
178   |   Revista da Sociedade Portuguesa de Oftalmologia · Ahead Of Print

ORIGINAL ARTICLE

38196

RESUMO

INTRODUÇÃO: O objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia antifúngica de óleos essenciais 
(OE) extraídos de plantas medicinais: Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. (nativa do Vale do Côa, 
Portugal) e Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, contra agentes da queratite fúngica (QF).

MÉTODOS: Foram colhidas amostras de córnea de doentes com suspeita de queratite infeciosa 
na ULS Coimbra (Coimbra) e na ULS São João (Porto). Os isolamentos fúngicos confirmados foram 
caracterizados. Foi avaliada a sua suscetibilidade aos OEs em diversas concentrações, pelo método 
de disco-difusão em fase sólida, determinando as suas propriedades inibitórias e fungicidas. Os 
diâmetros da zona de inibição (IZD) em redor dos discos foram registados aos 3º, 5º, 7º, 10º e 14º 
dias de incubação.

RESULTADOS: Catorze amostras positivas foram obtidas em 6 meses. Observou-se um 
predomínio de Candida spp. O OE de Cymbopogon citratus demonstrou uma atividade antifúngica 
excecional, com inibição completa de Aspergillus fumigatus e Scedosporium apiospermum em todas 
as concentrações, mantendo IZDs máximos durante os 14 dias. Contra Candida spp., o IZD para 
Cymbopogon citratus aumentou ao longo do tempo, à concentração de 100%, tendo evoluído de 68 
mm (ao 3º dia) para 81,7 mm (ao 14º dia), no caso de Candida albicans, e de 51,7 mm para 71,3 mm, 
no caso de Candida parapsilosis. O OE de Lavandula pedunculata apresentou elevada atividade 
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INTRODUÇÃO

A prevalência da queratite fúngica (QF) tem mostrado 
uma tendência crescente,1 estimando-se que atualmente 
possa constituir até 50% das queratites infeciosas.2,3 Se não 
tratada adequadamente, a QF pode induzir melting e perfu-
ração corneanas, leucomas densos e endoftalmite. O diag-
nóstico e tratamento precoces são essenciais para prevenir 

complicações devastadoras e mitigar o burden socioeconó-
mico substancial.

Os atrasos no diagnóstico são comuns, sendo provocados 
por culturas demoradas e, por vezes, negativas. O correto 
diagnóstico laboratorial é crucial para permitir a realização 
de testes de suscetibilidade aos antifúngicos. As amostras co-
lhidas para avaliação microbiológica incluem, principalmen-
te, a raspagem do infiltrado corneano. Os métodos conven-
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contra Aspergillus fumigatus e Scedosporium apiospermum, no início da incubação, diminuindo os 
IZDs ao longo do tempo, independente da concentração do OE. A sua eficácia contra Candida spp. 
mostrou baixa atividade, sendo variável ao longo do tempo e da concentração.

CONCLUSÃO: Os OEs de Cymbopogon citratus e Lavandula pedunculata constituem alternativos 
agentes antifúngicos, fornecendo bases para o desenvolvimento de novos tratamentos. A eficácia 
notável de OE de Cymbopogon citratus contra vários agentes favorece a sua utilização na prática 
clínica, enquanto o OE de Lavandula pedunculata requer mais estudos esclarecedores do seu 
potencial antifúngico. Otimizar as concentrações de OE e a duração da exposição é crucial para 
maximizar a sua eficácia. São necessários mais estudos para compreender o papel dos OEs no 
microambiente corneano e o seu contributo para o desenvolvimento de novos fármacos.

PALAVRAS-CHAVE: Antifúngicos; Óleos Voláteis; Queratite/tratamento.

ABSTRACT

INTRODUCTION: This study aimed to evaluate the antifungal efficacy of essential oils (EOs) 
extracted from medicinal plants, one native in Côa Valley (Portugal): Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. 
and another not-native:  Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, against fungal keratitis (FK) pathogens.

METHODS: Corneal specimens were collected from patients suspected of having infectious 
keratitis from Unidade Local de Saúde de Coimbra (Coimbra) and Unidade Local de Saúde de São 
João (Porto). The confirmed fungal isolates were then identified and characterized. In addition to 
testing the sensitivity to conventional antifungals, the susceptibility to the selected EOs was also 
assessed at various concentrations, through in vitro solid-phase disk diffusion assays, determining 
their inhibitory and fungicidal properties. The inhibition zone diameters (IZD) formed around the 
paper discs were recorded on the 3rd, 5th, 7th, 10th and 14th day of incubation.

RESULTS: Fourteen positive samples were obtained in 6 months. A predominance of Can-
dida spp. was noted. Cymbopogon citratus demonstrated exceptional antifungal activity, with com-
plete inhibition of Aspergillus fumigatus and Scedosporium apiospermum across all concentrations, 
maintaining maximum IZDs throughout the study period. Against Candida species, the IZD for 
Cymbopogon citratus increased over time, with the 100% concentration achieving an IZD from 68 
mm on day 3 to 81.7 mm by day 14 for Candida albicans and from 51.7 mm to 71.3 mm for Candida 
parapsilosis. Lavandula pedunculata EO displayed initial high activity against Aspergillus fumigatus, 
with a decrease in IZDs over time for lower concentrations. Its effectiveness against Scedosporium 
apiospermum and Candida species demonstrated concentration and time-dependent variability.

CONCLUSION: Cymbopogon citratus and Lavandula pedunculata EOs may be potent anti-
fungal agents against FK pathogens, providing a basis for the development of new antifungal 
treatments. The remarkable efficacy of Cymbopogon citratus against a range of fungal pathogens 
supports its use in clinical practice, while Lavandula pedunculata requires further studies to clarify 
its antimicrobial potential. Optimizing EOs concentrations and exposure duration seems to be 
important to maximize antifungal efficacy. Further research is needed to understand the role of 
these EOs in the corneal mileu and contribute to the development of new drugs.

KEYWORDS: Antifungal Agents; Keratitis/therapy; Oils, Volatile.
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cionais de diagnóstico incluem o exame direto por coloração 
da amostra e a sua cultura. Os métodos moleculares, como 
a reação em cadeia da polimerase (PCR), estão a ganhar po-
pularidade, pois permitem um diagnóstico rápido e preciso,4 
levando à identificação exata das espécies envolvidas.

O tratamento é desafiador devido à rápida progressão, 
à baixa penetração dos agentes antifúngicos na córnea, à 
resistência emergente aos antifúngicos convencionais, à 
etiologia complexa e às complicações relacionadas com a 
doença e o seu tratamento. A abordagem envolve trata-
mento tópico e sistémico.5 O voriconazol é um agente anti-
fúngico de amplo espectro do grupo dos triazois, utilizado 
tanto topicamente como sistemicamente para o tratamento 
de uma vasta gama de leveduras e fungos filamentosos. A 
anfotericina B é um agente antifúngico poliénico utilizado 
topicamente e sistemicamente para o tratamento de fungos 
leveduriformes.5 A terapêutica sistémica (ex.: voriconazol, 
itraconazol, anfotericina B) é usada nos casos com má res-
posta ao tratamento tópico. Quando o tratamento médico é 
insuficiente ou na presença de complicações graves (como 
perfuração da córnea ou endoftalmite), são necessários pro-
cedimentos cirúrgicos.6

Os avanços recentes no tratamento da QF têm-se con-
centrado na otimização de terapêuticas já existentes e na 
exploração de abordagens terapêuticas inovadoras, en-
quadrando-se aqui os óleos essenciais (OEs). Os OEs são 
misturas complexas de compostos voláteis derivados de 
extratos concentrados de plantas. São quimicamente cons-
tituídos por monoterpenos, sesquiterpenos, álcoois, terpe-
nos, fenois, aldeídos e outros constituintes bioativos. Cada 
OE possui uma composição química única, que influencia o 
seu espectro de atividades biológicas.7,8 A composição quí-
mica de um OE pode variar dentro da mesma planta e/ou 
entre diferentes plantas (Tabela suplementar 1).

Os OEs podem exibir atividade antimicrobiana,7,8 já de-
monstrada com o OE de lavanda,9 de folha de canela10  e de 
eucalipto.11 Essa atividade antimicrobiana parece ocorrer 
através da disrupção da membrana plasmática, com perda 
do conteúdo celular, e da disfunção mitocondrial, originan-
do a morte celular.12 Os OEs podem, assim, contornar os 
mecanismos de resistência comuns, inibir biofilmes e ter 
efeitos sinérgicos.13 Para o presente estudo, dois OEs – Cym-
bopogon citratus (DC.) Stapf e Lavandula pedunculata (Mill.) 
Cav – foram selecionados com base nas suas características 
específicas e atividade antimicrobiana apurada em estudos 
anteriores, que demonstraram eficácia fungicida e fungistá-
tica contra várias espécies fúngicas.

O OE de Cymbopogon citratus é reconhecido pelas suas 
propriedades antimicrobianas de amplo espectro. O princi-
pal componente, geranial, destabiliza a membrana celular 
de fungos e bactérias, levando à morte celular.14,15 O OE de 
Lavandula pedunculata é nativo do Vale do Côa, tendo sido 
documentadas propriedades antifúngicas contra derma-
tófitos e leveduras.16 Ambos são seguros e bem tolerados 
quando usados topicamente ou em aromaterapia, o que os 
torna adequados para fins terapêuticos, com toxicidade re-
lativamente baixa em comparação com os agentes antifún-
gicos sintéticos.17

O principal objetivo deste estudo é investigar a eficácia 
antifúngica dos OEs extraídos de plantas medicinais, contra 
alguns dos principais agentes etiológicos da QF em Portugal. 

MATERIAL E MÉTODOS

�COLHEITA E PROCESSAMENTO DAS 
AMOSTRAS OCULARES 

Após exame oftalmológico em doentes com suspeita de 
queratite infeciosa nos dois centros envolvidos no estudo 
- ULS São João e ULS Coimbra - foram colhidas amostras 
corneanas, incluindo raspagens, exsudados e botão corne-
ano, sob condições estéreis, entre maio e setembro de 2023.

Uma parte de cada amostra adquirida foi cuidadosa-
mente colocada numa lâmina de vidro estéril para análise 
microscópica imediata, enquanto a parte restante foi envia-
da para o laboratório de microbiologia de cada hospital, 
onde foi inoculada em placas de agar sabouraud dextrose 
suplementado com cloranfenicol.

Para a microscopia direta, foi aplicada à amostra na lâ-
mina de vidro uma preparação de hidróxido de potássio 
e branco de calcoflúor. As placas inoculadas foram incu-
badas a uma temperatura constante de 25°C durante duas 
semanas, sendo inspecionadas diariamente para deteção de 
proliferação fúngica.

As culturas positivas para fungos foram enviadas para 
o Centro de Inovação em Biomedicina e Biotecnologia 
(CiBB) – Universidade de Coimbra (UC), e para o Labora-
tório de Micologia e Biodeterioração do Centro de Ecologia 
Funcional (CFE, UC), sediado no Departamento de Ciên-
cias da Vida da Faculdade de Ciências e Tecnologia da UC, 
para posterior identificação e testes de sensibilidade.

�IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO 
DOS FUNGOS

Isolamento do microorganismo

O processo de isolamento e identificação dos fungos 
ocorreu no CFE e envolveu um meio de cultura agar batata 
dextrose, que foi utilizado para a cultura das amostras, sob 
condições ótimas de isolamento e temperatura.

As colónias fúngicas em crescimento foram observadas 
detalhadamente, nomeadamente em termos de cor, textura 
e aparência geral, bem como analisadas microscopicamente 
para identificação de detalhes estruturais.

Extração de DNA e Identificação molecular

A partir das culturas axénicas, o DNA foi extraído com 
um kit específico (REDextract-N.Amp PCR Kit) e a identifi-
cação molecular foi realizada por PCR, através da amplifi-
cação de uma região específica (região ITS-rDNA), utilizan-
do o par de primers universais para fungos (ITS1-F e ITS4).

A análise de similaridade foi realizada utilizando o 
NCBI BLAST, a base de dados de nucleótidos do National 
Center of Biotechnology Information.18 A identificação das 
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espécies foi confirmada por uma análise macroscópica e 
microscópica detalhada das características taxonómicas.

�AVALIAÇÃO DA SUSCETIBILIDADE 
AOS ANTIFÚNGICOS COMUNS

A suscetibilidade antifúngica in vitro para os agentes 
anti-fúngicos itraconazol (ITR), voriconazol (VOR), posa-
conazol (POS), fluconazol (FLU) e anfotericina B (AmB) foi 
compilada a partir da base de dados de micologia da Uni-
versidade de Adelaide, Austrália.19

Os testes de suscetibilidade aos OEs foram conduzidos 
em estrita conformidade com as diretrizes do Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI), especificamente os 
documentos M27-A3/M44-A2 para leveduras20,21 e o M38-
-A2 para fungos filamentosos,20,21 que são as referências 
para o teste de suscetibilidade antifúngica in vitro e enun-
ciam o procedimento padrão para a realização de testes de 
diluição de suscetibilidade antifúngica.

As concentrações inibitórias mínimas (CIMs) foram de-
terminadas para cada combinação de fungo e agente anti-
fúngico, seguindo os métodos padronizados pelo CLSI. A 
CIM é definida como a menor concentração de antifúngi-
co que inibe significativamente o crescimento do fungo in 
vitro, e a sua interpretação é baseada nos cut-offs do CLSI, 
que categorizam a suscetibilidade dos fungos aos agentes 
antifúngicos como suscetível (S), intermediária (I) ou resis-
tente (R).

�AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA 
ANTIFÚNGICA DOS ÓLEOS ESSENCIAIS

Extração dos óleos essenciais

A extração dos OE das plantas medicinais foi realizada 
no CiBB através de hidrodestilação, utilizando um apare-
lho de tipo clevenger.22

As plantas foram previamente secas e trituradas. Poste-
riormente, foram colocadas num balão de fundo redondo, ao 
qual foi adicionada água destilada, sendo este colocado numa 
manta de aquecimento. Os OEs foram separados do destilado 
aquoso, imediatamente transferidos para frascos de vidro âm-
bar, e armazenados adequadamente. Posteriormente, os OEs 
foram caracterizados quimicamente utilizando cromatografia 
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).

Avaliação da eficácia antifúngica

A avaliação da eficácia antifúngica dos OEs contra Can-
dida albicans, Candida parapsilosis, Scedosporium apiospermum 
e Aspergillus fumigatus foi realizada através da metodologia 
de disco-difusão em agar. Estes fungos foram selecionados 
com base na sua relevância clínica e na sua proeminência 
como principais agentes etiológicos de QF.

Os OEs foram preparados em quatro concentrações - 25%, 
50%, 75% e 100% - diluindo-os em dimetilsulfóxido (DMSO). 
Os discos de papel estéreis, com 8 mm de diâmetro, foram 
impregnados com cada OE nas diferentes concentrações, e 

colocados individualmente no centro de placas de Petri com 
meio de cultura, seguindo-se incubação sob condições ótimas 
ao crescimento dos microrganismos. O diâmetro da zona de 
inibição (IZD) formada ao redor dos discos de papel foi medi-
do ao 3º, 5º, 7º, 10º e 14º dias de incubação, para avaliar a ativi-
dade antifúngica. Esta medição foi repetida duas vezes, e toda 
a experiência foi realizada em triplicado, sendo que o valor do 
IZD foi expresso como a média dos 3 valores. Discos de papel 
impregnados com DMSO sem OEs foram usados como con-
trolos positivos, enquanto discos sem DMSO nem OEs foram 
usados como controlos negativos.

ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os valores obtidos a partir das medições das zonas de ini-
bição foram registados e inseridos numa folha de cálculo do 
Microsoft Excel; a comparação estatística da eficácia de ambos 
os OEs foi realizada com o programa IBM SPSS Statistics 26. 
A eficácia de ambos os OEs foi analisada e comparada esta-
tisticamente através do teste one-way ANOVA e as diferenças 
entre as médias dos diâmetros das zonas de inibição foram 
avaliadas através do teste de Tukey. Foi considerado um α de 
0,05, para diferenças estatisticamente significativas.

RESULTADOS

�IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO 
DOS FUNGOS 

A fase de recolha de amostras foi conduzida de forma 
sistemática ao longo de um período de 5 meses. Foram co-
lhidas 14 amostras de QF. A Fig. 1 representa a distribuição 
e prevalência das espécies identificadas.

Foi encontrada uma predominância de Candida spp. na 
nossa amostra, sendo também identificados Beauveria bas-
siana, Scedosporium apiospermum e Aspergillus spp. Epicoc-
cum nigrum, Dicyma olivacea e Penicillium tealii, raramente 
associados a infeções oculares, sugerindo um espectro mais 
amplo de fungos em Portugal do que o anteriormente con-
siderado, o que pode ter implicações na gestão da QF.

Cinco doentes tinham previamente realizado querato-
plastia penetrante, tendo nestes doentes sido isolada Candi-
da spp. em 4 e Beauveria bassiana em 1.

Figura 1. Distribuição das espécies identificadas nas amostras fúngicas isoladas.
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A Tabela suplementar 2 apresenta as percentagens de 
similaridade das sequências de DNA dos agentes isolados, 
quando comparadas com as do NCBI. As percentagens de si-
milaridade foram, em geral, muito elevadas (97,90-100,00%), 
confirmando a fiabilidade da técnica de identificação usada.

�SUSCETIBILIDADE DOS FUNGOS AOS 
AGENTES ANTIFÚNGICOS COMERCIAIS

De acordo com a base de dados de micologia da Uni-
versidade de Adelaide, Austrália,19 Candida albicans apre-
senta um amplo espectro de sensibilidade aos antifúngi-

cos selecionados. Notavelmente, o VOR tem um valor de 
CIM ≤0,016 µg/mL, dentro do intervalo de suscetibilidade. 
A AmB tem uma CIM de 0,5 µg/mL, indicando suscetibi-
lidade com um cut-off de 2 µg/mL. Candida parapsilosis 
tem atualmente sensibilidade moderada aos antifúngicos, 
com o VOR e o POS a mostrarem CIMs de 0,03 µg/mL e 
0,06 µg/mL, respetivamente. A CIM da AmB de 1 µg/mL 
sugere uma suscetibilidade limítrofe, com o cut-off para 
suscetibilidade estabelecido em 2 µg/mL. Beauveria bassiana 
e Scedosporium apiospermum exibem perfis variados de sus-
cetibilidade, sublinhando o desafio no tratamento de infe-
ções causadas por estes fungos. Para Aspergillus fumigatus, 

Tabela 1. Perfil de suscetibilidade dos microrganismos isolados aos antifúngicos comuns. 

Fungo Antifúngico CIM (μg/mL) 
Cut-off CLSI

S R

Candida albicans

ITR 0,060 ND ND
VOR ≤0,016 ≤0,12 ≥1,00
POS 0,03 ND ND
FLU 0,50 ≤2,00 ≥8,00
AmB 0,50 2,00 4,00

Candida parapsilosis

ITR 0,13 ND ND
VOR 0,03 ≤0,12 ≥1,00
POS 0,06 0,25 0,50
FLU 1,00 ≤2,00 ≥8,00
AmB 1,00 2,00 4,00

Beauveria bassiana

ITR 0,03 ND ND
VOR 0,25 ND ND
POS 0,20 ND ND
FLU 4,00 ND ND
AmB 0,50 ND ND

Scedosporium apiospermum

ITR 0,50 ND ND
VOR 0,25 ND ND
POS 0,50 ND ND
FLU 0,25 ND ND
AmB 2,00 ND ND

Aspergillus fumigatus

ITR 0,50 1,00 2,00
VOR 0,25 ≤0,50 ≥2,00
POS 0,25 ND ND
FLU 0,50 ND ND
AmB 1,00 2,00 4,00

Epicoccum nigrum

ITR - ND ND
VOR - ND ND
POS - ND ND
FLU - ND ND
AmB - ND ND

Dicyma olivacea

ITR - ND ND
VOR - ND ND
POS - ND ND
FLU - ND ND
AmB - ND ND

Penicillium tealii

ITR 0,50 ND ND
VOR 1,00 ND ND
POS 0,50 ND ND
FLU 0,50 ND ND
AmB 2,00 ND ND

R, resistente; S, suscetível; ND: não definido. “-” indica que não existem CIM para a combinação agente antifúngico–fungo na literatura. ITR, itraconazol; VOR, 
voriconazol; POS, posaconazol; FLU, fluconazol, e AmB, anfotericina B; CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute; CIM: concentração inibitória mínima. Se 
o valor da CIM for inferior ao valor indicado na coluna “sensível”, considera-se que o fungo é sensível ao antifúngico em causa. Se o valor da CIM for superior ao 
valor indicado na coluna “resistente”, considera-se que o fungo é resistente ao antifúngico em causa. 

Adaptado de Fungal descriptions and antifungal susceptibility 19
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observa-se uma clara suscetibilidade ao ITR e ao VOR, com 
valores de CIM de 0,5 µg/mL e 0,25 µg/mL, respetivamente.

�COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS ÓLEOS 
ESSENCIAIS

A análise da composição química revelou constituintes 
major - fenchona, cineol e cânfora no caso de LP, e geranial e 
neral no caso de CC, bem como vários constituintes minor. A 
Tabela suplementar 3 mostra a composição química completa.

�ENSAIO DE FASE SÓLIDA NA AVALIA-
ÇÃO DA EFICÁCIA ANTIFÚNGICA DOS 
ÓLEOS ESSENCIAIS

A Tabela 2 apresenta os IZDs dos OEs contra os agentes 
fúngicos selecionados, observados ao longo de 14 dias. A 
Tabela 2A refere-se ao OE de Cymbopogon citratus e a Tabela 
2B ao OE de  Lavandula pedunculata.

Tabela 2. Atividade antifúngica dos óleos essenciais contra fungos selecionados de queratite fúngica em diferentes concentrações 
(acima: Cymbopogon citratus; abaixo: Lavandula pedunculata).

Tabela 2A. Atividade antifúngica do óleo essencial de Cymbopogon citratus contra fungos seleccionados de queratite fúngica em 
diferentes concentrações.

Fungo Dia
Diâmetro da Zona de Inibição (mm)

25% 50% 75% 100%

Aspergillus fumigatus

3 90,0 90,0 90,0 90,0
5 90,0 90,0 90,0 90,0
7 90,0 90,0 90,0 90,0
10 90,0 90,0 90,0 90,0
14 90,0 90,0 90,0 90,0

Scedosporium apiospermum

3 90,0 90,0 90,0 90,0
5 90,0 90,0 90,0 90,0
7 90,0 90,0 90,0 90,0
10 90,0 90,0 90,0 90,0
14 90,0 90,0 90,0 90,0

Candida albicans

3 45,0 61,7 58,0 68,0
5 50,7 64,3 63,0 71,6
7 54,0 67,7 65,3 75,0
10 55,0 69,3 68,7 77,7
14 47,0 74,3 72,0 81,7

Candida parapsilosis

3 34,0 36,7 45,3 51,7
5 39,3 41,7 48,3 56,7
7 40,0 42,3 51,0 58,3
10 42,3 45,0 52,0 60,7
14 36,0 38,7 57,0 71,3

Tabela 2B. Atividade antifúngica do óleo essencial de Lavandula Pedunculata contra fungos seleccionados de queratite fúngica em 
diferentes concentrações.

Fungo Dia
Diâmetro da Zona de Inibição (mm)

25% 50% 75% 100%

Aspergillus fumigatus

3 90,0 90,0 90,0 90,0
5 19,0 21,7 90,0 90,0
7 16,7 20,7 40,0 54,7
10 16,7 20,7 40,0 55,0
14 16,0 20,7 35,7 46,0

Scedosporium apiospermum

3 90,0 90,0 90,0 90,0
5 11,0 32,0 50,7 90,0
7 11,7 21,0 29,0 41,0
10 11,7 19,7 28,3 41,0
14 11,7 19,7 26,7 37,3

Candida albicans

3 15,7 16,7 48,0 45,3
5 17,0 19,7 31,7 30,3
7 16,3 22,7 27,3 26,3
10 16,3 18,3 26,7 26,3
14 16,3 18,3 26,7 26,3

Candida parapsilosis

3 17,7 14,3 22,7 27,3
5 18,7 15,0 17,0 21,7
7 15,7 12,67 16,0 21,3
10 15,0 11,7 15,3 21,3
14 15,0 12,0 16,0 21,0
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CYMBOPOGON CITRATUS

Relativamente ao OE de Cymbopogon citratus, as espé-
cies Aspergillus fumigatus e Scedosporium apiospermum mos-
tram-se altamente suscetíveis à atividade antifúngica deste 
OE. Houve uma inibição completa do crescimento fúngico 
em todas as concentrações, com zonas de inibição consis-
tentemente a medir 90 mm (o diâmetro das placas de ágar) 
do 3º ao 14º dia (Fig. 2A).

Em contraste, o efeito antifúngico contra Candida albicans 
e Candida parapsilosis variou de acordo com a concentração e 
ao longo do tempo. Contra Candida albicans, o IZD aumentou 
com o tempo em todas as concentrações, mostrando efeito 
antifúngico progressivo. A concentração mais alta (100%) 
exibiu uma atividade antifúngica crescente com o tempo, 
com um IZD de 68 mm, ao 3º dia, a atingir 81,7 mm, ao 14º 
dia. A concentração de 50% também mostrou eficácia notá-
vel, com um IZD de 61,7 mm, ao 3º dia, que aumentou para 
74,3 mm, ao 14º dia. As concentrações mais baixas apresen-
taram menor atividade antifúngica inicialmente, mas de-
monstraram um aumento consistente na eficácia ao longo do 
tempo. Para Candida parapsilosis, a atividade antifúngica foi 
menos pronunciada. Na concentração de 25%, o IZD variou 
de 34 mm, ao 3º dia, para 36 mm, ao 14º dia, indicando um 

efeito antifúngico relativamente estável, mas mais modesto. 
A concentração de 100% mostrou um efeito mais significa-
tivo, com um IZD de 51,7 mm, ao 3º dia, a aumentar para 
71,3 mm, ao 14º dia. A concentração de 75% mostrou um au-
mento gradual na atividade antifúngica, começando em 45,3 
mm, ao 3º dia, e atingindo 57 mm, ao 14º dia.

A inibição completa e consistente observada para As-
pergillus fumigatus e Scedosporium apiospermum sugere que 
o OE de Cymbopogon citratus é altamente eficaz contra estes 
fungos, independentemente da concentração. A resposta 
variável observada contra Candida spp. destaca uma susce-
tibilidade diferencial das leveduras ao OE, com concentra-
ções mais altas geralmente a exibir maior atividade (Fig. 3). 
Além disso, o efeito progressivo ao longo do tempo sugere 
que a exposição contínua a concentrações mais altas pode 
ser necessária para otimização do efeito.

LAVANDULA PEDUNCULATA

Relativamente ao OE de Lavandula pedunculata, a respos-
ta inicial de Aspergillus fumigatus a todas as concentrações 
do OE foi excepcionalmente alta (90 mm), com uma inibi-
ção completa do crescimento fúngico observada em todas 
as concentrações ao 3º dia. Foi observada uma redução sig-
nificativa da atividade antifúngica ao longo do tempo para 
as concentrações mais baixas (25% e 50%), com os IZDs a 
diminuir para 16 mm e 20,7 mm, ao 14º dia, respetivamen-

Figura 2. Atividade antifúngica dos óleos essenciais em diferentes concentra-
ções ao longo de um período de 14 dias. 
A: Cymbopogon citratus. B: Lavandula pedunculata. Cada ponto representa a 
média de 3 medições efetuadas.

Figura 3. Variação do diâmetro da zona de inibição entre os organismos na 
presença de concentração de 100% de OE, observada ao 3º dia (I) e ao 14º 
dia (II) de incubação. À esquerda: Cymbopogon citratus. À direita: Lavandula 
pedunculata. 
A: Candida parapsilosis; B: Candida albicans; C: Scedosporium apiospermum; D: 
Aspergillus fumigatus.
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te. Por outro lado, as concentrações de 75% e 100% mos-
traram uma eficácia sustentada, embora tenha sido notada 
uma diminuição no IZD, particularmente na concentração 
de 100%, de 90 mm para 46 mm, ao 14º dia (Figura 2B).

Scedosporium apiospermum apresentou uma suscetibili-
dade inicial alta semelhante em todas as concentrações do 
OE, com inibição completa do crescimento fúngico ao 3º 
dia. Ao longo do tempo, observou-se um declínio na eficá-
cia, especialmente para concentrações mais baixas, com o 
IZD da concentração de 25% a diminuir para 11,7 mm, e o 
de 50% para 19,7 mm, ao 14º dia. A concentração mais alta 
manteve uma eficácia maior, mas também mostrou uma re-
dução no IZD ao 14º dia, para 37,3 mm (Fig. 3).

Contra Candida albicans, a atividade antifúngica foi mo-
derada em todas as concentrações, com a maior atividade 
observada nas concentrações de 75% e 100% inicialmente. 
A eficácia diminuiu ao longo do tempo, com o IZD para a 
concentração de 75% a reduzir para 26,7 mm ao 14º dia, e a 
concentração de 100% para 26,3 mm.

Candida parapsilosis demonstrou a menor suscetibilida-
de, com os IZDs iniciais a variar de 14,3 mm a 27,3 mm 
entre as concentrações. A eficácia geral permaneceu baixa 
ao longo do tempo.

Este OE possui uma elevada atividade antifúngica ini-
cial contra fungos filamentosos em todas as concentrações, 
que diminui significativamente ao longo do tempo, espe-
cialmente nas concentrações mais baixas. A eficácia contra 
leveduras foi moderada e mostrou um declínio geral/esta-
bilização ao longo do tempo, destacando assim a importân-
cia da concentração e da duração da exposição.

A eficácia de ambos os óleos essenciais foi analisada e 
comparada estatisticamente através do teste one-way ANO-
VA, originando um valor de F de 126,54 e p<0,001, o que 
sugere fortemente que há uma diferença significativa na 
eficácia dos óleos essenciais em inibir o crescimento dos 
fungos considerados (Fig. 4).

Através do teste de diferença significativa honesta de 
Tukey, a diferença nas médias dos diâmetros das zonas de 
inibição dos OEs foi de -39,9075 mm, com um p=0,001, con-
firmando assim a diferença estatisticamente significativa 
nos diâmetros entre OEs, e consequentemente a diferença 
na eficácia, a favor de CC.

DISCUSSÃO

Neste estudo, debruçamo-nos sobre os potenciais efei-
tos terapêuticos dos OEs na QF, aproveitando o seu histó-
rico uso medicinal e as suas propriedades antimicrobianas 
documentadas, como alternativas promissoras às terapêu-
ticas antifúngicas atuais. Esta abordagem é particularmen-
te relevante face ao aumento da resistência antimicrobiana, 
uma ameaça à saúde global.

Na nossa amostra, as leveduras predominaram sobre 
os fungos filamentosos, contrariamente à literatura atual, 
onde os fungos filamentosos parecem predominar em ge-
ral, exceto nos casos pós-queratoplastia.23,24 Isto destaca a 
diversidade de agentes etiológicos em Portugal.

Relativamente a estudos anteriores, foi demonstrado 
que o OE de camomila é eficaz contra Aspergillus niger,25 e o 
óleo essencial de C. zeylanicum mostrou uma forte ativida-
de contra Fusarium, bem como uma inibição incrementada 
do crescimento fúngico quando associado à natamicina.10 O 
eugenol, o principal componente do óleo de cravo, reduziu 
a gravidade da queratite fúngica em ratos, a infiltração de 
células inflamatórias, a expressão de citocinas pró-inflama-
tórias e a carga fúngica.26

A eficácia superior e sustentada do OE de Cymbopogon 
citratus contra um amplo espectro de fungos sublinha o 
seu potencial como um agente antifúngico altamente efi-
caz, particularmente contra fungos filamentosos, que são 
frequentemente mais difíceis de tratar devido às suas es-
truturas complexas e mecanismos de resistência. O efeito 
antifúngico progressivo observado contra Candida albicans 
sugere que este OE também pode exercer um efeito inibi-
dor a longo prazo sobre o crescimento fúngico, simplifican-
do os regimes de tratamento e reduzindo a necessidade de 
intervenções específicas para cada fungo. Por outro lado, 
os resultados obtidos com o OE de Lavandula pedunculata 
destacam o papel crítico da concentração e da duração da 
exposição na obtenção e manutenção da eficácia antifúngi-
ca. A atividade inicial potente do OE de Lavandula pedun-
culata e a redução observada na eficácia ao longo do tempo 
tornam este OE adequado para terapêuticas combinadas, 
intervenções de curto prazo e terapêuticas dirigidas.

Uma inferência significativa dos nossos resultados é 
a ação multialvo potencial dos OEs, desestabilizando as 
membranas celulares, inibindo a germinação de esporos e 
interferindo no metabolismo fúngico, apresentando vanta-
gens significativas em relação aos antifúngicos convencio-
nais, que muitas vezes têm um único alvo celular, tornan-
do-os suscetíveis à resistência.12,13 

O presente estudo é inovador e altamente relevante, con-
siderando o burden económico da QF, que é frequentemente 
mais pronunciado que o da queratite bacteriana.27 De facto, 
os custos associados à queratite microbiana são, em geral, 
elevados,28 especialmente quando fúngica, que resulta nos 
maiores custos totais.29 Além disso, os medicamentos an-
tifúngicos exibiram grandes aumentos de preço ajustados 
pela inflação nos últimos 20 anos,30 pelo que tratamentos al-
ternativos mais baratos e eficazes devem ser implementados. 
Acreditamos que os OEs podem constituir um tratamento 

Figura 4. Diâmetro médio da zona de inibição dos óleos essenciais de Cymbopo-
gon citratus e Lavandula pedunculata ao longo de diferentes dias e concentrações.
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com uma boa relação custo-eficácia e, adicionalmente, po-
dem promover a conservação da biodiversidade destes re-
positórios de compostos bioativos. Outro foco importante a 
considerar será o método de extração.31 A extração mais co-
mumente realizada é por maceração convencional com sol-
ventes não-verdes provenientes de recursos não-renováveis, 
que têm um impacto ambiental.32 Métodos de extração base-
ados na química verde têm emergido como uma alternati-
va ao método convencional, ao reduzir solventes perigosos 
e limitar o custo da eliminação de resíduos de solventes.33 
Neste sentido, é necessário um esforço global e abordagens 
multidisciplinares, nomeadamente etnobotânica, fitoquími-
ca, microbiologia, farmacologia e medicina, para explorar 
todas as potencialidades oferecidas pelos produtos naturais 
perante os desafios contemporâneos da saúde.

Os OEs não devem ser vistos como agentes terapêuticos 
isolados, mas sim como adjuvantes e sinérgicos. Encontram-
-se em desenvolvimento outras áreas que podem constituir-se 
como aliados dos OEs no tratamento da QF.34 A clorohexidina, 
um agente antissético, tem sido usada com eficácia em vários 
ensaios clínicos,35-37 demonstrando ser eficaz na fase de “este-
rilização” inicial; no entanto, o tratamento prolongado pode 
atrasar a reepitelização, pelo que uma concentração reduzida 
ou uma menor frequência de administração após a dose de 
carga inicial pode levar a melhores resultados.38 O uso tópico 
de iodopovidona a 5% foi relatado como eficaz para a QF re-
sistente ao voriconazol,39 sendo usada no nosso departamento 
como terapêutica de resgate. Relativamente a nanopartículas, 
etossomas encapsulados com verde de indocianina e anfote-
ricina B foram criados na tentativa de alcançar uma terapêu-
tica fototérmica combinada para a QF, tendo exibido efeitos 
antifúngicos sinérgicos e sustentados.40 Transportadores lipí-
dicos nanoestruturados carregados com itraconazol também 
foram testados para administração oral, com menos efeitos 

secundários locais e maior liberação do fármaco.41 Uma lente 
de contacto híbrida terapêutica à base de hidrogel com vorico-
nazol42 e um protótipo de lente de contacto com econazol43 fo-
ram apontados como promissores. O cross-linking foi também 
considerado um tratamento com atividade antimicrobiana, 
ação anti-inflamatória e indução de maior resistência corne-
ana à degradação enzimática.44 No entanto, apesar de alguns 
estudos terem demonstrado uma utilidade como terapêutica 
adjuvante,45-47 um estudo randomizado e controlado (o ensaio 
Cross-Linking Assisted Infection Reduction Trial), concluiu que 
o cross-linking não oferece vantagem adicional e pode levar a 
piores outcomes visuais.48

As limitações do nosso estudo estão relacionadas com a 
falta de compreensão dos mecanismos celulares subjacentes 
aos efeitos antifúngicos de cada componente dos OEs, bem 
como a sua potencial toxicidade. Estudos futuros devem 
incluir avaliações toxicológicas e ensaios clínicos para esta-
belecer normas de segurança e dosagem, possibilitando a 
extrapolação segura destes resultados para a prática clínica. 
Pretendemos também incluir outros centros hospitalares do 
país, para melhor caracterizar a etiologia das infeções fúngi-
cas à escala nacional e a sua resposta aos OE, já que estes são 
dados fortemente influenciados pela geografia.

Os nossos resultados fornecem dados promissores sobre 
o potencial dos OEs como tratamentos eficazes para a QF. 
Contribuímos assim para o conhecimento crescente sobre o 
potencial antifúngico destes produtos naturais, abrindo ca-
minho para tratamentos mais eficazes e seguros. Na medi-
da em que continuamos a enfrentar o flagelo da resistência 
antimicrobiana, este trabalho oferece esperança, ilustrando 
como o mundo natural pode melhorar a saúde humana. A 
integração da medicina tradicional com os avanços da medi-
cina moderna oferece soluções para o estabelecimento sólido 
de tratamentos inovadores, eficazes e acessíveis para a QF.

Tabela suplementar 1. Breve sumário dos Óleos Essenciais comuns originários de plantas e os seus compostos ativos. 

Nome científico Óleo essencial Compostos ativos

Lavandula angustifolia Lavender Linalool, linalyl acetate, terpinen-4-ol, β-ocimene, camphor
Mentha piperita Peppermint Menthol, menthone, menthyl acetate, 1,8-cineole, limonene
Melaleuca alternifolia Tea Tree Terpinen-4-ol, γ-terpinene, α-terpinene, 1,8-cineole, p-cymene
Eucalyptus globulus Eucalyptus 1,8-cineole, α-pinene, limonene, α-terpineol, globulol
Citrus limon Lemon Limonene, β-pinene, γ-terpinene, α-pinene, sabinene
Boswellia carterii Frankincense α-pinene, limonene, α-thujene, β-pinene, myrcene
Rosmarinus officinalis Rosemary α-pinene, camphor, 1,8-cineole, β-pinene, borneol
Matricaria chamomilla Chamomile α-bisabolol, chamazulene, apigenin, luteolin, quercetin
Cananga odorata Ylang-Ylang Linalool, geranyl acetate, caryophyllene, p-cresyl methyl ether, methyl benzoate
Citrus bergamia Bergamot Linalool, linalyl acetate, limonene, γ-terpinene, β-pinene
Salvia sclarea Clary Sage Linalyl acetate, linalool, α-terpineol, geranyl acetate, sclareol
Pelargonium graveolens Geranium Citronellol, geraniol, linalool, menthone, citronellyl formate
Cupressus sempervirens Cypress α-pinene, carene, limonene, terpinolene, sabinene
Juniperus communis Juniper Berry α-pinene, sabinene, myrcene, limonene, β-pinene
Santalum album Sandalwood α-santalol, β-santalol, epi-β-santalol, α-trans-bergamotol, β- trans-bergamotol
Pogostemon cablin Patchouli Patchoulol, α-bulnesene, α-guaiene, α-patchoulene, seychellene
Vetiveria zizanioides Vetiver Khusimol, isovalencenol, α-vetivone, β-vetivone, vetiselinenol
Anthemis nobilis Roman Chamomile α-bisabolol, chamazulene, apigenin, luteolin, quercetin
Zingiber officinale Ginger α-zingiberene, β-sesquiphellandrene, ar-curcumene, β- bisabolene, β-sesquiphellandrene
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Tabela suplementar 2. Sumário dos fungos isolados e respetiva análise de similaridade. 

Referência do isolado Espécie fúngica Similaridade NCBI BLAST® (%)

0,012 Candida albicans 99,81
0,013 Candida parapsilosis 100,00
0,014 Beauveria bassiana 99,82
0,015 Candida parapsilosis 100,00
0,016 Candida albicans 100,00
0,017 Candida parapsilosis 100,00
0,018 Scedosporium apiospermum 100,00
0,019 Candida albicans 99,81
0,020 Candida albicans 99,81
0,021 Aspergillus sp. 97,90
0,03A Epicoccum nigrum 99,81
0,04A Dicyma olivacea 99,63
0,04B Dicyma olivacea 99,81
0,03B Penicillium tealii 99,57

Tabela suplementar 3. Composição química de Lavandula pedunculata e Cymbopogon citratus por percentagem e respetivos íncides 
de retenção (RI). 

Composto RI
Composição (%)

Lavandula pedunculata Cymbopogon citratus
α-pinene 1116 0,2 -
1,8-cineole 1215 12 -
Fenchone 1400 49,5 -
Linalool 1542 2,4 0,7
Camphor 1514 15 -
Cis-verbenol 1645 0,2 -
Trans-verbenol 1669 2 -
Borneol 1692 0,3 -
Myrtenal 1621 0,8 -
8-cadinol 2218 0,2 -
β-Myrcene 988 - 11
Neral 1238 - 34,6
Geraniol 1253 - 1,9
Geranial 1267 - 48,1

“-” indica que determinado composto não foi detetado ou não se aplica ao óleo essencial em questão.
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