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Resumo

Desde os tempos mais ancestrais que se faz uso das plantas para o tratamento de
doencas, havendo evidéncia dessa mesma utilizagdo com mais de 5000 anos. Por isso,
0 continuo estudo de plantas é do maior interesse ao nivel da descoberta de novos
farmacos.

Ao longo deste trabalho vao ser estudadas quatro espécies pertencentes ao género
Juniperus, sendo estas, 0 Juniperus communis, 0 Juniperus oxycedrus, o Juniperus
phoenicea e o Juniperus thurifera. Vao ser descritas as bioatividades apresentadas por
estas espécies, descriminando a atividade antioxidante, atividade antimicrobiana,
atividade anti-inflamatéria, atividade herbicida, atividade gastro-protetora, atividade
neuroprotetora, atividade hipoglicemiante e atividade antitumoral.

A subespécie mais promissora demonstra ser o Juniperus oxycedrus subsp. badia e por
isso sdo descritos alguns trabalhos laboratoriais que demonstraram o0 seu potencial

antitumoral nas células tumorais do cancro do célon, HT-29.

Palavras-chave: Juniperus; bioatividades; lectinas; antitumoral.



Abstract

Since the ancient times that plants are used for the treatment of diseases, with evidence
of more than 5000 years. Therefore, the study of plants is still of great interest in terms
of drug discovery.

Throughout this work, will be studied four species belonging to the genus Juniperus,
these being, Juniperus communis, Juniperus oxycedrus, Juniperus phoenicea and
Juniperus thurifera. Will be described the bioactivities presented by these species,
discriminating the antimicrobial activity, antioxidant activity, anti-inflammatory activity,
herbicide activity, gastro-protective activity, neuroprotective activity, hypoglycemic
activity and antitumor activity.

The most promising subspecies is the Juniperus oxycedrus subsp. badia and so are
described some laboratorial work that demonstrated the antitumor potential in tumor cells

of colon cancer, HT-29.

Keywords: Juniperus; bioactivities; lectins; antitumor.
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1. Introducéo
1.1. Interesse histérico das plantas e aplicacdes medicinais
O emprego de plantas medicinais, no tratamento de doencas, é tdo antigo como a

propria humanidade. A mais antiga evidéncia escrita do uso de preparacdes a base de
plantas com fins terapéuticos data de aproximadamente 5000 anos, tendo sido
encontrada em Nagpur (india), fazendo referéncia a mais de 250 plantas. O Papiro de
Ebers, escrito em 1550 a. C., refere a utilizacdo terapéutica de mais de 700 plantas de
diferentes espécies, muitas delas utilizadas nos dias de hoje, sendo exemplo a roma, o
ricino, o aloé, o sene, o0 alho, a cebola, o figo, o salgueiro, o coentro, 0 zimbro, 0 centauro
comum, entre outras (1).

No inicio do século XIX ocorreu um ponto de viragem no conhecimento e no uso das
plantas medicinais. A descoberta, o estudo e o isolamento de substancias ativas como
taninos, saponinas, vitaminas e hormonas, provenientes de plantas marcou o inicio da
farmacia cientifica (1).

A sociedade atual tem uma preocupacao crescente e constante com a promog¢éo da
saude e prevengdo da doenga, atraves do recurso a produtos naturais, que se
encontram bastante acessiveis ao publico em geral, seja em locais especializados e
com um grande nivel de credibilidade associado, como as farmécias, seja em
supermercados ou parafarméacia (2). Esta situacdo leva, grande parte das vezes, a
aquisicao de suplementos alimentares a base de plantas para atingir esse objetivo. O
consumo de suplementos alimentares em Portugal tem vindo a aumentar nas Ultimas
décadas, representando cerca de 4% do valor de vendas das farmacias (2,3).

Existem assim varios produtos, suplementos alimentares ou nao, disponiveis no
mercado farmacéutico, em que sao utilizadas plantas medicinais, sendo exemplo:

e Arnica montana L. (flor): estd presente essencialmente em cremes e pomadas
e tem um grande potencial anti-inflamatdrio e analgésico, sendo por isso utilizada
em situagbes de contusdes, hematomas, edemas, entre outras (4,5). S&o
exemplo de produtos no mercado o Arnigel® (Boirron) e o Cicabio arnica+®
(Bioderma) (6,7).

o Centella asiatica L. Urban (folha): funciona como anti-celulitico (8), tem efeitos
ao nivel da microcirculacéo (9), da memaria e das func¢des cognitivas (10). Como
exemplos de produtos temos a Gotu kola® gel/comprimidos (Caléndula) e Gotu
kola® (Solgar) (6,7,11).

e Echinacea purpurea L. Moench (raiz/planta); € bastante conhecida por
participar nas defesas naturais do organismo e reforco do sistema imunitario

(12); também auxilia na funcionalidade das vias urinarias (13) e respiratérias
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(14). Disponiveis no mercado estdo os produtos Echinaforce® (A.Vogel) e Junior
Echinacea xarope® (Tilman) (6,7,11).

e Ginkgo biloba L. (folha): existem no mercado varios suplementos alimentares
como € o caso do Cerebrum Ginkgo biloba® (Natiris) e até medicamentos a base
desta planta, por exemplo, Biloban® 40 e 80 mg (Atral) (6,7,11), que é muitas
vezes prescrito por médicos. Esta planta tem propriedades antioxidantes (15),
atua ao nivel da meméria (16) e da funcao cognitiva (17), e contribui para uma
normal circulacédo do sangue e microcirculacao (18).

e Panax ginseng C. A. Meyer (folha/raiz): tem propriedades antioxidantes (19) e
€ um potente estimulante fisico (20) e mental (21). Participa também no
metabolismo dos hidratos de carbono (22). Existem varios produtos no mercado
com ginseng na sua composicdo, nomeadamente, Geleia Real + Energia®
(Arkoreal) e Ginseng — Ténico® (Ortis) (6,7,11).

e Serenoa repens (W. Bartram) Small (fruto): Esta planta esta indicada no
tratamento sintomatico da hiperplasia benigna da proéstata (23,24), havendo,
entre outros produtos, um medicamento no mercado com a sua composi¢do
(Permixon® - Pierre Fabre (6,7,11)).

e Silybium marianum L. Gaertn (fruto/semente): esta planta tem uma vasto
conjunto de aplicagcbes nomeadamente a nivel da funcdo digestiva, hepética
(25), é também antioxidante (26) e, participando ainda, no metabolismo dos
hidratos de carbono. No mercado, existe por exemplo o Cholagutt® (Korangi),
gue tem outras plantas associadas na sua composi¢do, e ainda o Advancis
Hepa® (Farmodiética), entre outros (6,7,11).

e Valeriana officinalis L. (raiz): o extrato da raiz de valeriana € muito usado no
tratamento de perturbacdes do sono associadas ao stress (27,28). No mercado
existem varios produtos com este extrato, alguns deles medicamentos, como é
0 caso do Livetan 500 mg® (Grunenthal) e do Valdispert® (Vemedia) (6,7,11).

Assim, o estudo das mais variadas espécies de plantas continua, nos dias de hoje,
a ter um papel importante na investigacdo e procura de novos farmacos para a
prevencdo, tratamento e cura das mais variadas patologias como: tumoral,

reumatica e inflamatoria.

2. Objetivos

Esta revisdo bibliografica tem como principal objetivo aprofundar os conhecimentos

relativos as bioatividades de varias espécies mediterranicas de Juniperus sp.. Foram
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selecionadas quatro espécies para o estudo realizado: Juniperus communis, Juniperus
oxycedrus, Juniperus phoenicea e Juniperus thurifera, sendo que todas elas sao
endémicas de Portugal exceto o Juniperus thurifera.

Para além deste objetivo vdo também ser descritos alguns trabalhos realizados, por
mim, na disciplina de projeto Il e no Mestrado em Controlo, Qualidade e Toxicologia
Alimentar, reveladores da atividade antitumoral do Juniperus oxycedrus subsp. badia,

mediada por lectinas.

3. Métodos

Para a realizacdo desta monografia foram utilizadas como fontes de pesquisa
bibliografica as plataformas eletronicas pubmed e b-on. Foram consultadas um total de
74 referéncias bibliograficas a maioria das quais artigos cientificos, mas também

plataformas online importantes para o tema desenvolvido.

4. Desenvolvimento do tema

4.1. Género Juniperus. Caracterizacdo geral das espécies

O género de plantas Juniperus pertence a familia das Cupressaceae (29) e distingue-
se das outras Cupressaceas pelas galbulas crassas com sementes ovdides e apteras.
Este género, constituido por arvores ou arbustos mondicos ou didicos perenes com
folhas isomorfas ou dimorfas, compreende cerca de sessenta espécies com distribuicdo
restrita ao hemisfério norte, com excecédo do Juniperus procera, cuja ocorréncia se
estende também ao hemisfério sul. O género engloba trés seccbes, a seccao
Caryocedrus (representada apenas por Juniperus drupacea); a seccao Juniperus
(=Oxycedrus), que inclui nove ou dez espécies, sendo 0s mais representativos:
Juniperus communis subsp. hemisphaerica, Juniperus communis subsp. alpina,
Juniperus oxycedrus subsp. oxycedrus, Juniperus oxycedrus subsp. badia e Juniperus
navicularis -; e sec¢do Sabina que inclui cerca de cinquenta espécies — sendo o

Juniperus phoenicea subsp. phoenicea alvo desta revisdo (30).

4.1.1. Seccgéo Juniperus
4.1.1.1. Juniperus communis
A espécie Juniperus communis € um arbusto dibico, prostrado ou com ramos mais ou
menos ascendentes. As folhas tém 10 a 15 mm de comprimento e 1,3 a 2 mm de largura,
encurvadas, densas, agudas ou obtusas, mucronadas, com uma faixa estomatica, na
pagina inferior, muito larga. As galbulas maduras sdo azulada-escuras, raramente

acastanhadas, pruinosas (Figura 1) (30,31).
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Figura 1 — Juniperus communis. (A) Folhas com faixas estoméaticas brancas e (B) galbulas.
(adaptado de Enescu et al., 2016 (32)).

O Juniperus communis € de todas as espécies de Juniperus aquela que apresenta a
mais alargada distribuicdo geografica e € também a que pode ser encontrada mais a
norte do planeta. Esté distribuida por todo o hemisfério norte e na Europa pode ser
encontrado desde a Escandinavia até ao sul de Espanha. Esta espécie cresce
geralmente em locais pouco elevados, como é o caso de pastagens e de campos
abandonados. No entanto, acima das montanhas siberianas pode ser encontrado em
elevadas altitude (Figura 2). Em Portugal, a sua existéncia restringe-se a Serra da
Estrela (acima dos 1300 metros de altitude) e a Serra do Gerés (acima dos 1100 metros

de altitude). Esta espécie é vulgarmente conhecida como “zimbro” (30,32).

Frequency
< 25%
25% - 509%
508 - 75%
. >75%
Chorology
Native

Figura 2 - Distribuicdo geogréafica da espécie Juniperus communis. (adaptado de Enescu et al.,
2016 (32))
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Esta espécie é tipica de solos pobres e também de condi¢Bes atmosféricas duras, sendo
bastante tolerante ao frio e a seca, no entanto, requere bastante luminosidade (32).

Existem, trés subespécies descritas de Juniperus communis, que sdo Juniperus
communis subsp. communis, Juniperus communis subsp. hemisphaerica e Juniperus

communis subsp. alpina (31).

4.1.1.2. Juniperus oxycedrus
A espécie Juniperus oxycedrus é um arbusto ou arvore pequena até 15 metros, dibico,
com copa conica ou ampla. Folhas com 8 a 25 mm de comprimento e espessura que
pode ir de 1 a 1,5 mm, atenuadas ou mucronadas no apice, mais ou menos pungentes,
patentes, com duas faixas estoméaticas brancas na pagina inferior. Galbula com 8 a 15
mm de diametro, de globosa a piriforme, vermelha ou plrpura e escura na maturacao,

pruinosa ou nao (Figura 3) (30,31).

Figura 3 — Juniperus oxycedrus. (A) Folhas com faixas estomaticas brancas e (B) galbulas.
(adaptado de Vilar et al., 2016 (33))

Esta espécie é nativa de toda a regido do Mediterraneo, desde Marrocos e Portugal até
ao Libano, Siria chegando ao Irdo e as montanhas do Caucaso (Figura 4) (30,33). Em
Portugal ocorre sobretudo em zonas de maior continentalidade em Tras-os-Montes,
Nordeste da Beira Interior, Bacia do Alto-Tejo, Estremadura e Alentejo, encontra-se
desde o nivel do mar até aos 2200 metros de atitude (30). Cresce em solos secos e
finos, e em todos os materiais rochosos (calcarios, siliciosos e dunas arenosas) (33). E
comummente conhecido como “cedro”, “cedro-de-Espanha”, “oxicedro”, “zimbro-

oxicedro”, “zimbro-molar” ou “zimbro-bravo” (30).
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Frequency
< 25%
25% - 50%
50% - 75% &
e  >75%
Chorology
Native

Figura 4 - Distribuicdo geografica da espécie Juniperus oxycedrus. (adaptado de Vilar et al.,
2016 (33))

Existem 4 subespécies conhecidas de Juniperus oxycedrus, Juniperus oxycedrus
subsp. oxycedrus, de todos, é o que tém maior distribuigcdo tanto nas regifes centrais
como costeiras; Juniperus oxycedrus subsp. macrocarpa, comum na costa do
Mediterraneo e do Mar Negro; Juniperus oxycedrus subsp. badia, no interior do Norte
da Argélia e na Peninsula Ibérica; e Juniperus oxycedrus subsp. transtagana, nas

planicies e costas do centro de Portugal (33).

4.1.2. Seccao Sabina
4.1.2.1. Juniperus phoenicea
A espécie Juniperus phoenicea é um arbusto ou pequena arvore perene, com cerca de

7 a 8 metros de altura. O arbusto forma variadas hastes junto ao chao, enquanto que a
sua forma na posigdo vertical € monopodial. A copa € densa, primeiro conica
comecando a alargar de forma irregular, com ramos ascendentes e por vezes curvados.
Nas plantas jovens as folhas séo do tipo espinescentes, com cerca de 1 mm de largura
e 5 a 14 mm de comprimento, com 2 bandas estomaticas por cima e por baixo. As folhas
adultas alternam em pares ou trios, e sdo ovaladas. Esta espécie € principalmente
monoica, mas também pode haver plantas dioicas. Os galbulos tém cerca de 1 cm de
didametro, sdo castanhos escuros a vermelhos, e contém 3 a 9 sementes (Figura 5)
(31,34) .
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Figra 5 Junperus phoenice. (A) Arvore, (B) folhas e galbulos. (adaptado de Caudullo et
al., 2016 (34))

Esta espécie cobre toda a bacia do Mediterraneo, desde as costas atlanticas de
Portugal, o ocidente das montanhas Atlas, a Jordania, Peninsula do Sinai e Arébia
Saudita até ao Este do mar Vermelho, ocorrendo em pequenas e dispersas populagdes.
Também esta presente nas ilhas da Madeira e Canarias (Figura 6). Cresce desde o

nivel do mar, até aos 2400 metros de altitude (34).

Frequency
< 25%
25%- 50%
*  50%-75%
. >75%
Chorology
Native

Figura 6 - Distribuicao geogréfica da espécie Juniperus phoenicea. (adaptado de Caudullo et al.,
2016 (34))

Existem 2 subespécies conhecidas de Juniperus phoenicea, Juniperus phoenicea
subsp. phoenicea, que tem pequenas folhas obtusas, galbulos maiores castanho-
avermelhados e liberta pélen na primavera, e Juniperus phoenicea subsp. turbinata, que
tem folhas mais alongadas, galbulos castanho-ocre e liberta polen no outono (34).

-16 -



4.1.2.2. Juniperus thurifera
A espécie Juniperus thurifera € um arbusto ou arvore pequena, perene, que pode
atingira até 20 metros de altura, mas normalmente mede 5 a 12 metros. A copa é
piramidal nas idades mais jovens e depois torna-se ampla, arredondada e muitas vezes
irregular. As folhas séo verde claras com cerca de 2 mm de comprimento, escamosas e
cobrem completamente os ramos. E uma espécie didica. Os galbulos tém cerca de 7 a

8 mm. S&o subglobosos e maduram aos 2 anos (Figura 7) (31,35).

A

EPe ] 1) (oS i g = 3 SN,

Figura 7 - Juniperus thurifera. (A) Avore (B) respetivos géalbulos. (adaptado de Gonzéalez, et
al., 2016 (35))

Esta espécie é endémica do sudoeste europeu e do norte de Africa. A sua maior
distribuicao é em Espanha, mas também nos Alpes franceses, Pirinéus, Corcega e nos
Alpes italianos. Também se encontram em Marrocos e na Argélia (Figura 8). Esta
espécie ndo esta presente em Portugal. O Juniperus thurifera € comumente conhecido

como “Juniperus espanhol” (35).

-17 -



Frequency
- =258
25% - S0%,
«  S0%-T5%
L > 7 S
Chorology
Hative

-

Figura 8 - Distribuicdo geogréafica da espécie Juniperus thurifera. (adaptado de Gonzélez et al.,
2016 (35))

4.2. Emprego etnobotanico

As plantas do género Juniperus sdo das mais utilizadas no Mundo pelos povos
indigenas. Das 2582 espécies documentadas que sdo usadas pelos povos nativos da
América do Norte a espécie Juniperus communis € a oitava mais frequentemente
utilizada, de acordo com o numero de aplicagbes medicinais (36). No caso desta
espécie, existem relatos do seu uso, ha varios séculos, como especiaria e também na
medicina tradicional no tratamento de infe¢6es oportunistas (37).

Mais generalizadamente, as varias espécies de Juniperus sdo reconhecidas por
apresentarem propriedades farmacologicas, tendo como exemplos da sua aplicagéo, o
tratamento de feridas, de dores abdominais e também de varias desordens a nivel
gastrico, como diarreia, doengas ginecologicas e ainda hemorroidas. Aplica-se ainda no
tratamento de constipacdes, tosse (expetorante) e bronquite, assim como ao nivel das
vias urinarias, sendo utilizado no tratamento da inflamag¢@o dos rins e auxilio na
eliminacé@o dos célculos renais (funcionando como diurético). Relativamente a area da
dermatologia € aplicado no tratamento da psoriase e eczema. Tem ainda propriedades
antisséticas, antivirais, anticancerigenas e abortivas (38—40).

De um modo mais especifico, a espécie Juniperus oxycedrus tem descritas algumas
das atividades acima enunciadas, porém é também importante referir outras, como € o
caso da sua atuacédo ao nivel do aparelho respiratério no tratamento de doengas como
tuberculose, bronquite e pneumonia (41,42), havendo ainda relatos do seu uso no

tratamento da obesidade (42). As bagas desta espécie sdo muito utilizadas no
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tratamento de infe¢des urinarias e articulagdes calcificadas, e em associa¢gdo com as
folhas sendo aplicadas no tratamento de doencas parasitarias externas (39,41,42). Na
Turquia, a infusdo das bagas e das folhas é usada internamente no tratamento da
diabetes (41). O 6leo essencial produzido através dos ramos e da madeira desta
espécie, também conhecido como 6leo de cade é muito utilizado na dermatologia
humana e veterinaria no tratamento de eczema crénico e outras doencas de pele. Este
6leo essencial tem também propriedades queratoliticas e antipruriticas (43).

Relativamente a espécie Juniperus phoenicea também esta relatado 0 seu uso no
tratamento da diabetes, diarreia e reumatismo. As bagas secas e na forma de pé séo

utilizadas na cura de ulceracBes da pele e abcessos (44,45).

4.3. Bioatividades gerais

O emprego etnobotanico das plantas tem no seu fundamento a presenca de compostos
bioativos com determinadas ac¢des farmacoldgicas. No entanto, antigamente ndo havia
conhecimentos nem técnicas para estudar estes mesmos compostos e, por isso, as
plantas eram utilizadas com base no conhecimento empirico que ia passando de
geracao em geracgdo. Hoje em dia, este conhecimento ja € bastante aprofundado e todos
os dias se descobrem novos compostos bioativos responsaveis por bioatividades,
apresentadas pelas plantas, como sera descrito subsequentemente.

4.3.1. Atividade antioxidante

Os estudos epidemiolégicos demonstram uma clara relagéo inversa entre 0 consumo
de alimentos ricos em antioxidantes e o aparecimento de varias doencas relacionadas
com o stress oxidativo. Os antioxidantes mais comumente utilizadas na indastria
alimentar e farmacéutica sdo o hidroxianisole butilado (BHA), o hidroxituloeno butilado
(BHT), o tert-butilhidroquinona (TBHQ) e o galato de propilo (PG), no entanto estes
antioxidante sintéticos apresentam riscos para a saude dos consumidores (39). Assim,
a investigacdo tem procurado novos antioxidantes, de origem natural, que nao
apresentem quaisquer efeitos secundarios na saude humana. As familias dos acidos
fendlicos, flavonoides e taninos sdo conhecidos pelos seus beneficios antioxidantes
(46).

A atividade antioxidante para a espécie Juniperus communis (Tabela 1) foi analisada
utilizando o 6leo essencial produzido através das bagas desta espécie. A composicao
deste 6leo foi analisada e o0s seus componentes principais sao hidrocarbonetos
monoterpénicos (80,4%) e hidrocarbonetos sesquiterpénicos (9,6%) (37). Foram
realizados varios ensaios para a avaliacdo da atividade antioxidante desta espécie tendo

como controlo positivo o BHT. Esta avaliacao fez-se por: método do DPPH; método do
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ABTS; medicdo da capacidade quelante do radical hidroxilo (OH’); e medicdo da
capacidade sequestradora de eletrdes do radical superéxido ("O2), associado ao efeito
inibitério da xantina oxidase.

O método do DPPH avaliou a capacidade dos componentes do 6leo essencial das
bagas de Juniperus communis atuarem como dadores de atomos de hidrogénio. Este
ensaio revelou um potencial redutor fraco por parte do 6leo essencial apresentando um
ICso elevado (34,80mg/mL), em comparacdo com o controlo positivo BHT (ICso = 4,414
mg/mL) (37). O método do ABTS analisa a formacdo do radical de mioglobina férrica
através de metahemoglobina e peroxido de hidrogénio que oxida o ABTS produzindo o
catido radicalar ABTS™. Os antioxidantes suprimem a producéo do catido radicalar de
um modo concentracdo dependente com diminuicdo da coloracdo de um modo
proporcional. Este ensaio revelou um efeito inibitério significativo, com uma
correspondente ICsp= 10,96 pug/mL, mas o BHT (controlo positivo) é mais inibitorio (1Cso
= 0,0175 pg/mL) (37). Relativamente a capacidade sequestrante dos radicais
superoéxido, o 6leo essencial em estudo apresentou um valor de ICsode 0,822 pug/mL
(37).

Neste estudo observaram-se assim, diferentes mecanismos para a atividade
antioxidante apresentada pelo 6leo essencial desta espécie (37).

Para a espécie Juniperus oxycedrus (Tabela 1) foram realizados varios estudos que
avaliaram a atividade antioxidante de diferentes tipos de extratos e também para
diferentes subespécies. Nomeadamente, para as subespécies Juniperus oxycedrus
subsp. oxycedrus e Juniperus oxycedrus subsp. macrocarpa foi estudado o extrato
metandlico das bagas através de quatro ensaios diferentes, o ensaio do DPPH, o
ensaio da avaliacdo do poder redutor, o ensaio que avalia a atividade quelante do ido
Fe?" e o teste do TBA. Este estudo concluiu que o extrato metandlico das bagas de
ambas as subespécies apresentam propriedades antioxidantes para os diferentes
ensaios testados, sendo que a subespécie Juniperus oxycedrus subsp. macrocarpa
apresentou uma maior atividade no ensaio do DPPH e no teste do TBA, contrariamente
ao ensaio da avaliacdo do poder redutor e ao ensaio da atividade quelante do iao Fe?*
que foi a subespécie Juniperus oxycedrus subsp. oxycedrus que apresentou melhores
resultados. No entanto, em todos 0s ensaios realizados a atividade antioxidante do
extrato metandlico, foi sempre inferior ao controlo positivo utilizado (39).

Ainda para a subespécie Juniperus oxycedrus subsp. oxycedrus foram testados os
O0leos essenciais da madeira e das bagas através do ensaio do DPPH. O 6leo
essencial da madeira obteve um valor de ICso de 1,45 pg/mL enquanto que o dleo
essencial das bagas obteve um valor de ICso de 7,42 pug/mL, tendo por isso o 6leo

essencial da madeira maior atividade antioxidante que o 6leo essencial das bagas (47).
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O controlo positivo utilizado foi o acido ascorbico obtendo-se um valor de ICso de
0,002mg/mL.

Foram também realizados estudos com o extrato aquoso das folhas para as espécies
Juniperus oxycedrus, Juniperus phoenicea e Juniperus thurifera. Os ensaios
realizados foram o ensaio do DPPH, o ensaio da atividade antioxidante equivalente do
Trolox e o ensaio do poder redutor. Tal como para o extrato metanélico das bagas, este
estudo também demonstrou atividade antioxidante para o extrato aquoso das trés
espécies analisadas, sendo os melhores resultados obtidos para a espécie Juniperus
oxycedrus 0s mais baixos para a espécie Juniperus phoenicea. Estes extratos
apresentaram ser também menos efetivos que os controlos positivos utilizados, BHT,
quercetina e Trolox (46).

Relativamente a espécie Juniperus phoenicea (Tabela 1) foi realizado um estudo que
avaliou a atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas e das bagas, assim como
dos extratos de acetato de etilo, de diclorometano, de etanol e de metanol das folhas
e das bagas, através do método do DPPH. Com este método obteve-se uma baixa
atividade antioxidante para os 6leos essenciais em estudo com um valor de ICso de 5364
mg/L e 14716 mg/L para o 6leo essencial das folhas e bagas, respetivamente, o que
pode ser explicado pela elevada concentracdo de hidrocarbonetos terpénicos dos 6leos
essenciais. Quanto aos extratos, a atividade antioxidante do extrato metanélico das
folhas foi superior a todas as amostras testadas (ICs=8,5 mg/L), seguido do extrato
etandlico das folhas (ICs50=49,1 mg/L). Para esta espécie pode entdo concluir-se que a
atividade antioxidante das folhas é superior a das bagas e a dos 6leos essenciais, sendo
gue se obteve um valor de ICso aproximado ao do controlo positivo (acido ascorbico)
(45).

4.3.2. Atividade antimicrobiana
A atividade antimicrobiana da espécie Juniperus oxycedrus (Tabela 1) foi avaliada
através do estudo do extrato aquoso e metandlico da planta. Os testes realizados
foram o ensaio da difusdo em placas e o0 ensaio da microdiluicdo. Avaliou-se a
concentracdo minima inibitéria (c.m.i.) e a concentragdo minima bactericida (c.m.b.).
Testaram-se 178 culturas pertencentes a 56 espécies bacterianas e 5 espécies de
fungos. Relativamente ao extrato aquoso, este, ndo demonstrou qualquer atividade
antimicrobiana para qualquer isolado testado. No entanto, no que respeita aos
resultados do extrato metandlico, obteve-se inibicdo do crescimento em 11 de 23
isolados de leveduras (C. albicans) e em 57 isolados de 178 estirpes de 24 espécies de
bactérias (Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus atrophaeus,

Bacillus cereus, Bacillus circulans, Bacillus lentimorbus, Bacillus licheniformis, Bacillus
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macerans, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Bacillus substilis,
Brevundimonas diminuta, Brucella abortus, Enterobacter agglomerans, Enterobacter
pyrinus, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
putida, Pseudomonas syringae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, e
Xanthomonas campestris. Estes resultados sugerem que o0 extrato metandlico da
espécie Juniperus oxycedrus tem compostos com atividade antibacteriana e
anticandida que podem ser utilizados como agentes antimicrobianos na terapéutica das
doencas infeciosas (48).

Para a espécie Juniperus phoenicea (Tabela 1) foi avaliada a atividade antimicrobiana
do 6leo essencial das folhas e das bagas, assim como dos extratos de acetato de
etilo, de diclorometano, de etanol e de metanol das folhas e das bagas, através do teste
de difusdo em placas. Foram testadas 6 bactérias, 3 Gram-positivas (Bacillus subtillis,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) e 3 Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa, Escherchia coli e Klebsiella pneumoniae); 1 levedura (Saccharomyces
cerevisiae) e, 2 fungos (Mucor ramamnianus e Aspergillus westerdijkiae). Relativamente
aos Oleos essenciais, estes, demonstraram atividade antimicrobiana razoavel para
todos os microrganismos testados, sendo que, o 6leo essencial das folhas apresentou
maior atividade antimicrobiana que o 6leo essencial das bagas, provavelmente pela
maior quantidade de sesquiterpenos presente na sua composicao.

Para os extratos, o extrato metandlico das folhas e das bagas demonstrou ter a maior
atividade. Para a as bactérias Gram-positivas, a espécie mais sensivel foi o B. subtillis,
sendo que a L. monocytogenes demonstrou ser resistente a todas as amostras. Das
bactérias Gram-negativas, a espécie mais sensivel foi a P. aeruginosa e as espécies E.
coli e K. pneumoniae demonstraram ser resistentes a todas as amostras. No caso dos
fungos, a atividade mais elevada foi demonstrada com o extrato etandlico das bagas
para a espécie M. ramamnianus (45).

Os estudos para avaliacdo da atividade antimicrobiana da espécie Juniperus thurifera
(Tabela 1), utilizaram 23 compostos puros (sesquiterpenos) isolados a partir do 6leo
essencial da madeira e foi mensurado através do método da microdiluicdo. Foram
testados uma selecdo de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras nao
havendo nenhum composto que se tenha demonstrado efetivo contra qualquer uma das
leveduras testadas S. cerevisiae, C. albicans e C. neoformans. A atividade mais elevada

foi identificada para os compostos a- e B-cedreno e sesquituriferol (49).

4.3.3. Atividade anti-inflamatoria
Para estudar a atividade anti-inflamatéria realizou-se um estudo que utilizou diferentes

espécies e subespécies de Juniperus (Tabela 1): J. communis subsp. communis, J.
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communis subsp. saxatilis, J. oxycedrus subsp. oxycedrus, e J. oxycedrus subsp.
macrocarpa. Utilizaram-se como 6rgaos das plantas os caules, as bagas e as folhas
das quais foram feitos extratos aquosos e metandélicos. Realizaram-se dois métodos,
o modelo do edema da pata traseira induzido pela carragenina e o modelo do edema da
pata induzido pela PGE:. Os dois métodos resultaram em valores de padrdo semelhante
em que se verificou uma notavel inibicdo do edema da pata para os extratos metandlicos
das bagas e folhas das espécies J. oxycedrus subsp. oxycedrus e J. communis subsp.
saxatilis (50).

4.3.4. Atividade herbicida
A inibicdo da germinacgédo de ervas e crescimento de sementes por extratos de plantas
e 6leos essenciais estd documentado (42). Para a subespécie Juniperus oxycedrus
subsp. macrocarpa (Tabela 1), foi estudada a composicao do 6leo essencial das
folhas e a sua capacidade de inibir a germinacdo de ervas daninhas e o crescimento
das sementes das espécies Phalaris paradoxa, Trifolium campestre e Lolium rigidum.
Na composicao do Oleo essencial da subespécie em estudo foram identificados 41
compostos sendo que 61% eram monoterpenos (composto maioritario € o a-pineno) e
29% eram sesquiterpenos (composto maioritario é o z-cariofileno). A atividade foi
avaliada de dois modos diferentes, por contacto direto e por via aérea, sendo testadas
varias dosagens. Os resultados obtidos foram promissores, uma vez que, 0 6leo
essencial inibiu significativamente a germinacdo das ervas e o crescimento das
sementes de todas as espécies testadas de um modo dose-dependente. Ou seja, a
dose mais elevada testada (10 mg/caixa de Petri) foi aquela com que se obtiveram
melhores resultados. Ocorreu inibigdo total tanto da germinacdo das ervas como do
crescimento das sementes, quando aplicado por contacto direto, e por via aérea a
germinacgéo das ervas foi reduzida para 8,33, 35 e 36,6% para as espécies L. rigidum,
P. paradoxa e T. campestre, respetivamente; e inibicdo do crescimento das sementes

para 58, 33 e 70% para as mesmas espécies (42).

4.3.5. Atividade gastro protetora
As Ulceras géstricas sdo uma patologia multifatorial muito comum na populagéo, sendo
resultado de um descontrolo entre os fatores agressivos e protetores. Os tratamentos
mais utilizados sdo os que inibem a secrecdo do acido gastrico pelo bloqueio dos
recetores Hz, os inibidores da bomba de protdes (omeprazol), entre outros. O 6leo
essencial das folhas da espécie Juniperus phoenicea (Tabela 1), foi avaliado para
determinar a sua atividade gastro protetora nas ulceras gastricas induzidas por

HCl/etanol em ratos. O tratamento foi realizado com diferentes doses de 6leo essencial
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(50, 75 e 100 mg/kg) e verificou-se que causou uma redugdo dose-dependente nas
lesBes gastrica induzidas pelo HCl/etanol, comprovado pela observagéo dos resultados
histologicos. Os ratos foram divididos em diferentes grupos. No grupo dos ratos tratados
com HCl/etanol e que ndo foram pré-tratados com nenhuma substancia (grupo controlo)
verificaram-se lesdes graves na mucosa gastrica (necrose hemorragica). No grupo pré-
tratado com omeprazol verificaram-se lesées moderadas, homeadamente exfoliacao,
edema epitelial e glandulas deformadas da camada submucosa. Nos grupos tratados
com diferentes doses de 6leo essencial as lesbes foram progressivamente menos
graves ocorrendo mesmo auséncia de les6es na dosagem mais elevada (100 mg/kg).
Nestes grupos verificou-se uma reducao da acidez géastrica, o0 aumento da producao de

muco e a manutencgdo da integridade da mucosa (44).

4.3.6. Atividade neuroprotetora
As fracOes fendlicas das folhas de varias subespécies de Juniperus foram
caracterizadas quimicamente e posteriormente estudadas com o objetivo de avaliar a
sua atividade neuroprotetora através de varios ensaios realizados. As subespécies em
estudo foram Juniperus oxycedrus subsp. badia, Juniperus phoenicea subsp.
phoenicea e Juniperus phoenicea subsp. turbinata (Tabela 1). As fracdes fendlicas
das trés subespécies apresentaram composicfes semelhantes, tendo na sua
composicdo compostos como catequinas, procianidinas, derivados dos flavonodides,
flavonas e biflavonas. A acdo de alguns destes compostos foi ja descrita para as
doencas neurodegenerativas. Foram realizados quatro ensaios, o0 ensaio da inibigcdo da
acetilcolinesterase (AChE), a avaliagédo do perfil citotdxico, a avaliacdo da produgédo de
ROS, e a avaliagéo do efeito neuroprotetor contra o stress oxidativo. Relativamente ao
ensaio da inibicdo da AChE, este realizou-se com diferentes concentracfes de fracédo
fendlica das trés subespécies (50 a 800 ug/mL), sendo que a subespécie que se revelou
mais potente foi o Juniperus phoenicea subsp. turbinata que apresentou uma inibi¢cao
de 72,65% com uma concentracdo de 800 pg/mL, seguido do Juniperus phoenicea
subsp phoenicea e do Juniperus oxycedrus subsp. badia que apresentou uma inibicdo
inferior a 50%. As fracdes fendlicas que obtiveram melhores resultados foram as que
apresentaram uma maior concentracdo de procianidinas e menor concentracado de
flavonoides. No ensaio que avaliou o perfil citotéxico foram utilizadas células de
neuroblastoma, SK-NMC, para avaliar a viabilidade celular. Utilizaram-se
concentracdes crescentes das fracfes fendlicas em estudo (0 a 500 pug/mL) e a
subespécie que se revelou menos téxica foi o Juniperus oxycedrus subsp. badia que
necessitou de uma concentracdo superior a 100 pug/mL para causar morte celular. O

teste que avaliou a producao intracelular de ROS utilizou as frac6es fendlicas em
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concentracdes ndo toxicas para as células. Na auséncia de stress oxidativo, as trés
subespécies diminuiram a producédo de ROS nas células expostas entre 2 e 24 horas,
tendo ocorrido a reducdo mais significativa as 24h de incubacao. Na situacdo em que
se estudou a inibicdo da producdo de ROS com exposi¢ao a stress oxidativo nao letal,
ocorreu uma inibicdo significativa desta producéo quando as células foram submetidas
a um tratamento de 2 horas com as fragdes fendlicas em analise. Estes resultados foram
comparados com os resultados obtidos de células expostas a stress oxidativo néo letal,
mas sem serem tratadas com as fracBes fendlicas. No ultimo estudo realizado, que
avaliou o efeito neuroprotetor das fracGes fendlicas contra o stress oxidativo, as células
do neuroblastoma foram agredidas com 300 uM de H.O- durante 24h, o que geralmente
provoca uma reducdo de 50% na viabilidade celular. Utilizaram-se dois parametros para
avaliar o efeito neuroprotetor, a viabilidade celular através da avaliacao da integridade
da membrana e a medi¢éo do potencial transmembranar da mitocondria. Os resultados
obtidos neste teste levaram a concluir que apenas as frages fendlicas da subespécie
Juniperus oxycedrus subsp. badia conseguiu proteger a viabilidade celular e

potenciar um aumento no potencial de membrana das mitocondrias (38).

4.3.7. Atividade hipoglicemiante

Como anteriormente referido as plantas da espécie Juniperus oxycedrus eram utilizadas
pelos povos antigos no tratamento da diabetes mellitus. Para comprovar esta utilizagéo
foram realizados alguns estudos.

No estudo desenvolvido por Orhan et al., (2011) foram utilizados extratos agquosos e
alcodlicos das bagas da subespécie Juniperus oxycedrus subsp. oxycedrus
(Tabela 1), para avaliar a sua atividade hipoglicemiante em ratos normoglicémicos,
hiperglicémicos e diabéticos (induzidos por estreptozotocina). Este estudo demonstrou
um efeito hipoglicemiante mais significativo no extrato alcodélico do que no extrato
aquoso. Foi estudada a sua composicdo quimica e foram identificados trés compostos
principais, o acido chiquimico, o acido ferrulico e o acido oleorupeico, sendo que 0 mais
abundante é o acido chiquimico tendo o estudo prosseguido com este composto. A
atividade hipoglicemiante do acido chiguimico foi testada nos ratos em duas doses
diferentes (15 e 30 mg/kg) sendo que a dose que obteve melhores resultados foi a mais
elevada demonstrando ser mais efetiva que o medicamento de referéncia utilizado
(glipizida). Apés a administracdo, os niveis plasmaticos de insulina, colesterol total,
triglicéridos, das enzimas AST, ALT e ALP foram avaliados. Os niveis de triglicéridos e
das enzimas reduziram significativamente, mas n&o ocorreu aumento dos valores de
insulina nem do colesterol total. Também foi possivel concluir que na dosagem de 15

mg/kg a inibicdo da peroxidacgdo lipidica € bastante pronunciada e na dosagem de 30
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mg/kg ocorreu um aumento moderado dos niveis de GSH (glutationa) nos tecidos renais
e cardiacos. Ou seja, 0s parametros bioquimicos avaliados demonstraram que a
administracdo do acido chiquimico consegue melhorar as complicacdes da diabetes
mellitus (41).

Um outro estudo desenvolvido por Orhan et al, (2012), avaliou a atividade
hipoglicemiante da subespécie Juniperus oxycedrus subsp. oxycedrus (Tabela 1)
dos extratos aquoso e alcodlico, mas desta vez das folhas da planta. Foram utilizados
ratos normoglicémicos, hiperglicémicos e diabéticos (induzidos por estreptozotocina).
Tal como no estudo anterior o extrato alcodlico demonstrou ser mais efetivo do que o
extrato aquoso, e procedeu-se ao estudo da sua composi¢ao. Foram identificados cinco
compostos maioritarios, o linoleato de metil, o palmitato de metil, o linolenato de metil,
0 acido palmitico e o acido linoleico. O extrato alco6lico demonstrou entao atividade
hipoglicemiante em ratos normoglicémicos o que pode ser devido ao efeito direto na
secregéo de insulina ou o efeito do extrato mimetiza a acdo da insulina (40).

Ainda para a subespécie Juniperus oxycedrus subsp. oxycedrus, Loizzo et al.
(2007), realizaram um estudo em que avaliaram a atividade hipoglicemiante dos 6leos
essenciais das bagas e da madeira desta planta, através da inibi¢do da enzima a-
amilase. Esta enzima é a principal enzima humana responsavel pela clivagem do amido
em acUcares simples. Apesar da atividade desta enzima ndo estar diretamente
envolvida na etiologia da diabetes, os inibidores da a-amilase tém vindo a ser
interpretados como responsaveis pelo aumento da tolerancia a glucose nos doentes
diabéticos. No estudo, foram identificados os compostos maioritarios dos 6leos
essenciais, tendo o 6leo essencial das bagas uma fracdo maioritaria de monoterpenos
(68,4%) — a-pineno e B-mirceno sdo 0s compostos principais — e a fracdo principal do
6leo essencial da madeira é composta por sesquiterpenos — maioritariamente
constituida por &-cadineno e cis-tujopseno. Os resultados obtidos revelaram uma
atividade promissora para o 0leo essencial da madeira (ICso de 3,49 yL/mL) enquanto
que para o 6leo essencial das bagas, os resultados demonstraram apenas um atividade
moderada (ICso de 25 yL/mL) (47).

4.3.8. Atividade antitumoral
O cancro é nos dias de hoje uma das principais causas de morte em todo o mundo
sendo, por isso, o estudo e a descoberta de moléculas com atividade antitumoral cada
vez mais importante. Muitas vezes, 0 cancro surge como consequéncia de uma
disrupgdo na homeostasia entre a sobrevivéncia celular e os processos de morte celular
programada (apoptose), e por isso, é util avaliar o mecanismo antitumoral adjacente as

novas moléculas descobertas. A apoptose pode ocorrer por duas vias, a intrinseca e a
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extrinseca. A via intrinseca, ou apoptose induzida pela via mitocondrial, é iniciada dentro
das células que leva a uma alteracdo da permeabilidade mitocondrial e a libertacdo de
mediadores pro-apoptéticos, como o citocromo ¢. O citocromo ¢ forma um complexo
aptossdmico com outros componentes que desencadeia a cascata das caspases, 0 que
leva a fragmentacdo do DNA. A via extrinseca € induzida pela ligacao de ligandos aos
recetores de morte celular, tais como, os recetores do fator de necrose tumoral, e estes
ligandos desencadeiam a cascata das caspases.

Neste estudo foram, inicialmente, avaliados varios géneros de plantas, sendo que, 0
teste que avaliou a viabilidade celular apés exposicao a 10 ug/mL dos extratos em
estudo selecionou a espécie Juniperus communis (Tabela 1), como sendo a mais
promissora porque foi o Unico extrato (extrato metandlico dos ramos e folhas) que
provocou um drastico decréscimo no crescimento das células MDA-MB-231, do cancro
da mama, em comparacdo com as células tratadas com os outros extratos. Para
determinar se este decréscimo de crescimento se deu por via apoptoética foi realizado
um ensaio fluorométrico para determinar a atividade das caspases. As células que foram
tratadas com o extrato de Juniperus communis demonstraram um sinal apopético forte
nas primeiras 24h de tratamento comparando com as outras amostras e controlos. Os
niveis apoptoéticos (caspases 3 e 7) foram também medidos nas células néo
cancerigenas do tecido mamério, MCF10A, onde se verificou apenas um ligeiro
aumento depois do tratamento com o extrato de Juniperus communis, relativamente aos
valores basais, ndo apresentando por isso efeitos nefastos para as células saudaveis.
Assim, o extrato metandlico de Juniperus communis demonstrou ser um potente
indutor da apoptose e provou ser especifico para as células malignas do cancro da
mama. A composicdo do extrato foi estudada por cromatografia e foram isolados e
caracterizados dois compostos maioritarios com capacidade de induzir a apoptose nas
células MDA-MB-231, o 4cido isocupressico e a deoxipodofilotoxina (DPT). Os dois
compostos sédo fortes indutores da atividade das caspases 3 e 7 nas células em estudo,
porém a DPT demonstrou ser mais potente. Foi avaliada a alteracdo de potencial de
membrana mitocondrial para determinar a via apopt6tica utilizada por este composto e
a respetiva auséncia de alteracéo leva a acreditar que se trata da via extrinseca (51).
Para a subespécie Juniperus oxycedrus subsp. oxycedrus (Tabela 1) foram também
realizados estudos para avaliar a sua atividade antitumoral. Utilizou-se o extrato
alcodlico das bagas e trés linhas celulares cancerigenas, sendo estas, a linhagem
A375 (melanoma), a linhagem MCF-7 (mama) e a linhagem H460 (pulmé&o). Comecou
por se estudar a viabilidade celular das trés linhagens cancerigenas apds exposicao ao
extrato em estudo durante 24 horas. Apenas ocorreu decréscimo significativo na

viabilidade celular das células do cancro de mama (MCF-7), atingindo 50% da inibicéo
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do crescimento a uma dosagem de 200 pg. Posteriormente, foram isolados cinco
compostos do extrato, um novo monoterpeno glicosidico, o &acido chiquimico, um
monoterpeno glicosidico ja conhecido, o n-butil-D-frutopiranosido e o ramndsido
fenilpropanoide. Estes compostos, no estado puro, foram testados nas células MCF-7,
no entanto apenas o acido chiquimico demonstrou um decréscimo significativo na
viabilidade celular atingindo 505 da inibicdo do crescimento a uma dosagem de 30 uM.
foi testada a capacidade do acido chiquimico induzir apoptose nas células MCF-7, no
entanto ndo ocorreu um aumento significativo deste mecanismo. Avaliou-se ainda a
intensidade de fluorescéncia das citocinas apos o tratamento com todos 0s compostos
isolados, no entanto ndo ocorreu qualquer alteracao significativa; porém os niveis do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e de citocinas pro-inflamatérias
diminuiram de um modo dose-dependente (para o &cido chiquimico), estes resultados
sdo interessantes, porque estas citocinas promovem a angiogénese tumoral (43).

A Tabela 1 resume as bioatividades demonstradas para as diferentes subespécies de

Juniperus em estudo.
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Tabela 1 - Quadro resumo das bioatividades de cada espécie do género Juniperus.

Extrato/6leo

fungos

Bioatividade |Espécie/Subespécie| Orgéo essencial Compostos Bioativos Alvo Efeito
Hidrocarbonetos o .
Juniperus communis Bagas Oleo essencial monoterpénicos (compostos NA! ASY'dade ant|OX|da.nte por
fenclicos) iferentes mecanismos
. Flavondides L _
Jl;ﬁlgsrui;xgggsjr:s Bagas Extrato metanolico (amentoflavona; NA! At'V'?n?gﬁoarn;f)é(iame
P- OXy cupressoflavona)
. Flavonéides - -
Juniperus oxycedrus Bagas Extrato metandlico (cupressoflavona); Acidos NA? Athl_dadQ antioxidante
subsp. macrocarpa fendlicos inferior ao C+
Junioerus oxveedrus ] Atividade antioxidante
SUSS ox ge drus Bagas Oleo essencial Monoterpenos NA? inferior relativamente ao
P. Oxy Oleo essencial da madeira
Junioerus oxveedrus ] Atividade antioxidante
sugs ox g/edrus Madeira Oleo essencial Sesquiterpenos NA? superior relativamente ao
Atividade p. oxy 6leo essencial das bagas
antioxidante Juniperus oxycedrus Folhas Extrato aquoso Compostos Fendlicos NA! Atividade antioxidante
inferior ao C+
Juniperus phoenicea Folhas Extrato aquoso Compostos Fendlicos NA? Atividade antioxidante
inferior ao C+
Juniperus thurifera Folhas Extrato aquoso Compostos Fendlicos NA? AthlQadg antioxidante
inferior ao C+
Juniperus phoenicea Folhas Oleo essencial Monoterpenos NA? Baixa Atividade antioxidante
Juniperus phoenicea Bagas Oleo essencial Monoterpenos NA? Baixa Atividade antioxidante
Extrato acetato de Polifendis: Taninos: Atividade antioxidante
Juniperus phoenicea Folhas etilo; diclorometano, Flavoncides: ’Antociani,nas NA? superior relativamente aos
etandlico e metandlico ' extratos das bagas
Extrato acetato de Polifendis: Taninos: Atividade antioxidante
Juniperus phoenicea Bagas etilo; diclorometano, Flavoncides: ,Antociani’nas NA? inferior relativamente aos
etandlico e metandlico ' extratos das folhas
Juniperus oxycedrus ND Extrato metandlico ND Bactérias, leveduras e Inibicdo do crescimento de

leveduras e bactérias
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bactérias Gram +

Atividade antimicrobiana

Juniperus phoenicea Folhas Oleo essencial Monoterpenos bactérias Gram - razoavel para todos os
fungos microrganismos
bactérias Gram + Atividade antimicrobiana
Juniperus phoenicea Bagas Oleo essencial Monoterpenos bactérias Gram - razoavel para todos os
fungos microrganismos
- Atividade antimicrobiana
Atividade : . E.xt.rat'o acetato de Polifendis; Taninos; bactérias Gram + para B. subtillis (Gram +); P.
- . Juniperus phoenicea Folhas etilo; diclorometano, Flavondides: Antocianinas bactérias Gram - aeruainosa (Gram -): e M
antimicrobiana etandlico e metandlico ono ' fungos gino .( ); )
Ramamnianus (fungo)
- Atividade antimicrobiana
. . E‘xt.rat_o acetato de Polifenois; Taninos; bacte’rllas Gram + para B. subtillis (Gram +); P,
Juniperus phoenicea Bagas etilo; diclorometano, Flavonbides: Antocianinas bactérias Gram - aeruginosa (Gram -); e M
etandlico e metandlico ' fungos R - ! ’
amamnianus (fungo)
Juniperus thurifera Madeira Oleo essencial Sesquiterpenos Bactérias Gram +, Gram - | Atividade antlmlcrqblana
e leveduras para as bactérias
Juniperus comnj.unis E%ualésé Extrato aquoso e ND Modelo animal com Remissao notavel do
Atividade anti- subsp. saxatilis folhas metandlico edema da pata edema da pata
inflamatoria Juniperus oxycedrus E;uelnzsé Extrato aquoso e ND Modelo animal com Remissao notavel do
subsp. oxycedrus fo?has metanolico edema da pata edema da pata
Ervas daninhas (Phalaris
Atividade Juniperus oxycedrus F . . Monoterpenos; paradoxa, Trifolium I .
.. olhas Oleo essencial : . Inibic&o do crescimento
herbicida subsp. macrocarpa Sesquiterpenos campestre e Lolium
rigidum)
Diminuicdo da ocorréncia
de lesGes gastricas;
Reducdo da acidez
Atividade Juni . . . Monoterpenos; Modelo animal com Glcera géstrica;
uniperus phoenicea Folhas Oleo essencial . P =
gastroprotetora hidrocarboneto gastrica Aumento da producéo de
muco;
Manutencéo da integridade
da mucosa
Inibicdo da producao de
Atividade Juniperus oxycedrus Folh Extrato hidroetandli Catequinas, procianidinas, | Células do neuroblastoma ROS;
neuroprotetora subsp. badia ofhas xirato IATOetanolico | yerivados de flavondides SK-NMC Protec¢é&o da viabilidade
celular
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Juniperus phoenicea

Catequinas, procianidinas,

Células do neuroblastoma

Inibicdo da producéo de

Atividade
hipoglicemiante

Atividade
antitumoral

subsp. phoenicea Folhas Extrato hidroetanclico derivados de flavonoides SK-NMC ROS
Juniperus phoenicea . - Catequinas, procianidinas, | Células do neuroblastoma Inibicdo da producéo de
subsp. turbinata Folhas Extrato hidroetandlico derivados de flavonodides SK-NMC ROS
Juniperus oxycedrus Bagas Extrato aquoso ND Modelo animal Efeito Hipoglicemiante
subsp. oxycedrus
Juniperus oxycedrus Bagas Extrato alcodlico Acido chiquimico Modelo animal? Efeito Hipoglicemiante
subsp. oxycedrus
Juniperus oxycedrus Folhas Extrato aquoso ND Modelo animal? Efeito Hipoglicemiante
subsp. oxycedrus
Linoleato de metil, palmitato
Juniperus oxycedrus - de metil, linolenato de metil, L Efeito Hipoglicemiante (R.
subsp. oxycedrus Folhas Extrato alcoolico acido palmitico e &cido Modelo animal NGI.)
linoleico
Juniperus oxycedrus Bagas Oleo essencial Monoterpen_os (a-pineno e Modelo animal Efeito Hipoglicemiante
subsp. oxycedrus -mirceno)

Juniperus oxycedrus . - . Sesquiterpenos (8-cadineno . . . . .
subsp. oxycedrus Madeira Oleo essencial e cis-tujopseno) Modelo animal Efeito Hipoglicemiante
Juniperus communis Ramos e Extrato metandlico Acido .isocupressi.co e Ceélulas do cancro da (aulmngﬁfc?(d):saczzc;)gs?::3 e

Folhas deoxipodofilotoxina mama MDA-MB-231 7
. Acido chiquimico, n-butil-D- | Melanoma (A375): Cancro|  nibiéo da viabilidade
Juniperus oxycedrus . . : - ) celular das células do
Bagas Extrato alcodlico frutopiranosido, ramnésido da mama (MCF-7); .
subsp. oxycedrus ) X = cancro da mama MCF-7;
fenilpropanoide Cancro do pulméo (H460) oo I
Inibicdo da angiogénese
Ligacdo aos recetores
glicosilados das células do
cancro do colon (HT-29);
Juniperus oxycedrus Folhas Extrato proteico total Lectinas Células do cancro do Inibicéo da invasao celular

subsp. badia

c6lon HT-29

das células do cancro do
célon (HT-29);
Inibicdo da atividade das
MMP-9

NA — Nao aplicavel;
ND — Nao descrito;

1 — Atividade antioxidante avaliada por metodologia de DPPH, ABTS, Medic&o da capacidade quelante do ido hidroxilo (OH"), Capacidade sequestrante de eletrdes do radical

superdxido (‘O2’) e Efeito inibitério da xantina oxidase;

2 — Ratos normoglicémicos (R. NGl.); Ratos hipoglicémicos (R. HGI.); Ratos diabéticos (R. Diab.);

C+ - Controlo Positivo .
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4.4. Avaliacdo do potencial antitumoral da subespécie Juniperus oxycedrus

subsp. badia
A data foram ja publicados alguns trabalhos que descrevem a atividade antitumoral

exercida pelo Juniperus oxycedrus subsp. badia, enderecando esta bioatividade,
principalmente, aos fendis (Tabela 1). As lectinas ndo tém sido contextualizadas dentro
desta atividade. Em trabalhos anteriores (52,53), determinou-se a atividade de lectina
nos extratos proteicos totais de folha de Juniperus oxycedrus subsp. badia, com
afinidade para as células HT-29, do cancro do célon, decidiu-se clarificar e aprofundar

o papel das lectinas desta subespécie no processo tumoral.

4.4.1. Lectinas v.s. bioatividade

Subentende-se por lectinas, qualquer proteina que possua pelo menos um dominio e
gque se ligue reversivelmente, e de modo especifico, a hidratos de carbono, de origem
ndo imunoldgica e que ndo exibe atividade catalitica (54). As lectinas sdo um grupo de
proteinas bioativas que se encontram em quase todos 0s organismos incluindo plantas,
vertebrados, invertebrados, bactérias e virus (55). As fontes mais ricas de lectinas séo,
genericamente, os 0rgdos de reserva das plantas, como as sementes (6rgdo mais
estudado até ao momento). No entanto, ndo sdo apenas as sementes, mas também as
raizes (Urtica, Phytolacca, Sambucus, Trichosanthes, Calystegia), tubérculos ou bolbos
(Solanum, Galanthus, Scilla, Allium, Crocus, Tulipa, Iris), a casca (Sambucus, Sophora,
Robinia, Maackia, Laburnum, Cytisus, Cladrastis, Hevea, Abies) ou até as folhas
(Arbustos unedo, Aloe, Lactuca, Vicia unijuga, Viscum album) também podem conter
uma quantidade consideravel de lectinas (56,57).

Do ponto de vista molecular, as lectinas encontram-se maioritariamente em 6rgaos de
reserva, mas também no citoplasma das células e, ainda no espago intercelular. A

quantidade de lectinas pode variar muito de uma espécie de planta para outra. (56).
Na Tabela 2, é possivel avaliar a quantidade de lectinas purificadas existentes em

sementes de varias espécies de plantas. E ainda possivel verificar que, dentro da

mesma espécie, esta quantidade pode variar consideravelmente.
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Tabela 2 - Quantidade de lectinas presentes em algumas espécies de plantas

mg de lectinas / 100 g de
Espécies de plantas Familia
semente

Canavalia ensiformes Leguminosae 2100
Ricinus communis Euphorbiaceae 1400
Vicia cracca | Leguminosae 1400
Phaseolus vulgaris Leguminosae 1200
Griffonia simplicifolia | Leguminosae 700
Griffonia simplicifolia Il Leguminosae 300
Glycine max Leguminosae 300
Robinia pseudoacacia Leguminosae 300
Arachis hypogaea Leguminosae 190
Sophora japénica Leguminosae 170
Phaseolus lunatus Leguminosae 170
Wisteria floribunda/sinensis  Leguminosae 160
Vicia cracca Leguminosae 150

(Adaptado de Rudiger e Gabius, 2001 (56))

44.1.1. Estrutura

A estrutura de lectinas mais comummente observada é a estrutura das lectinas de
leguminosas, observada e descrita pela primeira vez na Concanavalina A (Con-A) (58).
Algumas lectinas sdo compostas por subunidades com diferentes locais de ligagéo.
Estes locais interagem com os seus ligandos, maioritariamente, por pontes de
hidrogénio, com a contribui¢cdo de forcas de Van der Waals e interagdes hidrofobicas.
A estabilidade de uma lectina depende da sua estrutura terciaria ou quaternaria e de
outras caracteristicas adicionais unicas (55).

Os mondmeros das lectinas de leguminosas possuem uma estrutura bem conservada.
Consiste em 3 folhas pregueadas-f, uma posterior (constituida por 6 fitas), uma anterior
(constituida por 7 fitas) e uma folha mais pequena (constituida por 5 fitas) — folha S —
gue tem como funcdo manter as duas folhas maiores juntas. A regido hidrofébica
principal esté localizada entre a folha posterior e a anterior. Nesta estrutura ndo existem

hélices-a e cerca de 50% dos residuos estédo na regido do “loop”. Um dos “loops” enrola-
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se na folha anterior, o que resulta na segunda regido hidrofébica (entre a folha anterior
e o “loop”) (Figura 9) (59).

39 24710 209 96 170

HE

216 89 123 -/ J
| L /7\117 186

N C

Figura 9 - Mondmero de lectina de leguminosa. A — Diagrama de fitas do monémero de
Concanavalina A. O residuo cis-aspartato, Asp 208, esta representado por bola e bastonete
enquanto o manganés e o calcio estdo representados por esferas cinzenta e preta,
respetivamente. A folha posterior, constituida por 6 fitas, estd marcada de cinza, e a folha
pequena — folha S — est4d marcada a cinza escuro. B — Diagrama topolégico do enovelamento do
mondmero da lectina de leguminosa. O cédigo de identificacdo das folhas € idéntico aos descrito
em A. Os terminais C- e N- sdo os encontrados para a Concanavalina A. A posi¢cdo destes
terminais nas estruturas de permuta circular, da maioria das lectinas, esta indicado por um
asterisco. (adaptado de Loris et al., 1998 (59))

Grande parte das lectinas de leguminosas conhecidas possuem uma estrutura chamada
de “dimero canodnico”. Este dimero é caracterizado por 12 fitas largas de folhas
pregueadas-B, que resulta da associacdo de duas folhas posteriores de 6 fitas
pregueadas-f (59).

Existem outras estruturas para além do dimero candnico das quais sao representativas
as lectinas da arvore de coral (Erythrina corallodendron) e a lectina IV da Griffonia
simplicifolia. Na Figura 10, é possivel comparar estas estruturas com o dimero

canonico.
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Tetramero da aglutinina do
amendoim

Dimero EcorL Dimero candénico

Figura 10 - Dimeros de lectinas de leguminosas e o tetramero da aglutinina de amendoim.
(adaptado de Loris et al., 1998 (59))

4.4.1.2. Centro deligacdo ao hidrato de carbono

As caracteristicas bioativas das lectinas, nomeadamente, a sua ligagédo aos hidratos de
carbono, esta dependente, simultaneamente da presenca de ides célcio e de outro metal
de transicdo. Estas estruturas estdo bem conservadas em outras lectinas de
leguminosas e a sua estabilidade é reversivel pela remocédo desses metais, 0 que
resulta em importantes mudancas conformacionais.

As interagBes essenciais através das quais as lectinas reconhecem os hidratos de
carbono sdo as ligacdes de hidrogénio, coordenagdo com metais e interacdes
hidrofébicas de Van der Walls. O grande namero de grupos hidroxilo existentes nos
acucares serve tanto como doador quanto recetor na formacdo de ligacdes de
hidrogénio. Da parte das lectinas, a cadeia lateral de atomos de Asp e Asn, o hidrogénio
do amido e o oxigénio do carboxilo da cadeia principal também participam na formacéo
destas ligacdes. Nas lectinas de leguminosas, catides divalentes como o Ca?* e o Mg?*
estdo envolvidos no reconhecimento indireto dos hidratos de carbono, uma vez que
modulam o centro de ligacdo das lectinas. Apesar do caracter hidrofébico geral dos
hidratos de carbono as interagdes hidrofobicas representam um papel essencial no
reconhecimento pelas lectinas. Isto é particularmente notado na interacdo entre os

residuos aromaticos e a galactose em lectinas galactose especificas. Nas interacfes
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ndo polares a zona alifatica do acucar esté disposta contra uma ou mais cadeira laterais
aromaticas da proteina, proporcionando uma superficie geométrica apolar

complementar (60).

4.4.1.3. Classificacao
As lectinas podem ser classificadas de trés modos diferentes, com base nos centros de
ligacdo ao hidrato de carbono, com base na especificidade de ligacdo aos hidratos de
carbono e de acordo com a sua evolucao genética, em familias.
Relativamente a classificagcdo com base na sua estrutura (centros de ligacdo ao hidrato
de carbono) as lectinas podem ser classificadas em:

a) Merolectinas — proteinas que possuem apenas um centro de ligacdo aos
hidratos de carbono. Por definicdo sdo monovalentes e, consequentemente, ndo
conseguem precipitar glicoconjugados ou aglutinar células (61). Como exemplo
caracteristico deste grupo temos a heveina, uma proteina da arvore de borracha
(Hevea brasiliensis) (62).

b) Hololectinas — sdo constituidas por pelo menos dois centros de ligacao aos
hidratos de carbono, idénticos ou similares. Por definicdo séo di- ou multivalentes
e, consequentemente, aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados. A
maioria das lectinas de plantas pertencem a esta classe (61).

c) Quimerolectinas — sdo proteinas que possuem um ou mais centros de ligacao
aos hidratos de carbono e outro centro com atividade catalitica (ou outra
atividade biologica) que funciona independentemente do centro de ligacdo aos
hidratos de carbono. Dependendo do nimero de locais de ligacdo aos hidratos
de carbono, as quimerolectinas comportam-se como merolectinas ou
hololectinas (61).

d) Superlectinas — tal como as hololectinas, as superlectinas contém pelo menos
dois centros de ligacdo aos hidratos de carbono. Contudo, ao contrario das
hololectinas, o seu centro de ligacao aos hidratos de carbono reconhece também

acUcares estruturalmente ndo relacionados (54).

Com base na especificidade de ligacdo aos hidratos de carbono as lectinas podem ser
agrupadas nos seguintes grupos: (63)

e Grupo | - Lectinas glucose/manose

e Grupo Il - Lectinas N-acetilgalactosamina/ galactose

e Grupo Il — Lectinas N-acetilglucosamina

e Grupo IV - Lectinas L-fucose
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e Grupo V - Lectinas &cido sialico

e Lectinas especificas de oligossacaridos e polissacaridos complexos.

O rapido progresso das analises protedmicas e a clonagem molecular tém revelado a
sequéncia detalhada de lectinas vegetais. A andlise destas sequéncias permitiu a
distincdo de doze familias de acordo com suas especificidades a hidratos de carbono
(64) (Tabela 3).

Tabela 3 — Classificagdo das lectinas de plantas baseada na evolucdo genética de familias

Familia Lectina Abreviat. Especificidade
representativa
Dom|.n|o aglutmma Agarlcus'bl_sporus ABA Galactose
Agaricus bisporus aglutinina
Amarantinas Amaranthu_s _caudatus ACA N-acetil-D-Glucosamina
aglutinina
: Aglutininas - ;
Classe V _Il_gantes de relacionadas com CRA N-glicanos do tipo
quitina " elevada-manose
quitina
Dominio Cianovirina Cianovirina-N CV-N Manose

Dominio Aglutinina Aglutinina Euonymus

Euonymus europaeus EEA Manose / Galactose
europaeus
(EEA)
Dominio Aglutinina Lectina Polygonatum ‘. .
Galanthus nivalis (GNA) cyrtonema PCL Manose / Acido sialico
Dominio de heveina Wheat germ aglutinina WGA N-acetil-D-Glucosamina
Dominio Jacalina Jacalina JAC Manose
Lectinas Leguminosas Concanavalina A Con A Manose
Dominio Lisina
D.om!nlo Aglutinina Cucurbitaceae phloem CPL
Nicotiana Tabacum
Dominio Ricina-B European mistletoe ML-1 B-galactose

(Adaptado de Van Damme, 2008 (64))

4.4.1.4. Funcgdes biolégicas das lectinas
Como ja foi referido anteriormente as lectinas sdo moléculas transversais a todos os
reinos, sendo, portanto, passiveis de se encontrar em diversos organismos, desde
plantas, microrganismos e animais, desempenhando numerosos processos a nivel
celular (65). Grande parte das lectinas estdo provavelmente envolvidas na defesa da

planta contra microrganismos fitopatogénicos e insetos, assim como, contra animais
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predadores (61). As lectinas tém diversas func¢des, desde atividade antiviral,
antibacteriana, antifingica. As lectinas WGA (wheat germ agglutinin), PNA (peanut
lection) e SBA (soybean agglutinin) inibem a esporulagéo e crescimento de fungos como
Trichoderma viride, Penicilium notatum e Aspergillus niger (66); inseticida (WGA e
jacalina) até toxicidade para os animais superiores. Apesar da interferéncia direta
com virus e microrganismos ser excecional, os efeitos nos predadores invertebrados e
nos animais superiores € Obvia (61). Existem estudos que defendem que as lectinas
estdo envolvidas com determinadas bactérias num processo simbiético de fixacdo do
azoto. E exemplo a bactéria Rhizobium leguminosarum (67,68).

Durante muitos anos, as lectinas eram consideradas substancias téxicas para as células
e para 0s animais, principalmente devido a aglutinacdo dos eritrécitos e de outras
células. No entanto, tem vindo a ser revelado que diversas lectinas de plantas sao
ferramentas importantes na biologia celular e imunologia, com enorme potencial para
variadas aplicaces clinicas quer no diagndstico quer na terapéutica (55).

Hoje em dia, € claro que as lectinas exibem atividade antitumoral e estdo envolvidas
em inumeros processos fisioldgicos (69) e que estas sdo capazes de inibir a sinteses
de ADN, ARN e proteinas tumorais, mas ndo das células normais, assim como,
conseguem induzir processos de apoptose, necrose e autofagia celular, processos
estes que tém vindo a ser estudados como possiveis terapias para o tratamento do
cancro (55,70).

As lectinas tém vindo a ser estudadas ndo so para aplicagdes terapéuticas, mas também
para o diagnéstico de cancro, uma vez que, sao biomarcadores versateis utilizados em
estudos histoquimicos, bioquimicos e funcionais das células tumorais. Devido a sua
complexidade e variabilidade estrutural, os hidratos de carbono a superficie das células

funcionam como sinais de reconhecimento (55,71).

4.4.1.5. Mecanismo de agdo antitumoral das lectinas

As lectinas apresentam diversos mecanismos de acdo, sendo 0s mais importantes
aqueles que envolvem a libertacdo de mediadores, ap0s a ligacao a um recetor celular
— via extrinseca — e aqueles que envolvem, a entrada na célula e consequentes
alteracdes nas fungdes celulares — via intrinseca.

A via extrinseca de inducdo da apoptose € iniciada pela interacdo entre o ligando e
recetores membranares especificos, denominados recetores de morte celular: TNF
(tumor necrosis factor); Fas e TRAIL (Figura 11). Cada um deste recetores contem um
dominio intracelular de interacdo com proteinas globulares, chamado dominio da morte
celular (DD — death domain). Death Efector Domain). A proteina FADD liga-se ao recetor

através de um DD e a pré-caspase 8 através de um DED, formando um complexo DISC

-38 -



(Death Inducing Signaling Complex). O recrutamento da caspase 8, por sua vez, ativa
a caspase 3, caspase efetora que inicia o processo apopoético (Figura 11) (72,73).
Relativamente a via intrinseca, também denominada mitocondrial. Sabe-se que a
mitocdndria possui um sistema de transporte latente conhecido por “permeabilidade
transicional mitocondrial”’, cuja ativacdo ocorre em certas condicbes e traduz-se na
permeabilizacdo da membrana mitocondrial a ides, incluindo o calcio. Pensa-se que esta
permeabilidade mitocondrial possa ser uma das vias de conducdo de moléculas pro-
apoptaoticas.

Assim, os poros de permeabilidade transicional existentes na membrana mitocondrial
abrem-se quando ha um excesso de ides calcio e fosfato, 0 que despolariza a
mitocondria e desacopla a cadeia respiratéria. O poro de permeabilidade transicional
mitocondrial (PTPm), favorece a cascata de caspases e favorece a morte celular ao
libertar fatores indutores da apoptose como o citocromo c, fatores de fragmentacéo do
nucleo e proteinas como SMAC/DIABLO, que neutralizam os inibidores enddégenos da
apoptose (AIF — Apoptosis Inducing Factor) (Figura 11).

A proteina de translocac¢ao mitocondrial (TSPO) interage com VDAC para desempenhar
um papel na apoptose, produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS). A geracao de
ROS induz a ativacdo da via mitocondrial da apoptose, uma vez que, sdo as ROS que
sdo capazes de libertar o citocromo c. Estudos revelam que a caspase 2 esta envolvida
na libertagdo do citocromo c pelas mitocondrias das células apoptoticas. A caspase 2 é
ativada temporariamente em resposta ao stress genotoxico e pode funcionar como
modeladora da via apoptotica mitocondrial. A ativacdo da caspase 2 ocorre dentro de
um complexo multiproteico, constituido por proteinas induzidas pelo gene supressor
tumoral p53, PIDD (p53-induced protein with death domain), proteinas adaptadoras da
morte RAIDD e outras proteinas (Figura 11).

A permeabilizacdo da membrana externa e consequente libertacdo do citocromo ¢ € um
passo chave na inducdo da apoptose. Uma vez que, no citoplasma, o citocromo ¢, em
conjunto com a molécula adaptadora Apaf-1, participa na formacdo do apoptossoma,
resultando no recrutamento da pro-caspase 9 e ativacao da caspase 9, em presenca de
ATP. A caspase 9 cliva e ativa as pro-caspases 3 e 7 (caspases efetoras), responsaveis
pela clivagem de varias proteinas que conduzem as caracteristicas bioquimicas e
morfol6gicas da apoptose (72,74).

As familias de lectinas, como as lectinas de leguminosas, as proteinas de inativacao de
ribossomas tipo Il (RIPsIl) e as lectinas relacionadas com GNA, ém sido estudadas

devido ao seu papel em atividades biologicas (72).
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Figura 11 — As lectinas de plantas induzem a morte celular das células tumorais via morte celular
programada. (adaptado de Fu et al., 2011 (72))

4.4.2. Avaliacdo daatividade de lectina em folhas da subespécie Juniperus
oxycedrus subsp. badia

Ao longo da unidade extracurricular de projeto lll, realizada no Laboratério de Fisiologia
Vegetal do Departamento de Recursos Naturais, Ambiente e Territério do Instituto
Superior de Agronomia de Lisboa, caracterizei o perfil lectinémico de extratos de folhas
da subespécie Juniperus oxycedrus subsp. badia.
O trabalho desenvolvido permitiu caracterizar o perfil polipeptidico desta espécie e,
consequentemente, determinar a presenca de lectinas, nos referidos extratos, por
medicdo da atividade hemaglutinante, ferramenta essencial para a avaliagdo da
especificidade das lectinas envolventes aos hidratos de carbono. A avaliacdo da
especificidade de ligacdo aos hidratos de carbono, revelou um conjunto de agucares
extremamente importantes na caracterizacdo da aberracéo glicomica (D-glucosamina,
D-galactosamina e D-manose) caracteristica do processo tumoral, sendo a manose um
acucar que faz parte do cdlice das ramificagdes do glicoma celular.
Em trabalhos anteriores (52), ja tinha sido evidenciada a ligacdo e descriminacao de
polipéptidos/lectinas, pertencentes a este extrato, com especificidade para os recetores

glicosilados das células tumorais HT-29, concluindo-se que os dados se relacionavam.
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O emprego de colunas de afinidade, com matriz constituida por um dos hidratos de
carbono selecionados, a manose, permitiu purificar uma lectina, cuja massa molecular
foi concordante, com um dos polipéptidos que se ligaram aos recetores glicosilados das
membranas das células HT-29 do cancro do colon (53). Também a incuba¢do dos
respetivos extratos proteicos com a mesma linha celular (52) tinha ja revelado a inibicédo
da invasado celular e, ainda a inibicdo da atividade das metaloproteinases MMP-9,
constituindo um biomarcador do cancro do célon e da metastizacdo, revelador de um
mau prognastico.

A Tabela 1, contempla estes resultados, ainda ndo publicados.
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5. Conclusao

Os conhecimentos sobre as plantas e as suas bioatividades foram evoluindo e hoje em
dia sado utilizados ndo sé no tratamento, mas também na prevencao de doencgas e na
pratica de um estilo de vida mais saudavel.

Ao longo desta dissertacao foram apresentadas algumas caracteristicas das espécies
e subespécies mediterranicas do género Juniperus, algumas delas endémicas de varias
regides de Portugal.

Os beneficios das varias plantas deste género ha muito que sdo conhecidos e o seu uso
esta relatado para o tratamento das mais variadas patologias, desde constipacdes,
patologias a nivel gastrico, ginecoldgico e até dermatolégico.

As diferentes subespécies de Juniperus apresentam varias bioatividades relacionadas
principalmente com compostos fendlicos, nomeadamente, atividade antioxidante,
atividade antimicrobiana, atividade anti-inflamatoria, atividade herbicida, atividade
gastro protetora, atividade neuroprotetora, atividade hipoglicemiante e atividade
antitumoral, como detalhado anteriormente.

A subespécie que demonstrou ser mais promissora foi o Juniperus oxycedrus subsp.
badia e por isso alguns trabalhos tém sido desenvolvidos no Laboratério de Fisiologia
Vegetal do Departamento de Recursos Naturais, Ambiente e Territrio do Instituto
Superior de Agronomia de Lisboa.

O estudo intenso da bioatividade dos compostos fendlicos em extratos etandlicos e
metandlicos de diferentes 6rgdos desta subespécie (bagas, folhas, ramos), levam a
omissao de outros principios ativos, as lectinas, ja descritas para outras espécies. Esta
revisao quis acrescentar e atualizar, para as subespécies em estudo, a presenca destes
compostos em extratos proteicos e a revelacdo da sua atividade antitumoral, mediante
resultados obtidos e ainda n&o publicados, por trabalhos de disciplina de Projeto Il e
Mestrado em Controlo, Qualidade e Toxicologia do Alimento (MCQTA).

Estes trabalhos tém como objetivo caracterizar a atividade antitumoral, desta
subespécie, para as células tumorais do cancro do célon, HT-29, tendo ja sido
identificada a presenga de uma ou mais proteinas com atividade lectina no extrato
proteico das folhas desta subespécie que se pensa serem as mesmas que
demonstraram ser importantes na ligagcdo aos recetores glicosilados das membranas
das células tumorais, do cancro do colon, HT-29. A afinidade de ligagdo aos recetores
glicosilados das membranas das células HT-29, por lectinas purificadas de Juniperus
oxycedrus subsp. badia, e a revelacdo de atividade antitumoral (inibicdo da invaséo
celular e inibicdo da atividade das MMP-9), revelaram que estes constituintes, poderdo

ser uma alternativa a terapéutica antitumoral e detecdo precoce de biomarcadores

-42-



tumorais, pela particularidade do seu mecanismo de ac¢ao e, pelo facto de que a maioria
destes biomarcadores séo glicoproteinas.

Pelas conclusBes obtidas torna-se imperativo direcionar-se, para esta subespécie de
Juniperus a pesquisa e purificacdo de novas lectinas, 0 que j4 esta a ser realizado,
assim como, estudar o mecanismo molecular, pelo qual exibem a sua atividade
antitumoral.
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