicity compared to the two antifungals, C. limon showed an LC50 

approximately 40x higher than the MIC of strain ATCC 90028, which is 0.312 mg/mL, and C. 

sinensis 10x higher than the MIC for the same strain, which is 1.25 mg/mL. Cavalcante and 

contributors [34] evaluated the hemolysis values of amphotericin B, where the antifungal was 

able to promote 70% hemolysis at a concentration of 12.5 μg/mL. For fluconazole, no studies 

were found with human erythrocytes. The results obtained in this study demonstrate that EOs 

have safe cytotoxicity ranges, being promising therapeutic potentials.

Pharmacokinetic predictions were performed for the major compounds present in Citrus 

species (Table 4). All compounds showed high water solubility, with values ≤ 4 indicating 

soluble compounds. All compounds also showed excellent intestinal absorption values, well 

above the 30% threshold that indicates absorption by the small intestine. Another parameter for 

assessing intestinal absorption is CaCO₂ permeability, calculated as the logarithm of the 

apparent permeability coefficient (log Papp, cm/s), whose threshold value, which indicates 

intestinal absorption capacity, is above 0.9 cm/s. Only eucalyptol showed low skin 

permeability, with a threshold parameter of logKp > -2. The remaining compounds showed 

permeabilities between logKp -1.342 and 1.721. Limonene and eucalyptol were considered 

substrates for P-glycoprotein; however, neither compound was found to be an inhibitor for the 

P-glycoprotein I and P-glycoprotein II models.              

To assess compound distribution, we used VDss (Volume of Distribution at Steady 

State), the unbound fraction in plasma, and blood-brain barrier permeability. VDss is 
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considered low if less than 0.71 L/kg (Log VDss < -0.15) and high if above 2.81 L/kg (Log 

VDss > 0.45). β-pinene, eucalyptol, and sabinene presented the highest VDss indices, with 

values above 0.19 log L/kg, indicating their ability to distribute more widely across tissues. The 

unbound fraction of the drug in plasma is essential not only for assessing drug safety and 

adverse effects, especially in patients with hypoalbuminemia. All compounds were able to cross 

the blood-brain barrier.  This predicted permeability to the blood-brain barrier suggests that the 

compound has potentially relevant pharmacokinetic properties for applications in the central 

nervous system. However, this inference is based solely on in silico predictions and does not 

provide direct clues about therapeutic efficacy in CNS infections, which depend on further 

experimental validation.

Drug metabolism involves cytochrome P450 enzymes. Limonene was the only 

compound that inhibited the CYP1A2 isoform, suggesting that the other compounds have 

activity with minimal toxicity. None of the drugs were predicted to be substrates for the kidney-

specific protein OCT2 and, therefore, are not transported by this protein, possibly being 

eliminated through other available pathways, such as bile, breath, feces, and sweat.

To assess toxicity, the AMES (Mutagenicity Evaluation System) parameters were used, 

which assess whether a compound has mutagenic potential. hERG is a protein that regulates the 

heart's electrical activity. Inhibitors of this protein lead to ventricular arrhythmias that can be 

fatal. Therefore, assessing hERG I/II inhibition is a critical aspect of drug development to avoid 

cardiotoxicity. Cytotoxic potential against the skin and liver was evaluated. No compound 

showed toxicity using the AMES parameters, hERG I/II inhibition, or hepatotoxicity. However, 

limonene, citronellal, and eucalyptol were evaluated as toxic to the skin. Therefore, these 

compounds have selective toxicity, as they do not affect other organs, such as the heart and 

liver, at levels that cause systemic toxicity.
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Gastrointestinal absorption and blood-brain barrier passage of the selected compounds 

were also represented by the boiled egg prediction (Figure 5). The compounds present in the 

yellow zone in the boiled-egg plot can permeate the blood-brain barrier (BBB). In this case, all 

compounds are capable of crossing the barrier, as previously predicted by ADMET distribution 

analyses.

The pharmacokinetic prediction results of this study corroborate those obtained by 

Sánchez-Martínez and contributors [35], who performed in silico predictions and experimental 

tests of Citrus constituents, where limonene and β-pinene showed water solubility and good 

intestinal absorption, and that the ability to cross the blood-brain barrier and tissue distribution 

are characteristics observed in Citrus monoterpenes, in addition to low toxicity. Thus, 

confirming safe profiles for use as alternative therapy.

However, despite the oils proving to be efficient and safe according to ADMET 

properties, it is important to highlight that there are limitations to their in silico use for studying 

these properties. Among these limitations are the small size of reference databases and the fact 

that the compounds present in these databases may be very simple and bear little resemblance 

to the modern structures typically used in drug discovery projects [36].

The results obtained in this study demonstrate that the essential oils of C. limon and C. 

sinensis exhibit significant antifungal activity against C. albicans. Both contain limonene as the 

major compound, followed by other monoterpenic hydrocarbons. The oils also showed an 

important synergistic effect with fluconazole, which opens new possibilities within 

conventional therapy, increasing efficacy and reducing microorganism resistance. The ADMET 

properties of the major compounds revealed that the oils were safe and effective. Cytotoxicity 

data also corroborate the safety of the oils, as they showed a low cytotoxic effect on 

erythrocytes. The anti-adhesive and polymorphic effects reinforce the findings, acting against 

two virulence factors that favor the pathogenicity of C. albicans. These properties make these 
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compounds promising candidates for use in biofilm blocking therapy, which aims to prevent 

the formation of these biofilms on medical devices or human tissues. However, future studies 

are needed to investigate their in vivo application and elucidate the molecular mechanisms 

involved in their antifungal action.

Material and Methods

Plant material

The leaves of C. limon and C. sinensis were collected, in the morning, on a property in 

the city of Sobral-CE (3°39’32.1”S, 40°22’58.1”W), during the rainy season, in March 2023. 

The leaves were immediately taken for extraction and  one sample was sent to the Professor 

Francisco José de Abreu Matos Herbarium (HUVA) of the Vale do Acaraú State University, 

where it was authenticated and a supporting specimen deposited (HUVA nº. 27038 of Citrus 

limon and HUVA nº. 27037 of Citrus sinensis).

Extraction of the essential oils

Fresh leaves of C. limon (405 g) and C. sinensis (349 g) were subjected to 

hydrodistillation for 2 hours in a Clevenger-type dosing device. The essential oils were dried 

over anhydrous Na2SO4 (~1g) filtered, and stored in a sealed bottle at 4°C. The yield was 

determined by the ratio of the final quantity of essential oil obtained and the mass of fresh leaves 

used in the extraction: R=[v(mL)/w(g)]*100. And the density was determined by the 

calculation: D=m(g)/v(mL).

Analysis of the chemical constituents by GC-MS

GC-MS analysis was performed on an Agilent instrument model GC-7890B/MSD-

5977A (quadrupole), with electron impact at 70 eV, HP-5MS column (30 m x 0.25 mm x 0.25 
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μm, Agilent), helium carrier gas with a flow of 1.00 mL/min injector temperature 250°C, 

detector temperature 150°C and ion source 230°C, transfer line temperature 280°C. 

Chromatographic oven programming: initial temperature of 70°C, with a heating ramp of 

4°C.min-1 to 180 °C and an increase of 10°C/min to 250°C at the end of the run (34.5 min). The 

identification of the compounds was performed by analyzing the fragmentation patterns 

displayed in the mass spectra with those present in the database provided by the equipment 

(NIST version 2.0 of 2012 – 243,893 compounds), and literature data [37].

Candida albicans strains

The standard strain of C. albicans was obtained from the American Type Culture 

Collection (ATCC 90028). The clinical isolates LABMIC 0102, LABMIC 0104, and LABMIC 

0105 were obtained from Santa Casa de Misericórdia Hospital in Sobral (Ceará, Brazil) with 

ethics committee number 644,365. The strains LABMIC 0134, LABMIC 0135, and LABMIC 

0136 were isolated from HIV-positive patients and provided by the Mycoteca of UNILAB - 

International Integration of Afro-Brazilian Lusophony University (Ceará, Brazil). All strains 

were previously identified by the Vitek 2 system, and by chromogenic means using 

CHROMagar-Candida medium. These strains were stored in the microbiology laboratory of 

Acaraú Valley State University, where they were maintained on Sabouraud dextrose agar 

(SDA).

Broth microdilution method

The broth microdilution test was performed according to CLSI M27-A3 [38] standard, 

with modification. C. albicans strains were grown in Sabouraud Dextrose Agar (SDA) tubes 

and incubated for 24 h at 37°C. The inoculum was prepared using the McFarland 0.5 scale (106 

CFU/mL), followed by a dilution in RPMI-1640 of 1:2000 (2 × 102 CFU/mL). The compounds 
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were diluted to a concentration of 10 mg/mL with RPMI-1640 and 5% DMSO (v/v). In 96-well 

U-bottom plates, 100 μL of RPMI were distributed in all wells. Then, 100 μL of the compounds 

were added, and serial dilutions were performed in the concentration range of 10-0.004 mg/mL. 

Amphotericin B was used as a control in the concentration range of 16-0.25 μg/mL and 

fluconazole 64-0.5 μg/mL. The plates were incubated for 24 h at 37ºC. The minimum inhibitory 

concentration (MIC) was the lowest concentration at which no visual growth was observed on 

the plate. To determine the minimum fungicidal concentration (MFC) of the compounds, 50 μL 

aliquots of the medium present in the wells of the 96-well plate that did not show fungal growth 

were removed and plated on petri dishes with Sabouraud dextrose agar (SDA) culture medium. 

The plates were incubated at 37ºC for 24 h [39]. The experiment was performed in triplicate.

Time–kill assay

Suspensions of yeast strain ATCC 90028 diluted in RPMI-1640 medium with 2% 

MOPS, prepared using the McFarland scale 0.5 (106 CFU/mL), were added to 96-well plates. 

Then, treatments of each compound at inhibitory concentrations were added. The plates were 

incubated at 37°C for 24 h, and 100 μL aliquots were removed at predetermined times of 0, 4, 

8, 10, 12, and 24 h. The aliquots were serially diluted (four-fold) in saline solution and plated 

on plates containing Sabouraud dextrose agar (SDA) medium. The numbers of colonies were 

counted after incubation of the plates at 37°C for 24 h. At the time of death, 2 µL aliquots were 

removed from each of the treatments and added to the surface of plates with SDA. After the 

aliquots dried, the plates were incubated at 37°C for 24 h [40]. The CFU/mL was calculated as 

the average of two replicates, and results will be reported in log10 CFU/mL. The CFU/mL was 

calculated by multiplying the number of colonies by the inverse of the dilution and by the 

dilution factor 10.
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Checkerboard assays

For the assays, the yeast strain ATCC 90028 was used, where the turbidity of the fungal 

suspensions was prepared using the McFarland scale 0.5 (106 CFU/mL). The tested compounds 

were used at concentrations determined from their respective MICs. Initially, 50 µL of RPMI-

1640 medium was added to all 96 wells of the microdilution plate. Then, 50 µL of the essential 

oils were added, and serial dilutions were made from this concentration. Then, 50 µL of the 

commercial antifungals, amphotericin B and fluconazole, were added at different 

concentrations, which were serially diluted in falcon tubes. Finally, 100 µL of the inoculum 

was added to all wells. MIC controls were performed for each compound, in addition to the 

negative control containing only the medium and the positive growth control with medium and 

inoculum. The plates were incubated at 37ºC for 24 h. The interaction of the drugs was 

ascertained by calculating the fractional inhibitory concentration index (FICI). The FICI is 

calculated by adding the fractional inhibitory concentration (FIC) for each of the tested 

compounds, being defined as the addition of the MIC values of each drug in the combination 

divided by the MIC of the drug alone [41]. In the equations, A represents the essential oils and 

B the antifungal, fluconazole or amphotericin B.

Biofilm inhibition and eradication assay

Biofilm antiadhesion assays were evaluated by quantifying total biomass using crystal 

violet. Yeast strain ATCC 90028 was used, where the inoculum was suspended in RPMI-1640 

with 2% glucose and the concentration was adjusted in a spectrophotometer to 2×106 cells per 

mL. 100 µL of fungal suspension was added to the flat-bottomed polystyrene plate. After the 

inoculum, treatments of each compound were added at MIC, 2xMIC and 4xMIC 

concentrations. Biofilm formation controls were performed. The plates were incubated for 48 
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h at 37°C. After the incubation period, the plates were washed three times with 200 µL of saline 

to remove planktonic cells. The biofilm was fixed with 200 µL of methanol (99%) for 10 min, 

after which it was removed from the wells and allowed to dry. 200 µL of 1% (M/V) crystal 

violet was added to the wells for 10 min to stain the cells. They were then washed three times 

with sterile distilled water. After the plate was dry, 200 µL of 33% (v/v) acetic acid was added 

to the wells for 10 min to dissolve the dye present in the adhered cells. 150 µL was transferred 

to a new plate and the reading was taken on the spectrophotometer at 590 nm. The % biofilm 

inhibition was defined as: % = 100 – (OD of the treated sample/OD of the untreated positive 

control) x 100 [42]. For eradication of mature biofilm, 200 µL of fungal suspension were added 

to the wells of the polystyrene plate and incubated for 48 h at 37°C. After the incubation period, 

the wells were washed with saline to remove planktonic cells. Then, treatments of each 

compound were inserted at concentrations of MIC, 2xMIC and 4xMIC. The plate was then 

incubated again for 24 h at 37°C. Subsequently, the plate was washed again with saline and the 

same process was performed as previously described for reading in the spectrophotometer at 

590 nm. The results are expressed as the mean plus or minus the standard deviation of two 

independent experiments.

Effect of Citrus oils on the morphology of Candida albicans

The ability of essential oils to inhibit biofilm formation and their effect on the 

morphology of C. albicans were observed by light optical microscopy. For this, cultures of C. 

albicans ATCC 90028 were placed on coverslips, and the same treatments described in the in 

vitro biofilm adhesion inhibition assay were performed. The plates were incubated for 48 h at 

37°C. After the incubation period, the plates were washed three times with saline to remove 

planktonic cells, the biofilm was fixed with methanol (99%) for 10 min, and the cells were 

stained with 1% crystal violet (w/v) for 10 min. The coverslips were viewed under an inverted 
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light optical microscope at 400x [43]. For microscopy of mature biofilm eradication, cultures 

were placed on coverslips, and the plates were incubated for 48 h at 37°C. After the incubation 

period, the plates were washed three times with saline to remove planktonic cells, and 

treatments were added, as described in the mature biofilm assays. The plates were again 

incubated at 37°C for 24 h. The plates were washed three times with saline after the incubation 

period, and the same process as previously described for visualization of the coverslips was 

performed.

Hemolytic toxicity

Using EDTA tubes, 10 mL of fresh human blood was collected from a donor (ethics 

committee approval number 6,662,155) and centrifuged at 1000 g for 10 min at 4°C. After 

removal of plasma, the pellet containing red blood cells (RBCs) was washed five times with 

PBS and then resuspended in PBS to obtain a solution with 8% (v/v) erythrocytes. Aliquots of 

100 μL of this suspension were added to microcentrifuge tubes containing 100 μL of each 

compound diluted serially, with concentrations ranging from 20–0.039 mg/mL for EOs, 250–

30 μg/mL for amphotericin B, and 7,500–3,000 μg/mL for fluconazole. The final concentrations 

of the erythrocyte suspension were 4% (v/v). These suspensions were homogenized by 

vortexing and incubated for 2 h at 37°C. After the incubation time, the supernatants were 

transferred to a 96-well microdilution plate, and hemoglobin release was measured by 

absorbance at 540 nm. Triton X-100 at 1% and 4% (v/v) of RBCs in PBS without essential oils 

(untreated) were used as positive and negative controls, respectively. The percentage of 

hemolysis was calculated as [(Abs 540 nm treated - Abs 540 nm untreated) / (Abs 540 nm 1% 

Triton X-100 - Abs 540 nm untreated)] x 100, and the experiments were performed in triplicate 

[34].
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Statistical analysis

The biofilm assay data were submitted to one-way analysis of variance (ANOVA), 

followed by the Tukey multiple comparison test using GraphPad Prism version 8.0. 

Cytotoxicity was assessed by calculating the LC50 values. Initially the logarithmic 

transformation was performed and subsequent normalization of data percentage, where 

negative control (non-treated cells) optical density were stated as 100% of viability and Triton 

X-100 was considered as 100% mortality. The LC50 values obtained after treatment of cells 

with essential oils were calculated using a non-linear regression curve using the GraphPad 

Prism program with a confidence interval of 95%.

Pharmacokinetics

The compounds present in the chemical constitution of Citrus essential oils (EOs) were 

obtained from the PubChem database (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), in the canonical 

SMILES format (limonene CID: 22311; β-pinene CID: 14896; citronellal CID: 7794; 

eucalyptol CID: 2758; sabinene CID: 18818). The absorption, distribution, metabolism, and 

excretion (ADMET) properties were predicted using the pkCSM software 

(https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction) [44]. Additionally, the SwissADME software 

(http://www.swissadme.ch/) was used to generate the BOILED-Egg graph, which illustrates the 

ability of the compounds to interact with P-glycoprotein (P-gp) and cross the blood-brain and 

gastrointestinal barriers, in addition to providing parameters related to lipophilicity and polarity 

[45].
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Table 1. Chemical composition of the leaves of C. limon and C. sinensis.

Citrus limon  Citrus sinensis
Compounds 1IRcal

c

2IRlit Area (%) 1IRcalc
2IRlit Area (%)

α-Pinene
Sabinene
β-Pinene
Myrcene
o-Cymene
Limonene
Eucalyptol
delta-2-Carene
cis-Limonene oxide
cis-β-Ocimene
trans-β-Ocimene
Limonene epoxide
Citronellal
Terpinen-4-ol
α-Terpineol
Myrtenol
Citronellol
Neral
Geranial
cis-Pinocarvyl acetate
Myrtenyl acetate
Citronellyl acetate
β-Caryophyllene

936
976
981
992
-
1030
1033
-
-
1036
1046
-
1153
1180
1193
-
1229
1242
1272
-
-
1354
1421

932
969
974
988
-
1024
1026
-
-
1032
1044
-
1148
1174
1186
-
1223
1235
1264
-
-
1350
1417

1.65
7.1
16.49
1.12
-
40.81
7.83
-
-
0.53
1.82
-
12.29
0.51
2.2
-
0.6
2.27
2.57
-
-
0.62
0.79

936
975
981
992
1026
1030
1033
1102
1135
-
-
1139
1153
1180
1193
1199
1229
-
1272
1309
1324
1354
-

932
969
974
988
1022
1024
1026
1001
1132
-
-
1137
1148
1174
1186
1194
1223
-
1264
1311
1324
1350
-

1.28
5.85
14.61
0.71
0.73
36.69
10.48
1.15
2.74
-
-
1.36
8.88
0.54
2.57
0.5
0.53
-
1.35
1.37
0.72
1.11
-
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Caryophyllene oxide - - - 1584 1582 0.8

Total composition 99.20  93.97
1Calculated IR values.

²IR values from the literature (Adams, 2017).

Table 2. Result of the activity of the essential oils of C. limon and C. sinensis, and of the 

standard drugs, amphotericin B and fluconazole, against strains of C. albicans.

C. limon C. sinensis Limonene AMB FLC
Strains Source

MI
C

MF
C

MI
C

MF
C

MI
C

MF
C

MI
C

MF
C

MI
C

MF
C

ATCC 
90028

Culture 
collecti
on

0.31
2

0.62
5

1.25 1.25 2.5 2.5 0.5 0.5 1 4

LABMI
C 0102

Blood 
culture

0.31
2

0.62
5

0.62
5

1.25 2.5 2.5 0.5 0.5 2 8

LABMI
C 0104

Trachea
l 
aspirate

0.31
2

0.31
2

0.62
5

1.25 2.5 2.5 0.5 0.5 1 4

LABMI
C 0105

Blood 
culture

0.62
5

1.25 1.25 1.25 1.25 2.5 0.5 0.5 1 4

LABMI
C 0134

HIV+ 
oral 
mucosa

0.62
5

1.25 1.25 1.25 1.25 2.5 0.5 0.5 1 8

LABMI
C 0135

HIV+ 
oral 
mucosa

0.62
5

1.25 1.25 1.25 2.5 2.5 0.5 0.5 1 4

LABMI
C 0136

HIV+ 
oral 
mucosa

0.62
5

0.62
5

0.62
5

1.25 2.5 2.5 0.5 0.5 1 4

AMB:Amphotericin B; FLC:Fluconazole. The MICs and MFCs for EOs and limonene were 

determined in mg/mL, and for AMB and FLC in µg/mL.
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Table 3. Checkerboard test of the essential oils C. limon and C. sinensis combined with the 

antifungals amphotericin B and fluconazole and combined with each other against the strain of 

C. albicans ATCC 90028.

Combinations Individual Combined FICI Effect

C. limon
Amphotericin B

0.312
0.5

0.312
0.5

2 Indifferent

C. limon
Fluconazole

0.312
1

0.156
0.25

0.75 Additive

C. sinensis
Amphotericin B

1.25
0.5

1.25
0.5

2 Indifferent

C. sinensis
Fluconazole

1.25
1

0.156
0.25

0.37 Synergistic

C. limon
C.sinensis

0.312
1.25

0.312
1.25

2 Indifferent

FICI < or = 0.5, synergistic; FICI > 0.5 or < 1.0, additive; FICI > 1.0 and < or = 4.0 indifferent; 

and FICI > 4.0, antagonism.

Table 4. ADMET prediction of major compounds of essential oils from leaves of C. limon and 

C. sinensis.

Limonen
e β-pinene

Citronell
al

Eucalypt
ol Sabinene Unit

Absorption
Water 
solubility -3.568

-4.191
-3.465 -2.630 -4.629 Numeric (log mol/L)

Caco-
2  permea
bility 1.401 1.385 1.503 1.485

1.404
Numeric (log Papp in 
10-6 cm/s)

Intestinal 
absorptio
n 95.898

95.525

95.359 96.505

95.356
Numeric (% 
Absorbed)

Skin 
permeabil
ity -1.721 -1.653 -1.386

-2.437 -1.342

Numeric (log Kp)
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P-g 
substrate Yes No No Yes No Categorical (Yes/No)
P-gI/II 
inhibitor No No No

No
No Categorical (Yes/No)

Distribution
VDss 
(human) 0.396 0.685 0.192 0.491 0.566

Numeric (log L/kg)

Fraction 
unbound 0.480 0.350

0.420
0.553 0.295

Numeric (Fu)

BBB 
permeabil
ity 0.732 0.818 0.648 0.368 0.836 Numeric (log BB)
CNS 
permeabil
ity -2.370 -1.857 -2.049 -2.972 -1.463

Numeric (log PS)

Metabolism
CYP2D6 
substrate No No No No No

Categorical (Yes/No)

CYP3A4 
substrate No No No No No

Categorical (Yes/No)

CYP1A2 
inhibitor Yes No No No No

Categorical (Yes/No)

CYP2C1
9 
inhibitor No No No No No

Categorical (Yes/No)

CYP2C9 
inhibitor No No No No No

Categorical (Yes/No)

CYP2D6 
inhibitor No No No No No

Categorical (Yes/No)

CYP3A4 
inhibitor No No No No No

Categorical (Yes/No)

Excretion
Total 
Clearance 0.213 0.030 0.476 1.009 0.071

Numeric (log 
mL/min/kg)

Renal 
OCT2 
substrate No No No No No Categorical (Yes/No)

Toxicity
AMES 
toxicity No No No No No Categorical (Yes/No)
hERGI/II 
inhibitors No No No No No Categorical (Yes/No)
Skin 
sensitisati
on Yes No Yes Yes No Categorical (Yes/No)
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Hepatoto
xicity No No No No No Categorical (Yes/No)

Figure 1. (a) Time-kill curves of MICs of essential oils from leaves of C. limon (CL) and C. 

sinensis (CS) and antifungals amphotericin B (AMB) and fluconazole (FLC) against C. 

albicans ATCC 90028.  (b) Spotting of C. albicans colonies in SDA after treatment with 

essential oils, AMB and FLC up to 24h.

Figure 2. Effect of essential oils from leaves of C. limon and C. sinensis on inhibition of 

adhesion biofilm (a) and eradication of mature biofilm (b) of C. albicans. Data are expressed 

as mean ± standard deviation of crystal violet absorbance values. *(p < 0.1), ** (p < 0.01) and 

*** (p < 0.001)  relative to control (without treatment).

Figure 3. Biofilm adhesion inhibition and eradication of mature biofilm of C. albicans ATCC 

90028 strain treated with C. limon and C. sinensis essential oils and with the antifungals 

amphotericin B and fluconazole, viewed under a ZEISS Axio Observer inverted light 

microscope at 400x magnification. Controls (cells untreated). 

Figure 4. Cytotoxicity effect of C. limon [CL], C. sinensis [CS], amphotericin B [AMB] and 

fluconazole [FLC]. IC50 values are indicated at the top of the graph. The 95% confidence 

intervals for the oils were [CL]: 13.17 to 15.53, [CS]: 11.84 to 14.24 [AMB]: 152.7 to 159.4 

and [FLC]: 6,377 to 7,886. Results are given in percentages related to untreated control cells. 

Data are shown as the mean±standard deviation values of three replicates measurements.

Figure 5. BOILED-Egg to predict gastrointestinal absorption and blood-brain barrier 
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permeability of major compounds from the essential oils of the leaves of C. limon and C. 

sinensis.
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Figure 1. (a) Time-kill curves of MICs of essential oils from leaves of C. limon (CL) and C. sinensis (CS) and 
antifungals amphotericin B (AMB) and fluconazole (FLC) against C. albicans ATCC 90028.  (b) Spotting of C. 

albicans colonies in SDA after treatment with essential oils, AMB and FLC up to 24h. 
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Effect of essential oils from leaves of C. limon and C. sinensis on inhibition of adhesion biofilm (a) and 
eradication of mature biofilm (b) of C. albicans. Data are expressed as mean ± standard deviation of crystal 

violet absorbance values. *(p < 0.1), ** (p < 0.01) and *** (p < 0.001)  relative to control (without 
treatment). 
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Figure 3. Biofilm adhesion inhibition and eradication of mature biofilm of C. albicans ATCC 90028 strain 
treated with C. limon and C. sinensis essential oils and with the antifungals amphotericin B and fluconazole, 

viewed under a ZEISS Axio Observer inverted light microscope at 400x magnification. Controls (cells 
untreated). 
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Figure 4. Cytotoxicity effect of C. limon [CL], C. sinensis [CS], amphotericin B [AMB] and fluconazole [FLC]. 
IC50 values are indicated at the top of the graph. The 95% confidence intervals for the oils were [CL]: 13.17 

to 15.53, [CS]: 11.84 to 14.24 [AMB]: 152.7 to 159.4 and [FLC]: 6,377 to 7,886. Results are given in 
percentages related to untreated control cells. Data are shown as the mean±standard deviation values of 

three replicates measurements. 
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Figure 5. BOILED-Egg to predict gastrointestinal absorption and blood-brain barrier permeability of major 
compounds from the essential oils of the leaves of C. limon and C. sinensis. 
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