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O CEBAL - Centro de Biotecnologia Agricola e Agro-Alimentar
do Alentejo, em parceria com seis entidades do Sistema Cientifico e
Tecnolégico Nacional, nomeadamente, Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia/Universidade Nova de Lisboa, Instituto Nacional de
Investigag@o Agrdria e Veterindria, Instituto Politécnico de Beja,
Universidade de Aveiro, Universidade Catélica Portuguesa: ICSViseu,
e Universidade de Evora, desenvolve atualmente o projeto intitulado
“ValBioTecCynara — Valorizagdo econémica do Cardo (Cynara
cardunculus): estudo da sua variabilidade natural e suas aplicacées
biotecnolégicas” (ALT20-03-0145-FEDER-000038) - financiado
pelo Programa Operacional Regional do Alentejo (Alentejo 2020),
Regulamento Especifico do Dominio da Competitividade e

Internacionalizacéo - Sistema de Apoio & Investigagdo Cientifica e
Tecnolégica — Projetos de Investigagéo Cientifica e Desenvolvimento
Tecnolégico (IC&DT), através do Fundo Europeu de Desenvolvimento

Regional (FEDER).
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Figura 1. Aspeto morfolégico de cada uma das variantes de Cynara cardunculus L.:
cardo silvestre (A), alcachofra (B) e cardo cultivado (C).

O Cardo

Cynara cardunculus L. pertence & familia das Asteraceae
(Compositae), onde se incluem as variantes de cardo silvestre (var.
sylvestris (Lamk) Fiori), a alcachofra (var. scolymus (L.) Fiori) e o
cardo cultivado (var. altilis DC) (Figura 1).

O Cardo é uma planta herbdcea perene (10-15 anos) que cresce
naturalmente em condicées de habitat extremas: temperaturas
elevadas e stress hidrico no verdo, em solos secos, rochosos e néo
cultivados. Esta planta é bastante tolerante a condicées de stress
hidrico, devido ao seu sistema radicular profundo (até 5 m de
profundidade), que suporta, anualmente, o crescimento da parte
aérea apés a estacdo de verdo. Uma planta adulta pode atingir
diferentes alturas e didmetros, sendo em norma inferior a 2 m, e
podendo espalhar-se por uma drea de 1,5 m de digmetro.
Tradicionalmente, os capitulos de cardo séo utilizados em Portugal
para a produgéo de queijos de ovelha, “Serra da Estrela”, “Serpa”,
:m<oaﬁ “Nisa”, “Azeitdo”, entre outros, havendo outros pafses que
utilizam a flor com a mesma finalidade, como seja o caso da producao
dos queijos “La Serena” e “Guia” em Espanha. Para além destas
aplicacées, as infusdes de alcachofra e folhas de cardo sédo
amplamente conhecidas na medicina popular, dada a sua
hepatoprotetividade e acées coleréticas, o que estd relacionado
com a sua composicdo fendlica, nomeadamente com os dcidos
cafeolquinicos (por exemplo, cinarina) e seus derivados (por exemplo,
luteolina e luteolina 7-O-glucésido). Além das aplicacdes tradicionais
citadas, a Cynara cardunculus tem sido também referida como uma
cultura de multiplas-aplicacées, devido aos seus elevados teores de
celulose e hemicelulose [1-6], nomeadamente para a produgéo de
celulose e pasta de papel [1,5,7], como biocombustivel sélido
[2], producdo de biogds [6] e de bioetanol [4]. Para além disso, VV
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o 6leo da semente de cardo apresenta uma composicéo de dcidos
gordos adequados para a producéo de biodiesel [8, 9]. Resultados
preliminares obtidos pelo CEBAL destacam a existéncia de diferentes
gendtipos de Cynara cardunculus, com perfis extremamente
diferentes, o que consequentemente se fraduz também num perfil de
bgica distinto, e na possib
acbes biotecnolégicas ainda ndo desenvolvidas.
Paralelamente, a sua diversidade natural, pode ser explorada como
fonte de variabilidade genética (novos alelos) para caracteristicas
importantes, tais como a produtividade, resisténcia a doencas,
adaptagdo, qualidade e valor nutricional. Deste modo, a avaliagao
da diversidade genética e a determinag@o da relag@o entre ecétipos
é um passo importante para a conservacéo de germoplasma,
aumentando a eficiéncia do esforco para valorizagéo de ecédtipos a
preservar. Em Portugal, apesar da riqueza de germoplasma de cardo
selvagem, a identificacéio e caracterizagdo deste recurso genético é
ainda pouco conhecida

Potencial das folhas de Cynara cardunculus
como fonte de compostos bioativos

Nos Ultimos anos, a indUstria farmacéutica tem reconhecido os
compostos naturais como excelentes modelos para a sintese de
novas moléculas “natural product-like” biologicamente ativas, devido
& sua (i) diversidade quimica; (i) “estruturas” privilegiadas resultantes
da evolugéo selecionada para ligacdo a macromoléculas biolégicas
mecanismos pleiotrépicos de acéio. Recentemente, e de acordo
com o publicado pela Food and Drug Administration (FDA), os
produtos naturais representam 38% das novas entidades moleculares
aprovadas pela FDA. De facto, nos 0ltimos trinta anos, houve uma
enorme procura por férmacos com propriedades antitumorais, e
antibacterianas, o que se traduziu, respetivamente, em 11,3% e
10,4% do total de novas entidades quimicas aprovadas.
Curiosamente, no total de entidades quimicas desenvolvidas entre
1981 e2010, com perfil antimicrobiano e antitumoral, 25 e 56,8%,
respetivamente, eram drogas semissintéticas derivadas de produtos
naturais, o que claramente resume o potencial das plantas como
fonte de compostos biologicamente ativos utilizados pela indUstria
farmacéutica.

Considerando o crescente interesse na exploragdo do cardo como
fonte de biomassa, bem como a composicdo dos seus extrativos,
foi efetuada a caracterizacdo quimica detalhada das diferentes partes
morfolégicas de C. cardunculus L. var. altilis (DC) (variedade
cultivada) por cromatografia gasosa de espectrometria de massa
(GC-MS). A andlise quantitativa das fracdes verificou a existéncia
de grandes percentagens de uma familia de compostos denominada
lactonas sesquiterpénicas na folha (Figura 2), de onde se destaca,
pela sua abundéancia, um composto denominado cinaropicrina
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Figura 2. Familias maioritérias da fragéo lipofilica identificadas em extratos com
diclorometano de Cynara cardunculus L. var. altilis (DC), antes (BH) e apés (AH)
hidrélise alcalina. Abreviaturas: AC, compostos aromdticos; FA, dcidos gordos; LCAA,
dlcoois aliféticos de cadeia longa; N.I. — compostos néo identificados; PT, triterpenos
pentaciclicos; SL, lactonas sesquiterpénicas; ST, esterdis. (Ramos et al. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 2013, 61 (35):8420-8429) [10].
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Figura 3. Estrutura quimica da Cinaropicrina

(Figura 3), que apresenta um grande potencial anticancerigeno.

O:s resultados até agora obtidos demonstraram que os extratos
lipofilicos de cardo, em particular, a cinaropicrina, apresentam
elevado potencial biolégico, podendo vir a ser utilizados como novas,
ou como parte integrante de novas abordagens terapéuticas para o
cancro da mama, particularmente o cancro da mama do tipo triplo
negativo (altamente maligno). Com base neste potencial, um dos
obijetivos a explorar no presente projeto serd o conhecimento, em
maior detalhe, das interacdes celulares da cinaropicrina, bem como
o desenvolvimento de aplicacées biotecnolégicas para a indUstria
farmacéutica.

A utilizacdo da flor de Cynara cardunculus

no fabrico de queijo

O uso tradicional da flor de cardo como agente coagulante no
fabrico de queijos tradicionais de leite de ovelha é bem conhecido.
O extrato de cardo é considerado como um dos mais importantes
fatores ou mesmo o fator essencial para as propriedades do queijo,
sendo-lhe atribuidos efeitos especificos e tecnologicamente
essenciais, como as texturas caracteristicas dos queijos de leite de
ovelha. O uso de exirato de cardo é obrigatério no fabrico dos
queijos de ovelha que beneficiam do estatuto de Designacdo de
Origem Protegida (DOP).

Nos extratos de cardo obtidos segundo a metodologia tradicional
tém sido identificadas diversas protéases aspérticas, que apresentam
diversas designagées, cardosinas —Aa H [12, 13], ciprosinas - 1 a 3
[14]. A atividade coagulante do extrato de cardo, tal como o que
acontece com outros coagulantes, é influenciada por fatores
tecnolégicos bem conhecidos e identificados no fabrico de queijo,
como a temperatura (fator exégeno), pH, composicéo do leite e teor
em cdlcio i6nico (fatores inerentes), entre outros, e o nivel étimo de
utilizagdo é, em regra, ajustado de acordo com as principais varidveis
que caracterizam o processo tecnolégico [15, 16].

Néo obstante os estudos j¢ efetuados e o conhecimento j&
disponivel sobre as propriedades das enzimas provenientes da flor
de cardo, o contetdo enzimdtico dos extratos e o efeito da
variabilidade da flor/perfil enzimdtico ndo estd completamente
esclarecido e a utilizacdo dos extratos de cardo continua a processar-
se de forma tradicional, sem qualquer tipo de certificacdo ou de
avaliacdo das solucdes coagulantes. Louro Martins et al. [17] referem
uma variagéo acentuada em fungéo do tipo morfolégico da planta e
encontraram perdas significativas de atividade coagulante causada
pela secagem a baixa temperatura, o modo tradicional de conservagéo
da flor de cardo, provavelmente com efeito a nivel da producdo de
queijo. As razdes para a variabilidade na atividade coagulante/
proteolitica néo estdo ainda esclarecidas, podendo eventualmente
resultarem do efeito da variabilidade da flor/variabilidade de perfi
enzimdtico, assim como do efeito da secagem da flor no perfil
enzimdtico. Deve ser realcado que o modo tradicional de preparacdo
deste tipico coagulante néo constitui, como se pode deduzir, um
fator de estabilidade do fabrico de queijo e que a variabilidade nos
perfis enzimdticos que se comecam a identificar associados &
variabilidade das populagées de plantas ndo ajuda & definicdo e &
estabilizacdo das propriedades tipicas do queijo.

Portugal submeteu recentemente & Unido Europeia, um pedido de
inclusdo do extrato bruto tradicional de Cynara cardunculus na lista
de enzimas alimentares autorizados na Unido Europeia, como um
extrato enzimdtico para utilizagdo em queijaria, o qual permitird a
continuidade da respetiva utilizacéo, nos termos regulamentares. O
aprofundamento do conhecimento referente & variabilidade relativa

da planta e perfis enzimdticos é, no entanto, critico para o
melhoramento e sustentabilidade da queijaria tradicional, permitindo
no futuro uma base para a certificagdo ou garantia das férmulas
enzimdticas usadas no fabrico de queijo, permitindo o
desenvolvimento do grande potencial de inovacéo associado a esta
peculiar fonte de enzimas coagulantes.

ValBioTecCynara — uma estratégia combinada
para valoriza¢do econémica do cardo

O projeto ValBioTecCynara aborda a caracterizagdo genética,
molecular, morfolégica e bioguimica de diferentes variantes de cardo,
como uma estratégia combinada para identificar, na variabilidade
genética natural, individuos com perfis bioquimicos de interesse. O
projeto ValBioTecCynara encontra-se a explorar rotas inovadoras
no uso tradicional das flores (pistilos) para a indUstria de producéo
de queijo; e desenvolver novos produtos baseados nos compostos
bioativos presentes nas folhas. A restante biomassa seré valorizada
no &mbito de outros projetos de pesquisa, em diferentes dreas
cientificas (complementares & presente proposta).
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No primeiro ano do projeto foram jé identificadas 15 populacées
dispersas pela regido Alentejo. As referidas populacées foram
amostradas e caracterizadas morfologicamente para um total de 46
descritores, entre os quais se destaca o peso foliar, altura, nimero
de ramificagées primdrias, nimero de inflorescéncias primdrias e
secunddrias. De todas as populacées foi recolhido material vegetal
(folhas, flores e sementes) totalizando uma amostragem de 107
individuos. Apés a caracterizacdo morfolégica, o material encontra-
se agora a ser caracterizado do ponto de vista quimico e genético.
O perfil bioquimico e tecnolégico dos pistilos das flores estd a ser
avaliado, com vista ao estudo da sua influéncia no processo
tecnolégico de producdo de queijos DOP Alentejo (Serpa, Evora e
Nisa), combinando inovacdo com os produtos tradicionais
portugueses.

A mesma variabilidade natural das plantas serd explorada na érea
da valorizagéo bio farmacéutica, através da identificacéo das plantas
com maiores quantidades de cinaropicrina nas folhas (anteriormente
descrita com grande potencial biolégico). Relativamente aos
bioprodutos de Cynara cardunculus e com base nos resultados

anteriores da nossa equipa de trabalho, os extratos das folhas de
cardo serdo estudados numa perspetiva que vise a valorizagdo
econémica da folha numa perspetiva de novas aplicagées
biotecnolégicas de base farmacéutica: i) identificar os alvos celulares
da cinaropicrina (promovendo a compreenséo do seu potencial
anticancerigeno); ii) desenvolver matrizes poliméricas para
revestimento de feridas crénicas; iii) desenvolver novas formulagées
biocidas.

Os gendtipos 4 selecionados estdo a ser preservados, com o
estabelecimento de um campo experimental de cardo, parcialmente
ié instalado em Beja (Figura 4), o qual consideramos ser a pedra
basilar para diversas futuras valorizagées econémicas da planta
Cynara cardunculus, a nivel nacional e internacional.

Figura 4. Instalacéo de um campo experimental de Cynara cardunculus, no émbito
do projeto ValBioTecCynara, no Centro Hortofruticola do Instituto Politécnico de Beja

Assim, o projeto ValBioTecCynara, que possui duas abordagens
diferentes mas complementares, tem como obijetivo a promogéo do
conhecimento cientifico e tecnolégico em cardo, assim como a
cooperacéo entre instituicdes I&D e o setor comercial. Essa
cooperagdo implica um claro reforco das atividades tradicionais e
acarreta o desenvolvimento de novas solugées de melhoramento,
levando a uma consolidagdo do conhecimento transferido numa
perspetiva de maximizagdo de exploracéo da cadeia de valor em
redor da producdo de cardo.
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