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                                                           RESUMO 

Candida albicans é uma levedura polimórfica encontrada em diferentes sítios 

anatômicos do ser humano como a cavidade oral, trato gastrointestinal e mucosa 

vaginal. Esta espécie é a mais virulenta e prevalente em diversos quadros de 

candidíase, como a candidíase oral. Entretando, em condições como 

imunossupressão associados aos fatores de virulência da espécie facilitam o 

estabelecimento e manutenção da infecção. Existem diversos estudos voltados à 

obtenção de compostos bioativos com ação antifúngica, porém poucos voltados 

para aplicação em fatores de virulência. O presente estudo tem como objetivo 

avaliar a ação do (-)-mirtenol em fatores de virulência de Candida albicans. Foram 

utilizadas 14 cepas de C. albicans, sendo 13 coletadas da mucosa oral de 

pacientes com candidíase bucal e 1 cepa de referência (ATCC 90028). Os fatores 

de virulência investigados foram morfogênese, produção de lipase e formação de 

biofilme. Todos os ensaios foram realizados na ausência e na presença do (-)- 

mirtenol, utilizando uma concentração inibitória mínima (CIM) de 256 μg/mL 

determinada pela técnica de microdiluição em microplacas de 96 poços. Em todas 

as condições avaliadas foi observada a ação do composto, interferindo na 

expressão dos fatores de virulência: atraso no processo formação de tubos 

germinativos (52% ± 10% vs. 28% ± 15%), redução da capacidade de 

filamentação (3,10 ± 0,46 vs. 2,58 ± 0,64) no meio líquido e sólido, e comprimento 

das hifas (92,09 ± 21,34 vs. 77,42 ± 17,56), bem como na formação de biofilme 

(0.18 ± 0,13 vs. 0,10 ± 0,10) para a maioria das cepas. O (-)-mirtenol também 

impediu a produção e secreção de lipases. Esse foi o primeiro estudo que avaliou 

a ação do (-)-mirtenol nos fatores de virulência em isolados clínicos orais de 

Candida albicans, mostrando haver nos ensaios de morfogênese realizados 

redução significativa na formação de tubo germinativo e filamentação e para a 

maioria dos isolados redução na formação de biofilme e secreção da enzima 

lipase. Com isso, é possível destacar o potencial que esse composto possui como 

recurso terapêutico na inibição do desenvolvimento da candidíase oral.  

 

Palavras-Chave: Candida albicans; Infecções oportunistas; Patogenicidade; 

Fitoquímicos; Mirtenol. 
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                                                     ABSTRACT 

Candida albicans is a polymorphic yeast found in different anatomical sites of the 

human body, such as the oral cavity, gastrointestinal tract, and vaginal mucosa. 

This species is the most virulent and prevalent in various cases of candidiasis, 

such as oral candidiasis. However, conditions like immunosuppression, combined 

with the virulence factors of the species, facilitate the establishment and 

maintenance of the infection. Several studies focus on obtaining bioactive 

compounds with antifungal action, but few are aimed at targeting virulence factors. 

The present study aims to evaluate the action of (-)-myrtenol on the virulence 

factors of Candida albicans. Fourteen strains of C. albicans were used, 13 of 

which were collected from the oral mucosa of patients with oral candidiasis, and 

one reference strain (ATCC 90028). The virulence factors investigated were 

morphogenesis, lipase production, and biofilm formation. All assays were 

performed in the absence and presence of (-)-myrtenol, using a minimum 

inhibitory concentration (MIC) of 256 μg/mL determined by the microdilution 

technique in 96-well microplates. In all evaluated conditions, the compound was 

found to interfere with the expression of virulence factors: delay in germ tube 

formation (52% ± 10% vs. 28% ± 15%), reduction in filamentation capacity (3.10 ± 

0.46 vs. 2.58 ± 0.64) in liquid and solid media, and hyphal length (92.09 ± 21.34 

vs. 77.42 ± 17.56), as well as biofilm formation (0.18 ± 0.13 vs. 0.10 ± 0.10) for 

most strains. (-)-myrtenol also prevented the production and secretion of lipases. 

This was the first study to evaluate the action of (-)-myrtenol on the virulence 

factors of oral clinical isolates of Candida albicans, showing a significant reduction 

in germ tube formation and filamentation in the morphogenesis assays and, for 

most isolates, a reduction in biofilm formation and lipase secretion. Therefore, it is 

possible to highlight the potential of this compound as a therapeutic resource in 

inhibiting the development of oral candidiasis. 

 

 

Keywords: Candida albicans; Opportunistic infections; Pathogenicity; 

Phytochemicals; Myrtenol 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os fungos são microrganismos eucariontes, heterótrofos e ubíquos, ou 

seja, que sobrevivem em diferentes ambientes como solo, água, plantas, animais 

e humanos. São seres que apresentam relevância no meio ambiente fazendo 

parte da decomposição da matéria orgânica. Na indústria alimentícia são 

utilizados na produção de queijos, bebidas alcoólicas e pães, além de serem 

essenciais na indústria farmacêutica na formulação de medicamentos como os 

antibióticos, a exemplo da penicilina.1 

Existem gêneros fúngicos como Histoplasma, Coccidioides e 

Paracoccidioides que são considerados patógenos primários, ou seja, podem 

desenvolver quadros infecciosos mesmo em indivíduos imunocompetentes. 

Outros são considerados como patógenos oportunistas, que mediante um 

desequilíbrio do sistema imunológico do indivíduo encontram condições para se 

multiplicarem e estabelecerem a infecção, é o caso de Aspergillus, Fusarium, 

Scedosporium e espécies de Candida2. Em relação ao gênero Candida, as 

principais espécies de interesse clínico são: Complexo Candida albicans, 

Nakaseomyces glabratus (C. glabrata), C. auris, C. tropicalis, Complexo C. 

parapsilosis e Pichia kudriavzevii (C. krusei). 1 

 C. albicans é a principal espécie do gênero, podendo apresentar três 

morfologias distintas: blastoconídio, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. No ser 

humano faz parte da microbiota da cavidade bucal, vagina e trato gastrointestinal. 

Apesar de ser uma levedura comensal, em condições predisponentes, como 

quadros de imunossupressão acarretados por HIV/AIDS, câncer, terapia 

antibiótica de amplo espectro, quimioterapia, dentre outros podem favorecer o 

desenvolvimento do quadro infeccioso denominado candidíase. 3 

A candidíase pode apresentar manifestações cutâneas, muco-cutâneas e 

sistêmicas, afetando áreas intertriginosas, unhas, mucosa oroesofágica e vaginal, 

além de em casos mais graves, por meio de disseminação hematogênica, 

comprometer diversos órgãos, podendo acarretar o óbito do paciente 2 

No que diz respeito à cavidade bucal, diversos fatores podem contribuir 

para o desenvolvimento da candidíase, dentre estes, destaca-se a hipossalivação, 
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uso de próteses dentárias, higiene oral deficiente, perda da dimensão vertical de 

oclusão e tabagismo. Nesta região a candidíase apresenta-se clinicamente nas 

formas pseudomembranosa, eritematosa, estomatite protética, queilite angular, 

glossite rombóide mediana e candidíase crônica hiperplásica. 4,5  

Além de características relacionadas à fragilidade no sistema imunológico 

do indivíduo, outro aspecto que precisa ser levado em consideração para o 

estabelecimento do quadro infeccioso é a expressão dos fatores de virulência das 

cepas. A morfogênese é a transição entre as morfologias de blastoconídios e hifa 

verdadeira, observada em C. albicans. Este fator de virulência contribui 

significativamente para estabelecimento da infecção, pois durante o processo de 

desenvolvimento do tubo germinativo, a hifa verdadeira formada invade os tecidos 

com maior facilidade, promovendo maior dano local e facilitando o acesso da 

levedura e consequentemente a sua disseminação pela corrente sanguínea. 6 

Em conjunto com a morfogênese, a produção e secreção de enzimas 

hidrolíticas também facilitam o processo de invasão tecidual. Entre as classes 

secretadas por C. albicans destaca-se as proteases, fosfolipases e hemolisinas. 6 

Estas enzimas atuam promovendo dano tecidual pois possuem como substrato 

proteínas da matriz extracelular, bem como fosfolipídios de membrana, além de 

células sanguíneas. 7 

Nos últimos anos vem sendo frequente o relato de cepas de Candida 

apresentando baixa sensibilidade ou resistência aos tratamentos convencionais.  

Estes, por sua vez, apresentam poucas classes terapêuticas disponíveis no 

mercado, o que insere as infecções fúngicas, principalmente aquelas associadas 

ao gênero Candida, nos radares de alerta para a saúde pública. 8 Desta forma é 

salutar o investimento em pesquisas para formulação de novos recursos 

terapêuticos efetivos contra os fatores de virulência presentes nessa espécie. 

Na odontologia o uso de compostos extraídos de plantas para o 

tratamento de desordens bucais é comum. Diversas propriedades farmacológicas 

são encontradas nos produtos naturais, como analgesia, ação anti-inflamatória e 

antimicrobiana. 9,10 O mirtenol, um monoterpeno pertencente ao grupo dos 

terpenoides, merece destaque pela sua ação antioxidante, antibacteriana, 
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antisséptica, anti-inflamatória, gastroprotetora, angiogênica, dentre outras 

propriedades. 11-13 

O mirtenol, de estrutura química C10H16O é encontrado principalmente no 

óleo essencial da espécie Myrtus communis, conhecida popularmente como 

murta comum ou verdadeira, sendo um fitoconstituinte amplamente utilizado na 

produção de alimentos e principalmente medicamentos. Um estudo observou 

ação antimicrobiana frente a cepas de C. auris e Klebsiella pneumoniae, bem 

como a redução de biofilme, através da redução significativa na expressão de 

genes associados à formação do biofilme (MRKA, FKS1, ERG11 E ALS5). 14  

Embora existam estudos na literatura sobre as propriedades antifúngicas 

do mirtenol, pouco é explorado a ação deste isolado frente aos fatores de 

virulência de C. albicans. Mediante o exposto, o presente projeto de pesquisa se 

propõe a avaliar a ação do (-)-mirtenol frente aos fatores de virulência de C. 

albicans. A hipótese desta pesquisa parte da premissa que (-)-mirtenol possui 

ação antifúngica contra C. albicans e pode por sua vez, reduzir ou até mesmo 

impedir a expressão dos fatores de virulência desta espécie, reduzindo assim, a 

sua patogenicidade e tornando-se um recurso em potencial no tratamento da 

candidíase oral.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Candidiase oral: aspectos gerais e impacto na qualidade de vida 

 

A cavidade oral é habitat de inúmeros microrganismos como vírus, 

fungos, parasitas, arqueias e bactérias que se fixam em estruturas como dentes, 

língua, sulco gengival, mucosas de revestimento e orofaringe. 15 Em indivíduos 

saudáveis, fungos do gênero Candida como C. albicans, P. kudriavzevii (C. 

krusei), N. glabratus (C. glabrata), C. guillermondii, C. tropicalis, entre outras, 

conseguem colonizar esse ambiente sem trazer prejuízos ao hospedeiro. No 

entanto, em condições ambientais e fisiológicas ideias, estes microrganismos 

encontram oportunidades de se multiplicarem e invadirem os tecidos adjacentes, 

condição patológica conhecida como candidíase oral. 4 

A candidíase oral é descrita como uma infecção fúngica oportunista 

causada por leveduras pertencentes ao gênero Candida sendo C. albicans a 

espécie mais prevalente em cerca de 80% dos casos. 16-18 Candida albicans é um 

fungo comensal de caráter polimórfico podendo se apresentar em três morfologias 

distintas: blastoconídios, hifas verdadeiras e pseudo-hifas, fenotipicamente 

mostram-se como colônias pastosas ou cremosas, de aspecto liso ou rugoso e 

com coloração branco, creme ou amarelada quando cultivadas no meio de cultura 

ágar Sabouraud Dextrose. 19  

Fatores sistêmicos e locais podem favorecer a quebra do equilíbrio 

existente entre microrganismo e hospedeiro desencadeando o processo 

infeccioso. Quadros de imunossupressão encontrados comumente em pacientes 

com o diagnóstico de HIV, penfigóide, hanseníase, câncer, com doenças 

hematológicas e nos que fazem tratamento em longo prazo com antibióticos e 

corticosteróides corroboram para o aparecimento das lesões.17-21 Localmente, 

condições como estomatite induzida por radiação, perda da dimensão vertical da 

oclusão em pacientes edêntulos ou semi-edêntulos, hipossalivação presente em 

indivíduos com síndrome de Sjögren, próteses dentárias com higienização 
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precária, displasias epiteliais, entre outros são também meios predisponentes 

para que a doença ocorra.  

Clinicamente a candidíase oral pode se manifestar de diferentes formas, 

sendo a candidíase pseudomembranosa a mais reconhecida. Esse tipo de 

candidíase apresenta-se na cavidade bucal com placas esbranquiçadas aderidas 

à mucosa oral, mas facilmente removidas por meio da raspagem, o que contribui 

para o seu diagnóstico. Essas placas podem conter hifas, leveduras, além de 

células descamadas e tecido necrótico. 5 

A candidíase eritematosa é comumente evidenciada por manchas 

avermelhadas e associadas a sintomatologia dolorosa. Uma forma desse tipo de 

candidíase é a estomatite protética encontrada em pacientes que utilizam prótese 

dentária, mas não realizam uma higienização adequada. Essa condição é 

caracterizada pela presença de petéquias hemorrágicas. 4 

Outras formas de candidíase vistos na cavidade oral são a queilite 

angular em região de comissura labial, em pacientes com perda dentária e 

consequentemente da dimensão vertical da oclusão, a glossite rombóide 

mediana, marcada pela atrofia das papilas linguais, a candidíase crônica 

hiperplásica/leucoplásica que se diferencia da pseudomembranosa por não ser 

removível à raspagem e por fim, a candidíase mucocutânea derivada de 

alterações imunológicas no paciente. 5, 18, 22 

Outro fator a ser considerado no surgimento e evolução da candidíase 

oral para formas mais graves como a candidemia, além do 

imunocomprometimento do hospedeiro é a expressão dos fatores de virulência 

presentes nessa cepa. Mecanismos como adesão a células epiteliais, variação 

fenotípica, atividade de enzimas líticas e formação do biofilme conferem ao fungo 

uma habilidade maior de ludibriar o sistema imunológico e ocasionar o processo 

infeccioso. 23  
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2.2 Fatores de virulência de Candida albicans 

 

2.2.1 Morfogênese  

 

Algumas espécies de levedura como C. albicans são denominadas 

polimórficas, ou seja, podem exibir três morfologias distintas: blastoconídios, hifas 

verdadeiras ou pseudo-hifas, essa transição de forma é denominada 

morfogênese. 25 Blastoconídios podem estar relacionados ao início da infecção 

enquanto que a formação de hifas e pseudo-hifas em quadros de infecção mais 

avançados pela própria invasão aos tecidos por meio dos mecanismos de adesão 

e secreção de enzimas hidrolíticas. 26 

As leveduras são células ovais ou redondas, unicelulares e que podem se 

reproduzir por cissiparidade, gemulação ou brotamento formando nesse caso os 

blastoconídios, associadas ao início da adesão e formação do biofilme. As 

pseudo-hifas fazem parte de uma transição entre os blastoconídios e hifas 

verdadeiras, originadas a partir do brotamento ou gemulação de um blastoconídio, 

permanecendo conectada a essa por meio de constrições. Já as hifas verdadeiras 

são células alongadas multicelulares que podem ou não formar septos, podendo 

invadir tecidos e perpetuar a infecção. 25, 27 

A produção de tubo germinativo, uma projeção alongada derivada da 

levedura, é comumente encontrada em pacientes que utilizam prótese dentária e 

possuem associado a isso quadros de estomatite protética. Pinto et al. analisando 

a formação do tubo germinativo em 140 indivíduos portadores de prótese dentária 

maxilar, observaram que das 169 cepas de C. albicans isoladas, a maior 

frequência de produção dessas estruturas dava-se no grupo dos pacientes com 

estomatite protética. 28 Um resultado semelhante foi obtido na pesquisa de Pereira 

et al. onde a formação dos tubos foi significativamente diferente entre isolados de 

pacientes com estomatite e os indivíduos do grupo controle. 29 

A prótese dentária constituída em sua maioria por poli (metacrilato de 

metila) - PMMA é um dos ambientes mais propícios para a adesão de células de 

C. albicans e outras espécies não albicans. Aguayo et al. avaliando a adesão de 

células de C. albicans em PMMA por meio da microscopia de força atômica (AFM) 
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observaram que o grau de adesão é dependente da morfologia da cepa, nesse 

caso, as células em forma de hifas apresentaram uma adesão maior quando 

comparadas às leveduras. 24 

Fatores de transcrição estão relacionados à morfogênese e são 

controlados por uma série de sinais como a presença de soro, uso de mutantes 

defeituosos em genes ligados à reguladores da formação de hifas, hipóxia, baixa 

quantidade de nitrogênio, radiação UV, além de proteínas semelhantes a 

integrinas, Hsp90, entre outros. 30-32 Esses fatores são dependentes da via de 

sinalização CAMP-proteína quinase A (PKA) que regula a morfogênese em C. 

albicans.  

A expressão de proteínas semelhantes à aglutinina (Als), em especial a 

als3 que está presente na adesão é ativada durante o desenvolvimento de hifas 

em C. albicans sendo regulados por fatores de transcrição como EFG1, TEC1 e 

BCR1. Outros genes como HGC1, UME6, HWP1 e ECE1 também foram 

associados à morfogênese. 33 

Alguns fitoconstituintes podem reduzir a capacidade de filamentação de 

C. albicans pela inibição dessas vias reguladoras. Hsu et al. utilizando o linalol 

para avaliar sua ação no biofilme de C. albicans, observaram uma forte supressão 

de Hwp1 e Als3, componentes da via cAMP-PKA. Ume6, Hgc1 e Eed1 

responsáveis pela manutenção das hifas também foram suprimidos. 34 Em um 

outro estudo utilizando a sanguinarina, houve inibição da formação de hifas pela 

supressão dos genes ALS3, HWP1, ECE1, HGC1 e CYR1 bem como uma queda 

no nível de cAMP endógeno de C. albicans. 35 

Estudos utilizando diferentes compostos como piperina, própolis, 

loureirina A, alizarina (1,2-di-hidroxiantraquinona), crisazina (1,8-di-

hidroxiantraquinona) e purpurina foram capazes de suprimir a formação de tubos 

germinativos e a transição hifal em C. albicans. 36-40 Estudos na literatura com o 

uso do mirtenol na morfogênese são escassos. 

 

 



 
 

19 
 

2.2.2 Formação de biofilme  

 

O biofilme é definido como uma comunidade de microrganismos que 

encontram-se aderidos em superfícies e envoltos por uma matriz extracelular que 

lhe confere estabilidade, nutrição e proteção contra ação de agentes externos. 41 

Esse é um importante fator de virulência necessário para que os fungos 

permaneçam onde estão inseridos e iniciem o processo de invasão tecidual.  

A formação do biofilme é comumente descrita em quatro etapas que se 

inicia pela adesão desses microrganismos sob a forma de levedura às superfícies 

a partir de interações físico-químicas e expressão de adesinas como os membros 

da família de genes ALS (ALS3 e ALS1), como também os genes EAP1 e HWP1. 

42 Farkash et al. ao utilizarem polifenóis do chá verde extraído da Camellia 

sinensis e Padma Hepaten mostraram uma forte redução na expressão de 

adesinas HWP1, EAP1 e ALS3, incidindo diretamente na inibição da formação do 

biofilme de C. albicans, o que evidencia a presença desses genes na regulação 

do biofilme. 43 

Na fase seguinte ocorre à multiplicação e formação de microcolônias pelo 

processo de filamentação e desenvolvimento de hifas e pseudo-hifas, essas 

também expressam diferentes genes como HWP1, HWP2, RBT1, ALS3, ALS10, 

FAV2 e PGA55 além de enzimas que regulam a invasão tecidual como AP4, 

SAP5 e SAP6. 44,45 Na etapa posterior, esses microrganismos ficam envoltos em 

uma matriz polissacarídia produzida, que é essencial na nutrição, estruturação e 

proteção do biofilme.  

A matriz polissacarídica é constituída por um conjunto de glicoproteínas, 

carboidratos, lipídios e ácidos nucleicos. 45 Martins et al. ao avaliarem a presença 

e quantidade de DNA extracelular (eDNA) na matriz do biofilme, observaram que 

havia abundância desse componente e que a adição de DNA exógeno em 

biofilmes de C. albicans acarretava o aumento da biomassa desse biofilme. 46 No 

entanto, o tratamento com DNAse mostrou redução da biomassa em momentos 

posteriores a sua formação, indicando que o eDNA participa efetivamente na 

estruturação do biofilme formado. 



 
 

20 
 

O biofilme maduro é composto por um conjunto de células de 

blastoconídeos, pseudo-hifas e hifas verdadeiras que podem colonizar diferentes 

sítios desde dispositivos médicos como cateteres, marca passos, válvulas 

cardíacas até superfícies na cavidade bucal como dentes, implantes, língua, 

próteses dentárias e até canais radiculares. 47, 48, 49 Na dispersão, essas leveduras 

podem colonizar regiões com o intuito de iniciar um novo processo de 

colonização, gerando, por conseguinte quadros mais graves de infecção como a 

candidemia. 50 

A candidemia é caracterizada pela presença de cepas fúngicas na 

corrente sanguínea, tornando-se uma das causas mais comuns de morte por 

micose no mundo. 51 No Brasil, segundo dados do Ministério da Saúde a taxa de 

incidência é de 2.49 casos de candidemia para 1000 admissões hospitalares, o 

que chega a ser 2 a 15 vezes maior do que as taxas encontradas nos Estados 

Unidos e na Europa. Dentre os fatores citados para tais dados encontram-se as 

discrepâncias no padrão de atenção ao paciente e nas terapias adotadas. 52 

A capacidade de formar biofilme é o fator chave no desenvolvimento dos 

quadros de candidemia, principalmente persistente após o tratamento com 

antifúngicos. 51 Um estudo realizado no Sul de Taiwan, no Kaohsiung Chang 

Gung Memorial Hospital, avaliou a formação de biofilme em 136 pacientes com e 

sem candidemia persistente, mostrando que em cepas de C. albicans, C. 

tropicalis e N. glabratus (C. glabrata) o desenvolvimento do biofilme foi 

significativamente maior que no controle. 53 

Um estudo de coorte analisou a correlação entre a capacidade de formar 

biofilme na corrente sanguínea por isolados de Candida e a persistência da 

infecção em pacientes com candidemia resistente e candidemia única. Os 

resultados mostraram que C. albicans e C. dubliniensis produziram mais biofilme 

no grupo da candidemia resistente. 54 

A maioria dessas infecções têm caráter polimicrobiano, uma vez que C. 

albicans estabelece relações com outras espécies do mesmo gênero e inclusive 

com bactérias, a exemplo do Staphylococcus aureus. 45,55 Esse processo de 

interação também envolve a regulação e expressão de adesinas como Als1p, 



 
 

21 
 

Als2p, Als3p e Hwp1p por C. albicans que são utilizadas por bactérias para se 

aderirem diretamente às hifas. 56, 57 

Na cavidade bucal, Streptococcus mutans e C. albicans estabelecem 

relação de sinergismo em lesões cariosas. Um estudo in vitro e in vivo revelou 

que S. mutans e C. albicans aumentaram a produção de matriz extracelular 

criando biofilmes maiores, aumentando dessa forma a virulência de ambos os 

microrganismos o que in vivo foi evidenciado na formação de lesões de cárie nos 

roedores. 58 Essa simbiose entre os microrganismos que culmina em um biofilme 

mais espesso corrobora para uma maior resistência às terapias antifúngicas. 

 

2.2.3 Enzimas hidrolíticas: fosfolipase, proteinase, hemolisinas, lipase e DNAse 

 

Além da transição de forma de levedura para hifa e formação de biofilme, 

uma outro fator de virulência associado à patogênese da candidíase é a secreção 

de enzimas hidrolíticas. Fosfolipase, proteinase e hemolisinas são as principais 

enzimas responsáveis pela aquisição de nutrientes e invasão de Candida à célula 

do hospedeiro. 6, 27 

As fosfolipases são enzimas associadas à lise de fosfolipídios presentes 

em membranas celulares, sendo classificadas de 4 formas diferentes quanto ao 

tipo de ligação de éster que fragmentam (A, B, C e D) e podendo estar 

associados à expressão de genes como PLB1, PLB2, PLC1 ou PLD1. 6, 32 Essas 

enzimas são amplamente encontradas em lesões de candidíase nas formas oral, 

vaginal e cutânea. 59-61 

Uma revisão sistemática e meta-análise sobre a virulência de C. albicans 

na cavidade oral de pacientes infectados pelo HIV em comparação com pacientes 

não infectados demonstrou que a produção de enzimas hidrolíticas como 

fosfolipase e hemolisinas foi maior nos pacientes infectados pelo vírus, enquanto 

que os níveis de protease não. 62 Silva-Rocha e colaboradores ao analisarem a 

virulência de C. albicans isoladas da cavidade oral de 154 transplantados renais 

em duas regiões diferentes do Brasil, Natal (RN) e Maringá (PR), notaram que 
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todas as cepas foram capazes de produzir a enzima fosfolipase tanto na fase de 

colonização quanto de infecção. 63 

Outro estudo dirigido por esses autores utilizando o extrato da Eugenia 

uniflora em 48 cepas de C. albicans isolados da cavidade oral de pacientes 

transplantados renais e 2 de referência (ATCC90028 e SC5314) mostrou que na 

presença do extrato a atividade da fosfolipase foi completamente inibida, já na 

avaliação da proteinase, 48 dos 50 isolados foram inibidas, restando apenas 2 

cepas que secretaram uma baixa quantidade da enzima. 64 Nciki et al. ao 

utilizarem as folhas de Mezoneuron benthamianum observaram que em uma 

concentração de 200µg/mL ou acima reduziu significativamente a produção de 

fosfolipase de C. albicans, no entanto, na secreção de protease o extrato não teve 

efeito. 65 

As aspartil proteinases secretoras (SAPS) possuem uma família contendo 

10 membros ou genes (SAP1-10) podendo ser secretadas por C. albicans ou 

permanecerem aderidos à parede celular do fungo. 66 A virulência de C. albicans 

está relacionada a uma maior atividade dessas enzimas, evidenciado em 

infecções orais e vaginais que exibem altos níveis de proteínases em comparação 

a pacientes assintomáticos.  

Um estudo in vitro conduzido por Gharaghani et al. com cento e três 

isolados de C. albicans advindos de pacientes com candidíase vulvovaginal 

identificou uma produção de proteinase de 97,1%. 59 Essa mesma atividade 

enzimática foi mostrada por meio de experimento in vitro em pacientes com 

estomatite protética, sendo significativamente maior no grupo doente e 

correlacionada com a expressão de SAP, sendo a Sap8 produzida em maior 

quantidade. 67 

Dubois et al. em estudo in vitro avaliaram a produção enzimática por C. 

albicans e C. dubliniensis em pacientes periodontais com HIV recebendo ou não o 

tratamento antirretroviral a partir de 33 amostras de bolsa periodontal e 6 de 

mucosa oral. 68 Das 25 cepas de C. albicans isoladas foi observado uma alta 

produção de proteinase nos pacientes que não receberam o tratamento, 

correspondendo a 81,8% comparado ao grupo que recebeu (33,3%). Já a 
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produção de fosfolipase foi de 100% nas cepas isoladas de C. albicans não 

tratadas.  

As hemolisinas também integram o grupo das enzimas hidrolíticas sendo 

amplamente secretadas por C. albicans em quadros de candidíase esofágica, 

vulvovaginal, trato respiratório, urinário e na cavidade oral. 68-70 Um estudo 

transversal conduzido por Jafarian et al. ao avaliar a atividade enzimática de 

cepas de Candida spp. em vinte e três amostras de biópsia esofágica com 

diagnóstico de candidíase, revelou que 82,6% dos isolados (19 cepas) pertenciam 

a espécie C. albicans e destes 68,4% possuíam atividade muito forte de 

hemolisinas, 47,4% de fosfolipase e 36,8% de proteinase. 69 

Outras enzimas descritas na literatura e que são associadas com virulência 

de C. albicans são as lipases e o DNAse. As lipases compõem uma família de 

proteínas codificadas por 10 genes (LIP1-LIP10) e participam ativamente no 

processo de invasão à célula do hospedeiro pela degradação lipídica da 

membrana plasmática, além de lesar células relacionadas ao sistema de defesa 

do corpo humano. 71,72 Trofa e colaboradores estudando a ação de lipases em 

modelo murino de candidíase neonatal ocasionada por C. albicans e C. 

parapsilosis, observaram que o uso de mutantes com ausência desta enzima 

gerou menor virulência e invasão nos órgãos dos afetados. 73 

Quanto à DNAse, alguns estudos relacionam a capacidade de C. albicans 

de secretá-la ao dano na estrutura do DNA dos neutrófilos, produtores de 

armadilhas extracelulares que tem a capacidade de danificar diversos fatores de 

virulência, colaborando assim na sua sobrevivência e manutenção da sua 

patogenicidade. 74 

 

2.3 Resistência aos medicamentos antifúngicos  

 

Apesar dos avanços da indústria farmacêutica na formulação de novos 

medicamentos para as mais variadas desordens sistêmicas do corpo humano, o 

tratamento para quadros de candidíase ainda se restringe a disponibilidade de 

três classes de antifúngicos: azóis, equinocandinas e polienos. Associado a isso, 
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uma crescente resistência a esses medicamentos, seja por falha no diagnóstico e 

tratamento e mais intrinsecamente por mutações genéticas, fatores de 

transcrição, aumento do efluxo de drogas e expressão de fatores de virulência 

têm colaborado para maiores taxas de mortalidade pela doença. 75-77 

A diminuição da susceptibilidade antifúngica por espécies de C. albicans 

tem sido amplamente relatada na literatura. Um estudo observacional prospectivo 

realizado durante 5 anos em um hospital universitário no sul da Tailândia 

analisando 133 isolados de Candida spp. invasivos demonstrou a presença das 

seguintes espécies: C. tropicalis (39,1%), C. albicans (24,8%), C. parapsilosis 

(20,3%), N. glabratus (C. glabrata) (10,5%) e Candida spp (5,2%). Dentre essas 

espécies havia uma susceptibilidade reduzida de C. tropicalis e N. glabratus (C. 

glabrata) à equinocandina e aos triazóis utilizados. C. albicans e C. tropicalis 

apresentaram maiores MIC´s e diminuição da susceptibilidade a todos os azóis 

testados. 78 

Um estudo conduzido por Monroy-Pérez e outros autores identificou que 

todas as 80 cepas de C. albicans isoladas de pacientes com doença periodontal 

apresentavam fenótipo de resistência a azóis como cetoconazol e fluconazol, mas 

susceptíveis à nistatina. 79 Ademais, 9 cepas isoladas do grupo saudável também 

foram resistentes a esses medicamentos. Quanto aos genes responsáveis pela 

expressão dos fatores de virulência analisados (adesão, lipases e fosfolipases), 

no grupo com periodontite moderada os genes mostraram ter maior atividade 

comparado ao grupo da periodontite crônica e gengivite.  

No entanto, uma revisão sistemática e de meta-análise sobre perfis de 

resistência a agentes antifúngicos em C. albicans isolados da cavidade oral 

mostraram que a maioria dos medicamentos que estão disponíveis para o 

tratamento da candidíase é eficaz e que pacientes que apresentavam várias 

alterações de saúde eram mais sujeitos a resistência dos medicamentos. 80 

Uma segunda revisão sistemática sobre a resistência antifúngica de 6322 

isolados clínicos de C. albicans no Irã realizada por Kermani et al. destacou maior 

resistência de cepas isoladas vulvovaginais e orofaríngeas ao clotrimazol e uma 

tendência na resistência à anfotericina B, bem como a medicamentos do grupo 
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das equinocandinas como a caspofungina (4,53%). Nesse estudo ainda, a 

resistência à 5-flucitosina subiu de 10,56% para 42,01%. 81 

Nesse contexto, a literatura é unânime quanto ao controle na dispensação 

e uso de antifúngicos, podendo ser considerado em casos de resistência uma 

combinação desses medicamentos de acordo com cada caso. 80,81 Outrossim, 

faz-se necessário a pesquisa e incorporação de novos medicamentos a partir de 

fitoconstituintes para ampliar o arsenal de medicamentos e atuar de forma eficaz 

no tratamento da candidíase.  

 

2.4 Ação do mirtenol em Candida albicans  

 

A pesquisa científica sobre novos agentes terapêuticos derivados de 

plantas têm corroborado na identificação de princípios ativos fundamentais no 

tratamento de diferentes doenças. 82 No Brasil onde se concentra a maior  

biodiversidade com o registro de 45.000 espécies o que representam 20-22% do 

que existe no mundo todo o que conduz a um potencial na formulação de novos 

medicamentos. 83 

Entre os diversos compostos identificados e analisados ao longo dos anos, 

destaca-se o mirtenol (C10H16O) (figura 1), um monoterpeno e princípio ativo da 

planta Myrtus communis, conhecida como "murta verdadeira" ou "murta comum", 

que pertence à família Myrtaceae. Esse composto também pode ser encontrado 

em outras espécies, como o Tanacetum vulgare. O mirtenol é originário da 

Europa e é amplamente distribuído no Sul do Brasil.84, 85 É bem descrita na 

literatura pelas suas propriedades anti inflamatória, antioxidante, cicatrizadora, 

cardioprotetora e antinociceptiva. 12, 86, 87 
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        Figura 1 – Estrutura química do mirtenol (Huang, et al. 2021) 

Existem poucos estudos na literatura sobre a ação do mirtenol contra 

cepas de C. albicans. Um estudo apontou o caráter antifúngico do (-)-mirtenol 

contra cepas de C. albicans e C. parapsilosis em uma concentração inibitória 

mínima de 256 μg/mL a 512 μg/mL e o mesmo apresentou ação fungicida. 88 

Mahmoud et al. realizando um estudo in vitro mostraram que dois isômeros 

ópticos, (-)-mirtenol e (+)-mirtenol apresentaram aumento da atividade 

antimicrobiana e de prevenção de biofilme de drogas convencionais (amicacina, 

fluconazol e cloreto de benzalcônio) contra S. aureus e C. albicans. 89 

Já uma análise da composição qualitativa e quantitativa do óleo volátil 

derivado da planta Tanacetum vulgare, identificou a presença de substâncias 

como 1,8-cineol, trans-tujona, cis-crisantenol, borneol e mirtenol apresentando 

atividade antifúngica de amplo espectro para leveduras, dermatófitos e cepas de 

Aspergillus. Em C. albicans com uma CIM de 1,25 µg/mL houve inibição 

significativa na formação do tubo germinativo. Em uma concentração de 0,08 µg 

/mL teve-se uma redução da filamentação superior a 80%. 90 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 
 

Avaliar a ação in vitro do (-)-mirtenol nos fatores de virulência em cepas 

de Candida albicans isolados da mucosa oral. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

a) Determinar a concentração inibitória mínima do (-)-mirtenol; 

b) Observar a transição de blastoconídios para hifas verdadeiras 

(morfogênese) em C. albicans na presença do (-)-mirtenol; 

c) Verificar o comprimento das hifas após indução da morfogênese na 

presença do (-)-mirtenol; 

d) Analisar a morfogênese por cepas de C. albicans em meio de cultura 

sólido na presença do composto;  

e) Averiguar a atividade da enzima hidrolítica lipase na presença de (-)-

mirtenol; 

f) Analisar a formação de biofilme por cepas de C. albicans isolados da 

cavidade oral na presença do composto. 
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4. ARTIGO  

 

O manuscrito a seguir foi submetido para publicação no periódico “Medical 

Mycology” ISSN: 1460-2709/ Qualis Capes Odontologia A1 e encontra-se em 

análise. 
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ABSTRACT 

Candida albicans is a yeast commonly found in the oral cavity, gastrointestinal 

tract, and vaginal mucosa. This species is the most virulent and prevalent in 

conditions such as oral candidiasis. Immunosuppressive conditions, combined 

with the species virulence factors, contribute to the establishment and persistence 

of the infection. Although numerous studies have investigated bioactive 

compounds with antifungal properties, few have assessed their impact on 

virulence factors. This study aims to evaluate the effect of (-)-myrtenol on the 

virulence factors of Candida albicans. Fourteen C. albicans strains were used, 

including thirteen isolated from the oral mucosa of patients with oral candidiasis 

and one reference strain (ATCC 90028). The virulence factors examined included 

morphogenesis, lipase production, and biofilm formation. All assays were 

conducted in the presence and absence of (-)-myrtenol, using a minimum 

inhibitory concentration (MIC) of 256 μg/mL. The compound was observed to 

delay germ tube formation, reduce filamentation in liquid and solid media, and 

reduce biofilm formation. Additionally, (-)-myrtenol inhibited lipase activity. The 

virulence factors expressed by C. albicans contribute to increased infection rates 

and, consequently, higher morbidity and mortality. Coupled with the rising 

prevalence of antifungal-resistant strains, this underscores the urgent need for 

new therapeutic options. Given the limited therapeutic alternatives for fungal 

infections, (-)-myrtenol emerges as a compound with significant potential for 

treating candidiasis. 

 

Keywords: Candida albicans, opportunistic infections, pathogenicity, 

phytochemicals, myrtenol 
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LAY ABSTRACT 

 

Candida albicans can cause infections like oral candidiasis. This study found that 

(-)-myrtenol reduces filamentation, biofilm formation, and enzyme production in 

Candida albicans. With rising drug resistance, (-)-myrtenol shows promise as an 

alternative antifungal treatment. 
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1. INTRODUCTION 

 

The oral cavity is an environment inhabited by a variety of 

microorganisms, including viruses, fungi, protozoa, and bacteria, which colonize 

structures such as teeth, tongue, gingival sulcus, mucous membranes, and 

oropharynx 1,2. In healthy individuals, yeasts of the genus Candida can colonize 

without causing harm to the host. However, under favorable conditions, these 

fungi can proliferate and invade adjacent tissues, leading to oral candidiasis, an 

opportunistic fungal infection3. 

Among the species of the genus Candida, C. albicans Complex is 

considered the most prevalent, being isolated in approximately 80% of cases. 

However, other species such as C. tropicalis, C. parapsilosis Complex, 

Nakaseomyces glabratus and Pichia kudriavzevii can also be identified3,4,5. 

Systemic factors related to immunosuppression, malignant hematological 

diseases, prolonged use of antibiotics and corticosteroids, as well as local factors 

such as loss of vertical occlusion dimension in edentulous or partially edentulous 

patients, hyposalivation, poorly maintained dental prostheses, and epithelial 

dysplasias can contribute to the development of oral candidiasis5,6,7. 

Clinically, oral candidiasis can present in various forms, with 

pseudomembranous candidiasis being the most recognized8. Other factors to 

consider in the onset and progression of this disease, including its more severe 

forms such as candidemia, are the expression of virulence factors present in the 

strain, in addition to the host's immunocompromised state.  
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Candida albicans exhibits polymorphism, meaning it can display three 

distinct morphologies: blastoconidia, true hyphae, and pseudohyphae9. This 

attribute, known as morphogenesis, facilitates tissue invasion by the fungus, 

promoting greater local damage and, depending on the patient's condition, 

potentially favoring dissemination through the bloodstream10. Additionally, biofilm 

formation and the secretion of hydrolytic enzymes, such as lipases, increase the 

fungus's invasive capacity.11,12,13. 

Despite advances in the pharmaceutical industry in developing new 

medications for various systemic disorders, treatment for candidiasis remains 

limited to the availability of the main classes of antifungals: azoles, echinocandins, 

and polyenes. The growing resistance to these medications highlights the need for 

new active compounds, such as natural products and their derivatives, to expand 

the therapeutic arsenal. 

Scientific research on new therapeutic agents derived from natural 

products has gained increasing momentum in recent years14. Among the 

numerous compounds identified and analyzed across various studies, myrtenol 

(C10H16O), a monoterpene primarily found in the species Myrtus communis 

(commonly known as "true myrtle" or "common myrtle"), is well-documented in the 

literature for its anti-inflammatory, antioxidant, wound healing, cardioprotective, 

and antinociceptive properties15,16,17. 

Given this context, the present study evaluated the effects of (-)-myrtenol 

on the virulence factors of C. albicans isolated from patients with oral candidiasis, 

including adhesion to oral epithelial cells, morphogenesis, biofilm formation, and 

lipase enzyme secretion. 
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2. METERIALS AND METHODS 

 

2.1      STUDY DESIGN 

This study is an in vitro experimental laboratory investigation conducted at 

the Clinical Mycology Laboratory, Department of Pharmaceutical Sciences, Health 

Sciences Center, Federal University of Paraíba. 

Fourteen strains of C. albicans were used in this study, including thirteen 

strains collected from the oral mucosa of patients with oral candidiasis and one 

reference strain (C. albicans ATCC 90028). These strains were obtained from the 

oral cavities of kidney transplant recipients, following approval by the research 

ethics committee (approval number 23611519.6.0000.5292), and are stored in the 

yeast bank of the study laboratory. 

 

2.2 VIABILITY AND SAMPLES PURITY  

 

The strains were reactivated in liquid YPD medium ("Yeast Peptone 

Dextrose"; yeast extract 10g/L; dextrose 20g/L; peptone 20g/L) and incubated at 

37°C for 48 hours. Subsequently, they were inoculated onto Sabouraud Dextrose 

Agar and incubated at 37°C for 48 hours. 

To assess purity, yeasts were inoculated into Petri dishes (90x15mm) 

containing CHROMagar Candida® medium (CHROMagarTM Candida, Difco, 

USA), a selective chromogenic medium that allows the identification of mixed 
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yeast cultures. The plates were incubated at 37°C for 48 hours, with positivity for 

C. albicans indicated by green-colored colonies. In addition, the strains were 

previously subjected to microsatellite typing PCR and ABC genotyping, as 

described by da Silva-Rocha et al.18 

 

2.3     (-)-MYRTENOL COMPOUND 

 

The (-)-myrtenol used in the experiments was purchased from Sigma-

Aldrich®, São Paulo, SP, Brazil (lot #BCBM4384V), and was kindly provided by 

Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho, a senior professor in the Department of 

Pharmaceutical Sciences at the Federal University of Paraíba. 

 

2.4 MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION ASSAY 

 

The minimum inhibitory concentration (MIC) of (-)-myrtenol was 

determined using the microdilution technique in 96-well U-bottom microplates 

(ALAMAR®), as described by the Clinical and Laboratory Standards Institute19,20, 

with some modifications. Yeast suspensions were prepared in RPMI 1640 broth 

with glutamine and without sorbitol (Roswell Park Memorial Institute) and adjusted 

to a turbidity equivalent to 2.5 x 10³ CFU/mL. Serial dilutions of the test 

substances were made in U-bottom 96-well microtitration plates containing sterile 

RPMI, in triplicate. The plates were incubated at 35°C for 24 hours, and the results 

were read by visual observation of cell aggregates at the bottom of the wells. The 
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(-)-myrtenol emulsion was prepared using 5% DMSO and 2% Tween 80, with test 

concentrations ranging from 1024 to 8 µg/mL.  

Controls for microbial viability, medium sterility, and the solvents used in 

the preparation of the compound were also conducted. All assays were performed 

in triplicate. The plates were then incubated at 35°C for 24 hours. After this period, 

the results were read visually. The MIC was defined as the lowest concentration of 

the compound capable of visibly inhibiting fungal growth. The result was 

expressed as the arithmetic mean of the MICs obtained from the three assays. 

 

2.5 INOCULUM STANDARDIZATION 

 

To phenotypically characterize the isolated C. albicans strains, the samples 

were grown in liquid YPD medium in the presence and absence of (-)-myrtenol 

(256 μg/mL- Minimum Inhibitory Concentration previously determined). Cells were 

inoculated by wet looping into the medium (using a loop loaded with a film of yeast 

suspension, which was quickly immersed in the medium and then removed) and 

incubated for 18-24 hours at 37°C.  

Subsequently, the cultures were measured using spectrophotometry (optical 

density = 600nm), with absorbance values ranging from 0.8 to 1.2 (this procedure 

yielded an inoculum of approximately 2 x 108 cells/mL). C. albicans cells were then 

diluted to achieve the required inoculum concentration for each virulence attribute 

assessed. Thus, for comparative purposes, all subsequent experiments were 

conducted both in the absence and presence of the substance being tested. 
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2.6 MORPHOGENESIS ASSAY 

 

The morphogenesis assay was performed according to the technique 

described by Chaves et al 21 with few modifications. The C. albicans cells were 

grown overnight (18 to 24 hours) in YPD medium in the presence and absence of 

(-)-myrtenol. The absorbance of cellular growth was measured using 

spectrophotometry (600 nm), and the concentration was standardized to 1 x 106 

cells/mL. 

To induce morphogenesis, 30 µL of the standardized growth was 

inoculated into YPD broth supplemented with 20% Fetal Bovine Serum (FBS) (4 

mL of liquid YPD, 1 mL of FBS) in tubes and incubated at 37°C for 1 hour, 

followed by an additional 2 hours, totaling 3 hours of incubation. 

At the end of the 1-hour period, a 500 µL aliquot of the suspension was 

added to 2 mL Eppendorf tubes containing 500 µL of 10% formalin for subsequent 

microscopic examination. The tubes containing the inocula were then incubated 

again to complete the 3-hour incubation period. After this period, a 500 µL aliquot 

was transferred to Eppendorf tubes containing 500 µL of 10% formalin and stored 

at 4°C for later microscopic observation. 

All slides were read in triplicate. The slides from the 1-hour incubation 

were evaluated by counting 100 cells per slide and determining the percentage of 

cells that exhibited germ tube formation. 
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Regarding the slides from the samples subjected to 3 hours of incubation, 

the Morphology Index was calculated, as greater morphological variability of C. 

albicans cells is expected. Therefore, 100 C. albicans cells were counted on each 

slide, with the following morphology classifications: blastoconidia (round cells) 

were assigned an MI value of 1; elongated cells with a diameter twice the length 

were assigned MI = 2; cells resembling pseudohyphae were assigned MI = 3; and 

long, true hyphae with parallel sides were assigned MI = 4. The Morphology Index 

(MI) was determined using the following formula: 

               Morphology Index (MI) =   
(N°MI1x 1) + (N° MI2 x 2) + (N° MI3 x 3) + (N° IM4 x 4)

100
 

In this context, values close to one indicate a population of spherical 

yeast cells; values close to four indicate a population of true hyphae; and 

values between one and four suggest the presence of varied morphologies 

or, predominantly, pseudohyphae. 

 

2.7 MEASUREMENT OF Candida albicans HYPHAL LENGTH  

 

The cell length of C. albicans, specifically strain 97, was measured after 

the induction of morphogenesis (incubation for 3 hours in YPD + 20% FBS). The 

NIS-Elements D software was used for this purpose. For each strain, the average 

length of 100 hyphal cells was determined for isolates previously cultured in the 

presence or absence of (-)-myrtenol. 
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2.8 MORPHOGENESIS OF Candida albicans ON SOLID MEDIA 

To induce hyphal formation on solid medium, cells were cultured in YPD. 

A 10 μL aliquot of the standardized cell suspensions was inoculated onto the 

surface of Spider medium (nutrient agar 10 g, mannitol 10 g, KH₂PO₄ 2 g, agar 

14.5 g, distilled water 1000 mL) 22 in the presence and absence of (-)-myrtenol. 

The plates were incubated at 30°C for seven days, after which the 

macromorphological aspects of the colonies were observed. The assay was 

performed in triplicate. 

. 

2.9 LIPASE ENZYME PRODUCTION 

 

Lipase zone (LZ) was assessed using the methodology proposed by 

Mushin et al.23, with some modifications. Initially, cultures grown overnight in YPD 

broth with and without (-)-myrtenol were diluted and standardized to a 

concentration of 2 x 105 cells/mL. 

Subsequently, 10 µL of each strain suspension was cultivated on sterile 

Petri dishes containing lipid medium (peptone 1%, sodium chloride 5%, calcium 

chloride 0.01%, and agar 2%, plus 1% Tween 80) and incubated at 32°C for 5 

days. After the incubation period, the diameters of the colonies and the halos 

formed were measured. LZ was determined using the following equation:          

                                    LZ= Colony diameter (cm) 

                   Colony diameter (cm) + Precipitation zone (cm)  
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An LZ of 0 – 0.33 was considered strong, an LZ of 0.34 – 0.66 was 

considered moderate, an LZ of 0.67 – 0.99 was considered weak, and an LZ of 1 

indicated no lipase activity 

 

2.10    BIOFILM FORMATION ASSAY 

To promote biofilm formation, C. albicans 24 cells were cultured on 

Sabouraud Dextrose Agar at 37°C for 18 hours. The isolates were then inoculated 

into 5 mL of YPD medium and incubated overnight for 18 hours at 200 rpm, both in 

the presence and absence of (-)-myrtenol. After incubation, the samples were 

centrifuged at 5000 rpm for 5 minutes at room temperature, and the resulting pellet 

was washed twice in 5 mL of PBS (Phosphate Buffered Saline; NaCl 8g/L; KCl 

0.2g/L; Na₂HPO₄ 1.44g/L; KH₂PO₄ 0.24g/L, pH 7.2) under the same centrifugation 

conditions. The cell pellet was then resuspended in 5 mL of PBS and the cell 

concentration was adjusted to 107 cells/mL with an optical density of 0.38 at 520 

nm. 

For the adhesion phase, C. albicans cell suspension was transferred to 

sterile 96-well microtiter plates. A total of 100 µL of the suspension was added to 

each well and incubated for 1.5 hours at 37°C with mechanical agitation at 75 rpm. 

After the adhesion phase, the non-adherent cell suspension was removed, and the 

wells were washed twice with 150 µL of PBS. Following this, 100 µL of 

supplemented YPD medium was added to each well, and the plate was incubated 

for 66 hours at 37°C with agitation at 75 rpm. Biofilm quantification was performed 

using crystal violet staining. 
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After biofilm formation, the YNB medium was removed, and each well was 

washed twice with 150 µL of PBS. The plate was then left at room temperature for 

45 minutes to dry. Next, 110 µL of a 0.4% aqueous crystal violet solution was 

added to each well and incubated for 45 minutes. Subsequently, the wells were 

washed three times with sterile ultrapure water, and 200 µL of 95% ethanol was 

added to each well, with incubation for 45 minutes. After this period, 100 µL of the 

decolorizing solution was transferred to a new sterile plate, and quantification was 

performed using a microplate reader with a filter at 570 nm. 

 

2.11     STATISTICAL ANALYSIS 

 

The data were analyzed using the statistical software “Jamovi” version 

2.5.5. Results were presented as mean ± standard deviation, and differences were 

analyzed using the Independent Samples t-Test. For all analyses, a p-value of 

0.05 and a 95% confidence interval were considered. 

 

3 RESULTS  

 

3.1         MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION ASSAY 

 

In this study, the minimum inhibitory concentration determined using the 

microdilution technique in 96-well U-shaped microplates was 256 µg/mL used for 

all assays. 
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3.2     MORPHOGENESIS ASSAY 

  

The effect of (-)-myrtenol on C. albicans filamentation was evaluated using 

serum and a temperature of 37°C as inducing agents.  After 1 hour of incubation, 

the germ tube formation capacity was evaluated. The overall mean percentage of 

germ tube formation for the strains evaluated was 52% in the absence of (-)-

myrtenol. A reduction was observed in the presence of the compound, with a 

mean formation rate of 28%. Strain 89 showed the greatest reduction (57% vs. 

10%), as described in Figure 1. 

After three hours of incubation, the Morphology Index was calculated, 

since different morphological aspects can be observed after this period. It was 

observed that in the absence of (-)-myrtenol, pseudohyphae predominated, with a 

mean MI of 3.10 among the 14 strains evaluated. In the presence of the 

compound, this decreased to a MI of 2.58.  

Strain 97 was highly filamentous, with a MI. of 3.81  predominantly forming 

long true hyphae. In the presence of (-) myrtenol, the Morphology Index was 

reduced to 2.83. Strain 90 showed the best result in reducing hyphae formation, 

with a MI of 3.62 in the absence of (-)-myrtenol and a MI of 1.72 in the presence of 

the compound (Fig. 2). 

 

3.3      MEASUREMENT OF Candida albicans HYPHAL LENGTH   

 

After evaluating the results obtained from the morphogenesis phase in 

liquid medium (3 hours), it was found that strain 97 had a greater filamentation 

capacity than the other strains. In the presence of the substance, a reduction in its 
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size was observed. Strain 97 was selected for measurement using an optical 

microscope and NIS-Elements D software (Eclipse Ci, Nikon, Japan). In the 

absence of (-)-myrtenol, most of the analyzed hyphae had an overall average size 

of 92.1 micrometers (92.1 ± 21.34), which decreased to 77.42 micrometers (77.42 

± 17.56) in the presence of (-)-myrtenol this reduction being significant. 

 

3.4     MORPHOGENESIS OF Candida albicans ON SOLID MEDIA 

Morphogenesis in C. albicans was also observed by inducing it on solid 

medium using Spider medium for 7 days. Strains 89, 97, and 99 exhibited a 

filamentous phenotype when grown in the medium without (-)-myrtenol. When 

inoculated onto Spider agar with (-)-myrtenol, the colonies displayed a smooth 

phenotype. It was observed that the macroscopic appearance of the colonies for 

most isolates remained smooth both in the presence and absence of the 

substance (Table 1). 

 

3.5     LIPASE ENZYME PRODUCTION 

 

The effect of (-)-myrtenol on lipase enzyme secretion was investigated 

across the 14 strains in the study. After the incubation period, the diameters of the 

colonies and the halos formed were measured, and the Lipase Zone (LZ) was 

calculated. In the absence of (-)-myrtenol, the isolates exhibited an average LZ of 

0.64, indicating moderate activity. Strain 89 displayed the highest activity, while 

strains 98 and 100 did not secrete lipases. In the presence of (-)-myrtenol, there 

was complete inhibition of enzymatic activity, as indicated by an average LZ of 1 
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(Fig. 3). Figure 3 presents the averages as well as the standard deviations for 

each analyzed strain. 

 

3.6    BIOFILM FORMATION ASSAY 

 

The effect of (-)-myrtenol on the inhibition of biofilm formation was 

investigated in the 14 study strains, with a reduction in biofilm formation observed 

for most isolates (Fig. 4). The mean biofilm formation was 0.18 in the absence of (-

)-myrtenol and decreased to 0.10 in the presence of the compound. Strain 89 

exhibited the highest biofilm formation in the absence of (-)-myrtenol (0.4 ± 0), 

which decreased in the presence of (-)-myrtenol (0.2 ± 0). Strain 97, which was 

highly filamentous, had biofilm formation completely inhibited in the presence of (-

)-myrtenol. 

 

4. DISCUSSION 

 

The present study aimed to evaluate the in vitro action of (-)-myrtenol, a 

compound with documented antifungal activity, on various virulence factors 

expressed by Candida albicans. 25,26 This is the first study to address the use of 

this monoterpene in the following virulence factors: morphogenesis and hydrolytic 

enzyme activity and morphogenesis. 

Myrtenol is a monoterpene primarily found in a plant commonly known as 

myrtle (Myrtus communis). This plant belongs to the Myrtaceae family and 
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possesses antimicrobial properties (antibacterial, antifungal, and antiviral), as well 

as cardioprotective, antioxidant, and anti-inflammatory properties, among others. 27 

In addition to M. communis, other species within the Myrtaceae family, such as 

Eugenia uniflora (1000 μg/mL) and Leptospermum scoparium (20 μg/mL), also 

exhibit described antifungal activities. 28,29 

When analyzing the morphogenetic process of Candida albicans, the 

results of this study indicate that (-)-myrtenol has a significant effect in inhibiting 

the phenotypic transition of the strains evaluated. Morphological changes that 

culminate in the formation of true hyphae are a key factor in virulence, leading to a 

greater ability to cause infections. Notably, a marked reduction in germ tube 

formation was observed in all 14 strains evaluated when (-)-myrtenol was applied. 

The first hour of filamentation induction is the period during which germ tubes are 

formed, and the action of (-)-myrtenol in delaying this process could potentially 

reflect in humans as a difficulty for the yeast to advance in the infectious process. 

After 3 hours of filamentation induction, the formation of true hyphae is 

observed. In this study, a reduction in the formation of these structures and a 

predominance of short pseudohyphae were noted. The clinical isolate 97 used in 

the study is a strain with a high capacity for hyphae formation (IM 3.81). However, 

under the action of (-)-myrtenol, the IM was reduced to 2.83. For this same strain, 

there was a decrease in length when the compound was present. This finding 

reinforces that even in situations of complex morphology, (-)-myrtenol was able to 

reduce filamentation. 

In a study carried out by Silva-Rocha et al., the action of the crude extract 

of Eugenia uniflora, a terpene, on morphogenesis was evaluated under different 
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induction conditions similar to this study.30 They observed that the predominant 

morphology was that of pseudohyphae, with reduced filamentation after the use of 

the extract. These results are in line with the data presented in the current study, 

indicating that (-)-myrtenol acts by delaying or inhibiting the filamentation of 

Candida albicans. The same authors also pointed out a reduction in the length of 

the hyphae evaluated as well as in the filamentation of colonies on solid spider 

medium. In the present study, most strains maintained smooth colonies, however 

strains such as 89, 97 and 99 reduced their filamentation with (-)-myrtenol.  

Recent studies have evaluated the use of other terpenes such as 

carvacrol, limonene, thymol, eugenol, and observed that these compounds were 

able to reduce Candida albicans filamentation at different concentrations. 31-33 This 

is the first study to report the action of (-)-myrtenol on this specific virulence factor.  

Our findings suggest that (-)-myrtenol has potential as a therapeutic agent 

in candidiasis. The process of morphogenesis significantly contributes to tissue 

invasion, as the extension of hyphae facilitates tissue erosion and consequently, 

greater damage to the host Therefore, since (-)-myrtenol affects the formation of 

filamentous structures, it may impede the progression of tissue damage during 

infection. 34 

In a study by Silva-Rocha et al. proteomic analysis was used to identify 

proteins affected during morphogenesis by the ethyl acetate fraction of the crude 

extract of Eugenia uniflora. 35 The findings showed that cell wall proteins directly 

involved in hyphal elongation had reduced expression. The findings of the present 

study may, through a similar mechanism, also affect these cell wall proteins, 

suggesting another potential target of (-)-myrtenol’s action. 
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Several species of the Candida genus, such as C. rugosa, C. 

guilliermondii, C. parapsilosis, C. tropicalis, and C. albicans secrete lipase as a 

virulence factor36-38. This enzyme, due to its ability to lyse lipids, facilitates invasion 

and colonization of host tissues. 39,40 In this study, (-)-myrtenol robustly inhibited 

lipase production, as evidenced by the complete absence of lipase production 

halos. 

A study conducted by Prasath et al. using palmitic acid to inhibit virulence 

factors in Candida tropicalis reported a significant reduction in lipase production at 

a concentration of  200 μg/mL after 48 hours of incubation. 41 In C. albicans, ten 

lipases (Lip1-10) have been described, each acting at different stages of the 

infectious process. Among these, Gácser et al. demonstrated that mutant strains 

of lipase 8 exhibited reduced virulence in a murine infection model. 42 Therefore, 

the action of (-)-myrtenol in preventing the secretion of lipases in C. albicans may 

also indicate an important interaction in reducing the virulence of this pathogen. 

The ability to form biofilms is a significant virulence factor in the 

pathogenesis of candidiasis. Biofilms, composed of a matrix of yeast cells, 

pseudohyphae, and hyphal cells, provide increased protection and resistance to 

physical and chemical insults, including antifungal agents. This enhances the 

likelihood of systemic infections due to the release of new cells that act as 

reservoirs for the infection. 43-45 

The results of this study demonstrate that, despite the low biofilm 

formation by the evaluated strains, (-)-myrtenol significantly reduced the formation 

of this structure in most cases. In a recent study, Mahmoud et al. explored the 

optical isomers (-)-myrtenol and (+)-myrtenol, observing that these increased the 
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efficacy of amikacin and fluconazole in inhibiting biofilm development in half of the 

isolates of S. aureus and C. albicans. 24 

Biofilm plays a crucial role in maintaining infection by serving as a 

reservoir of cells and protecting them from both phagocytic attacks and the action 

of drugs. Therefore, the ability of (-)-myrtenol to reduce biofilm formation 

underscores the importance of this compound as a potential therapeutic agent, 

directly influencing the expression of virulence factors in Candida albicans. 
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LIST OF ABBREVIATIONS 

 

HOEC – Human Oral Epithelial Cells 

MI – Morphology Index 

LIP – Lipase 

LZ – Lipase Zone 

MIC – Minimum Inhibitory Concentration 

PBS – Phosphate Buffered Saline 

SFB – Fetal Bovine Serum 

YPD – Yeast Peptone Dextrose 
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Figure 1. Mean percentages of germ tube formation in liquid medium (YPD + 20% SFB) 

after 1 hour of incubation at 37°C in the absence and presence of (-)-myrtenol. *P < 0.05  
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Figure 2. Mean Morphology Index (MI) in liquid medium (YPD + 20% SFB) after 3 

hours of incubation at 37°C in the absence and presence of (-)-myrtenol. *P < 0.05 
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Table 1. Hyphal formation on spider solid medium by oral clinical isolates of 

Candida albicans. isolates were incubated in triplicates at 30°C for seven days in 

Spider medium in the absence or presence of (-)-myrtenol. 

Spider medium 
 

Strain Absence of (-)-myrtenol vs. 
Presence of (-)-myrtenol 

  
Strain 88 Smooth vs. Smooth 
Strain 89 Wrinkled vs. Smooth 
Strain 90 Smooth vs. Smooth 
Strain 91 Smooth vs. Smooth 

Strain 92 Smooth vs. Smooth 
Strain 93 Smooth vs. Smooth 

Strain 94 Smooth vs. Smooth 
Strain 95 Smooth vs. Smooth 

Strain 96 Smooth vs. Smooth 
Strain 97 Wrinkled vs. Smooth 

Strain 98 Smooth vs. Smooth 
Strain 99 Wrinkled vs. Smooth 

Strain 100 Wrinkled vs. Wrinkled 
ATCC 90028 Smooth vs. Smooth 
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Figure 3. Mean lipase activity of Candida albicans isolates in the presence and 

absence of (-)-myrtenol *P < 0.05 
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Figure 4. Mean biofilm formation of Candida albicans isolates in the presence and 

absence of (-)-myrtenol after incubation in YNB medium for 66 hours at 37°C. *P < 

0.05 
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5. CONCLUSÃO 

 

Esse foi o primeiro estudo que avaliou a ação do (-)-mirtenol nos fatores 

de virulência em isolados clínicos orais de Candida albicans, mostrado haver nos 

ensaios de morfogênese realizados redução significativa na formação de tubo 

germinativo e filamentação e para a maioria dos isolados redução na formação de 

biofilme e secreção da enzima lipase. Com isso, é possível destacar o potencial 

que esse composto possui como recurso terapêutico na inibição do 

desenvolvimento da candidíase oral.  
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ANEXO 1  

Normas do periódico “Medical Mycology” ISSN: 1460-2709/ Qualis Capes 

Odontologia A1 

 Uma página de rosto que inclua o título completo do artigo e um título 

curto; o(s) nome(s), o(s) grau(s) acadêmico(s) mais alto(s) e afiliação(ões) 

— incluindo países — de todos os autores; o nome, número de telefone e 

endereço de e-mail do autor correspondente designado; e uma lista de até 

5 palavras-chave; 

  Uma página separada para um Resumo de até 250 palavras preparado 

sem subtítulos; 

 Texto do manuscrito composto por Introdução, Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão e Referências; 

 As referências devem ser citadas sequencialmente na ordem em que 

aparecem pela primeira vez no texto, em numerais sobrescritos e incluídas 

na mesma ordem numérica na seção Referências; 

 Cada tabela deve ser enviada como uma página separada e deve ter 

descrições em notas de rodapé de todas as abreviações contidas na 

tabela; 

 Cada figura deve ser enviada como um arquivo separado (página), com 

legendas de figura apropriadas, permitindo que o leitor entenda seu 

conteúdo sem referência ao texto; 

 Além dos requisitos detalhados em 'Preparação de Manuscrito' abaixo, 

esses manuscritos são limitados a 5.000 palavras, excluindo a página de 

rosto, o resumo, as referências e as tabelas/figuras. 
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ANEXO 2 

Parecer consubstanciado do CEP 
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