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Resumo

As urtigas, apesar de comummente conhecidas pela sua picada dolorosa, séo
também utilizadas pelas suas propriedades terapéuticas. Desde as folhas a raiz, sdo
tradicionalmente utilizadas para tratamento da diabetes, de patologias reumaéticas,
inflamatorias e hipertensdo. De entre as muitas espécies existentes, a Urtica dioica L.
(Urticaceae), espécie distribuida globalmente, é uma fonte de sais minerais, fibra e
proteina, permitindo-lhe ser integrada na alimentacdo, sendo também reconhecida por
utilizacbes que vdo desde o uso da raiz para tratamento da Hiperplasia Benigna da
préstata, a0 uso das partes aéreas como anti-diurética, anti-reumética e anti-
inflamatoria.

Neste trabalho procedeu-se ao estudo de trés espécies de urtigas: Urtica dioica,
Urtica urens L. (Urticaceae), usada por vezes em substituicdo da Urtica dioica, e Urtica
membranacea Poir. ex Savigny (Urticaceae), sobre a qual sdo praticamente inexistentes
estudos cientificos. O principal objectivo foi avaliar a bioactividade das trés espécies;
anti-oxidante, anti-inflamatoria e anti-fingica, e paralelamente, caracterizar
constituintes fendlicos - metabolitos secundarios vegetais com propriedades terapéuticas
amplamente divulgadas - de modo a destacar, ndo so a espécie de maior interesse, mas
também inferir sobre a natureza quimica dos compostos que podem contribuir

maioritariamente para estas propriedades.

Com recurso a técnicas cromatograficas, nomeadamente, HPLC acoplado a dois
detectores: fotodiodos e espectrometro de massa, foi possivel identificar pela primeira

vez, na Urtica dioica o acido cafeoiltartarico e o p-cumaroilmalato.

As outras duas espécies abordadas, Urtica urens e Urtica membranacea, apesar
de menos bioactivas, revelaram também uma presenca significativa de compostos
fendlicos, tendo sido também identificados, pela primeira vez, na Urtica urens, 0s
acidos 3-O-cafeoilquinico, 4-O-cafeoilquinico, 5-O-cafeoilquinico e p-cumaroil-
cafeoilquinico, para além do flavonoide, diosmetina-O-rutindsido. Quanto a Urtica
membranacea, espécie cuja distribuicdo € restrita a regido Mediterranica, demonstrou
também algum potencial bioactivo, apesar de nunca antes ter sido objecto de estudos
fitogquimicos. Foram identificados sete derivados de &cidos hidroxicindmicos e dez

flavondides do tipo flavona e flavonol, C-, O,C- e C- glicosilados, assim como trés
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derivados do 3-hidroxi-3-metilglutarilo, de distribuicdo muito pouco referenciada

noutras plantas.

A Urtica dioica demonstrou ter potencial como antioxidante, superior a das
outras espécies testadas, bem como uma forte capacidade anti-inflamatéria e alguma
actividade anti-fangica. Consequentemente, esta espécie foi selecionada para um estudo
posterior, que permitiu avaliar o 6rgdo aéreo da planta (flores, folhas e caules) que
contribuia de modo maioritario para as propriedades bioactivas.

As folhas demonstraram ser a parte com maior actividade anti-oxidante e anti-
inflamatoria, bem como a maior concentragdio em &cidos hidroxicindmicos,

comparativamente a parte aérea total da planta florida.

A especie de maior bioactividade, Urtica dioica, foi também seleccionada para
implementar um método de propagacao desta espécie. Procedeu-se a optimizacao de um
método de cultivo in vitro e procedeu-se a uma posterior aclimatizacdo para solo, sendo
que os resultados obtidos foram bastante promissores para o futuro cultivo in vitro da

espécie.

Palavras-Chave: Urtica dioica; U. urens; U. membranacea; compostos fenolicos; anti-

oxidante; anti-inflamatéria; anti-fngica; propagacao in vitro.
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Abstract

Nettles, although commonly known for their painful sting, are also used for its
therapeutic properties. From the leaves to the root, they are traditionally used for the
treatment of diabetes, rheumatic, inflammatory disorders, and hypertension. Among the
many existing species, Urtica dioica L. (Urticaceae), globally distributed species, is a
source of minerals, fiber and protein, allowing it to be integrated as food, and also
recognized for uses ranging the use of the root to treat benign prostatic hyperplasia, the

use of aerial parts as anti-diuretic, anti-rheumatic and anti-inflammatory.

In this work we undertook an analysis of three species of nettles: Urtica dioica,
Urtica urens L. (Urticaceae), sometimes used as a replacement of Urtica dioica and
Urtica membranacea Poir. ex Savigny (Urticaceae), on which scientific studies are
virtually nonexistent. The primary objective was to evaluate the bioactivity of the three
species; anti-oxidant, anti-inflammatory and anti-fungal, and in parallel, characterizing
phenolic constituents - plant secondary metabolites with therapeutic properties widely
disseminated - in order to highlight not only the species of greatest interest, but also to

infer the chemical nature of compounds which can largely contribute to these properties.

With the use of chromatographic techniques, including HPLC coupled to two
detectors: photo diodes and the mass spectrometer, it was identified for the first time, in

Urtica dioica, caffeoyltartaric and p-coumaroylmalate acids.

The other two species addressed, Urtica urens and Urtica membranacea,
although less bioactive also revealed a significant presence of phenolic compounds
being also identified for the first time in Urtica urens, 3-O-caffeoylquinic, 4-O -
caffeoylquinic, 5-O-caffeoylquinic and p-coumaroyl-caffeoylquinic acids, in addition to
flavonoid diosmetin-O-rutinoside. Urtica membranacea, whose distribution is restricted
to the Mediterranean region, also showed some bioactive potential, despite it has never
been submitted to phytochemical nor bioactivity studies. There were seven derivatives
of hydroxycinnamic acids and ten flavonoids, flavone and flavonol-type, C-, O, C- and
C- glycosides identified, as well as three derivatives of 3-hydroxy-3-methylglutaryl,

with distribution rarely referenced in other plants.

Urtica dioica demonstrated an antioxidant potential superior than that of other

species tested, as well as a strong anti-inflammatory ability and some anti-fungal
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activity. Consequently, this species was selected for further study, which allowed us to
assess the aerial plant organ (flowers, leaves and stems) with major contribution for
bioactive properties.

The leafs have proven to be the part with greater anti-oxidant and anti-
inflammatory activity, as well the higher concentration in hydroxycinnamic acids,
compared to total aerial parts of the flowering plant.

The species with highest bioactivity, Urtica dioica, has also been selected to
implement a propagation method for the species. There was an optimization for in vitro
cultivation method and we proceeded to acclimatization to soil, and the results were
quite promising for the future growth of the species in vitro.

Keywords: Urtica dioica; U. urens; U. membranacea; phenolic compounds;

antioxidant; anti-inflammatory; antifungal; in vitro propagation.
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1.1 Enquadramento geral

As antigas civilizagcbes, com um particular conhecimento das plantas e suas
propriedades, permitiram que chegasse até nos, ainda que reescrito pela passagem por
numerosas épocas historicas o reconhecimento das plantas e o seu patriménio. Nas
altimas décadas, registou-se um incremento da utilizacdo, em varias vertentes, das
plantas pelo homem - alimentacéo, industria, servi¢os. Foram estes saberes acumulados,
transmitidos ao longo de geracdes, que permitiram, ndo s6 a sobrevivéncia das
sociedades humanas, como o desenvolvimento da Medicina actual e também a crescente
investigacdo acerca das propriedades das plantas (Rodrigues, 2002).

O progresso industrial veio contribuir para o desenvolvimento de grandes
metropoles e urbanizacbes de enorme densidade populacional, e também para a
desertificacdo de zonas rurais, caso que tdo bem se conhece até em Portugal. Se bem
que no passado a medicina popular fosse muito comum e desempenhasse para muitas
populacdes a Unica forma de acesso a Medicina, hoje em dia, nas sociedades ditas mais
desenvolvidas, é relativamente facil o acesso a chamada Medicina Convencional e a

muitos e variados farmacos (Rodrigues, 2002).

Desde a entrada no novo Milénio tem vindo a crescer uma onda social muito forte
que promove O regresso as origens, o contacto com a natureza e a obtencdo dos seus
recursos para uso antropologico. De facto, assiste-se actualmente a um retorno a
fitoterapia. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 80% da populagdo em
paises em vias de desenvolvimento utiliza a medicina tradicional a base de plantas como
fonte primaria para tratar e controlar diferentes patologias (Tamayo 2006 in (Teixeira,
2012)). Contudo, ha que ter em conta que as plantas medicinais ndo podem ser
utilizadas para o tratamento de todas as patologias e em qualquer paciente, e que ndo
estdo isentas de efeitos secundarios, nem de contra-indicacdes e interaccbes (Teixeira,
2012). A organizacdo Mundial de Saude, com diversos documentos técnicos sobre as
plantas medicinais, e paises como a Alemanha, Franca e Inglaterra incluiram ja varias
plantas medicinais nas respectivas farmacopeias e elaboraram monografias tdo
importantes como as da Comissdo E (Comité de peritos em plantas medicinais, criado
pela Agéncia Federal de Salude Alemad) para avaliar a seguranca das fitomedicinas,
tendo publicado, nos ultimos 15 anos, 410 monografias sobre 324 plantas, onde se
incluem todas as informacdes relevantes a utilizacdo destas plantas num ambito

farmacoldgico, incluindo, para além das propriedades farmacologicas, as descri¢des das
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plantas e respectivos constituintes, propriedades farmacolégicas, indicacfes terapéuticas
aceites, contraindicagdes, efeitos secundarios, interacgdes, doses recomendadas,
requisitos de controlo de qualidade e condicGes recomendadas de armazenamento
(Martins, 2007).

E neste contexto que surgem cada vez mais estudos, empresas farmacéuticas,
confrarias e centros de estudo que lancam, quase diariamente, estudos cientificos,
noticias e produtos naturais, que resultam de um aprofundado estudo sobre as
propriedades fisico-quimicas, farmacoldgicas, nutricionais, e outras, de muitas espécies,
vegetais e animais, que fazem ou fardo, num futuro préximo, parte do quotidiano de
varias sociedades. O uso controlado destes produtos, seja pela avaliagdo da sua
toxicidade, interaccdo com outros farmacos ou até pela vantagem que demonstram sobre
outro produto ja existente, abrem campo para novas areas cientificas e profissionais.
Neste enquadramento, o presente trabalho propde-se avaliar algumas propriedades
biologicas de trés espécies do género Urtica, cujo uso tradicional, sustentado por
diversos estudos etnoboténicos, se considera vir a ter um grande potencial num futuro

proximo.

Ha muito que se associam as propriedades terapéuticas das plantas aos compostos
unicos produzidos por elas — metabolitos secundarios. Estes compostos, que tém
diversas funcdes dentro da comunidade vegetal, desde adjuvantes a reproducéo,
proteccdo contra a dessecacdo ou defesa contra predadores, sdo essenciais a
sobrevivéncia de algumas espécies. Por experimentacdo e um saber empirico resultante
de muitas geracbes, 0 Homem tem vindo a utilizar estes compostos em prol da melhoria

da sua qualidade de vida.

O recurso a farmacos sintéticos, de largo espectro de accéo, a perda da sua eficacia,
os efeitos indesejados que induzem devido a utilizacdo frequente, geraram a necessidade
da utilizacdo de medicinas alternativas e/ou complementares, particularmente baseadas

em produtos de origem natural.

Produtos tais como o vinho e os frutos vermelhos tém sido muito publicitados como
fonte natural de anti-oxidantes. Isto deve-se ao conteddo em compostos fendlicos -
antocianinas e taninos, que existem naturalmente ou que resultam da transformacao

tecnoldgica destes fito-constituintes. Estudos cientificos atribuem aos polifendis do
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vinho efeitos benéficos para a saude humana — caso do paradoxo francés,

nomeadamente em doengas cardiovasculares e aterosclerose.

Torna-se assim premente o estudo dos recursos naturais que outrora fizeram parte do
quotidiano tradicional e medicinal de cada cultura, ndo s6 por serem resultado de um
conhecimento adquirido ao longo de muitas gerac@es, como também pela influéncia de
uma evolucdo conjunta. As plantas revelam diversas propriedades bioldgicas e
farmacologicas que hoje, através do conhecimento cientifico, conseguem ser
compreendidas e projectadas para usos extraordinarios, de formas nunca antes

realizadas.

1.2 Familia Urticaceae

Estudos etnobotanicos como (Camejo-Rodrigues, Ascensdo, Bonet, & Vallés, 2004)
e (Carvalho, 2005) revelam a importancia da cultura e do saber popular sobre as plantas
a que as populacdes tém acesso, guiando-se por um conhecimento da natureza,
intrinseco e apoiado nas suas propriedades medicinais. Tem crescido a vontade de
manter o cariz artesanal, de certificar e validar estas plantas, assim como as
propriedades que tradicionalmente lhes séo atribuidas, e sem que ocorra um impacto
ambiental prejudicial. Em Portugal, varios levantamentos etnobotanicos e
etnofarmacologicos, abrangendo areas como a Serra da Estrela, Parque Montesinho,

Tras-0s-Montes, entre outros, revelam o saber empirico das propriedades das plantas.

A familia Urticaceae ¢ amplamente conhecida, tendo diversos géneros com usos
tradicionais conhecidos, de entre os quais se destaca o0 genero Urtica, cujas espécies sdo
referenciadas globalmente como tendo propriedades terapéuticas de interesse. As
espécies desta familia tém uma distribuicdo mundial alargada, com propriedades muito
proprias e com interesse holistico crescente, uma vez que as urtigas fornecem ja uma
ampla gama de recursos, ndo so alimentares, mas também terapéuticos, como refere a

seguinte citacao:

“Las urticaceas se usan en dermatologia, para el reuma y enfermedades circulatorias,
para el colesterol y la diabetes. Las afecciones del sistema circulatorio son tratadas

con catorce especies que pertenecen a ocho de estas familias botanicas.” (Carvalho,

2005)
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1.2.1 Género Urtica

O geénero Urtica L. (1753), que compreende 24 a 39 ou 30 a 45 espécies, segundo
diferentes autores, é constituido por plantas herbéceas, de folhas opostas, serradas, com
estipulas; flores unissexuais, mondicas ou didicas, dispostas em espigas axilares,
simples ou ramosas; pélos vulnerantes, que segregam um liquido caustico (Coutinho,
1939). Este género esté distribuido globalmente; em Portugal com maior incidéncia no
Norte e Centro do Pais.

A caracteristica sensacdo de calor, comichdo e ardor produzida pela picada do pélo
de urtiga é resultado da ac¢do combinada de histamina e acetilcolina, presentes no
fluido do pélo (Emmelin & Feldberg, 1947). Este é constituido por um tubo capilar
calcificado na parte inferior e uma parte superior siliciada, e fechado na ponta numa
estrutura com a forma de um pequeno bolbo. Em contacto com a pele, o bolbo quebra-
se e fica exposta uma ponta fina, que injecta o fluido (Emmelin & Feldberg, 1947). E
esta pungente picada que origina o desconforto na utilizagdo das urtigas, mas que apesar
de dolorosa, pode ser usada para efeitos benéficos.

Figura 1. Detalhe do pélo urticante em Urtica dioica.
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De facto, j& nas antigas civilizagdes se tirava partido desta picada, esfregando
urtigas frescas em membros artriticos ou paralisados para estimular a circulacéo e trazer
calor as articulagdes e extremidades, num tratamento conhecido como “urtication”
(Upton, 2013). Os antigos egipcios também reportaram o uso da infusdo para o alivio da
artrite e do lumbago (Upton, 2013). As tropas romanas, além de esfregarem urtigas
frescas no corpo para manter o calor, transportaram a semente de uma especie
semelhante a urtiga romana (Urtica pilulifera) para Inglaterra, com o sentido “de Ihes
ter sido dito que o clima da Gré-Bretanha era tdo frio que ndo era para ser suportado”
(Upton, 2013). Esta préatica de “urtication” tornou-se habitual na medicina tradicional
para tratamento da artrite, reumatismo e paralisia muscular e é, possivelmente, 0 uso

medicinal mais antigo da urtiga (Upton, 2013).

Usos e AplicacOes

Segundo (Bisht, Bhandari, & Bisht, 2012), o proprio nome Urtiga vem da
palavra que significa “planta téxtil”, tendo um grande potencial para polpa de fibras
longas e mercados téxteis, pois possui propriedades semelhantes ao linho e ao canhamo.
Na Escocia era cultivada para extrair fibra téxtil. Embora menos, € também usada para
fazer papel. Actualmente é extraido das urtigas um tecido sedoso conhecido como

“Ramic”, além de corda, papel e fibra téxtil.

Na vertente cosmética, a urtiga é usada em shampoos para a caspa, como anti-
eczematoso e para recuperar a cor natural do cabelo. Além disso, estimula o

crescimento do cabelo.

As urtigas podem ser integradas na alimentacdo humana, existindo diversas
receitas tradicionais como Sopa de Urtigas e Esparregado de urtigas. Ao serem
cozinhadas, secas ou sujeitas a qualquer processo extractivo, as urtigas perdem as suas
propriedades urticantes. Estudos como (Rutto, Xu, Ramirez, & Brandt, 2013)
demonstram que estas plantas, mesmo apds secagem ou cozedura, ndo perdem o seu
valor nutricional, retendo minerais, vitaminas e outros compostos, para além de serem
bastante ricas em fibra e proteina — o que lhe confere valor a nivel alimentar. A urtiga é
bastante rica em diversos constituintes e tem um valor dietético bastante relevante

(Bisht et al., 2012), como se pode ver pela Figura 2.
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Figura 2. Representacdo grafica do conteddo em Metabolitos primarios, Vitaminas e sais minerais das urtigas
(adaptado de (Upton, 2013)).

As urtigas podem ser usadas como alimento na producdo aviaria, sendo que
promovem a absorcdo de proteinas e vitaminas, além de reduzirem as necessidades de
alimentacédo verde em 30% (Bisht et al., 2012).

A urtiga é igualmente importante como promotor da satde humana.

A Urtica dioica tem demonstrado ser usada para diversos tipos de doencas,
sendo de destacar os usos referentes a disfuncbes do aparelho urinario e
digestivo, usos dermatoldgicos diversos, entre outras aplicacBes terapéuticas,
nomeadamente, analgésicas.

A Urtica membranacea é usada como hipocolesterolémica na diabetes e a nivel
dermatoldgico.

Testemunhou-se que a Urtica urens tem especiais aplicacdes relacionadas com

dores de articulacBes (reumatismo) e também usos dermatoldgicos.

As urtigas tém ja varios usos validados: a ESCOP (European Scientific Cooperative
on Phytotherapy) considera que, sob a forma de chés, extractos e outros produtos, as

urtigas podem ser usadas como: adjuvante no tratamento de artrites, artroses e estados
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reumatismais; diurético, nas afeccBes das vias urindrias baixas (litiase urinéria —
formacdo de célculos renais); depurativo nos estados seborreicos da pele;

remineralizante.

Urtica dioica esté classificada como planta de classe 1 — podendo ser, de modo
seguro, consumida quando usada apropriadamente, tal como é referenciado no livro
“The Botanical Safety Handbook™ (1997), da American Herbal Products Association
(AHPA) (Upton, 2013).

De acordo com a Comissdo E estd aprovado o uso das raizes para a HBP
(Hiperplasia Benigna da Prostata).

No presente trabalho, pretende destacar-se o interesse e possivel potencial biol6gico
de Urtica dioica, Urtica membranacea e Urtica urens. Estas espécies tém ja um
historial de usos populares, com diferentes aplicacdes e as quais foram atribuidas

diversas propriedades medicinais.

1.2.1.1 Urtica dioica - revisao bibliografica

Urtica dioica L. (1753), mais conhecida por urtiga
maior ou ortigdo, é uma planta herbacea, lenhosa na base,
dioica; podendo atingir até 1,5 m de altura, tem as
caracteristicas folhas ovado-lanceoladas, cordiformes na

base, com a face coberta de pelos urticantes; espigas de

ambos 0s sexos ramosas e delgadas, compridas e
(Castroviejo et al., 1997; Coutinho, 1939). A época de l}/

floracdo decorre entre Maio e Junho, desenvolvendo-se em

lugares cultivados, himidos ou sombrios, principalmente

em regibes montanhosas. Encontra-se distribuida pelas

regibes temperadas de ambos os Hemisférios;, a

B
, . }:’:::::.1
distribuicdo em Portugal esta representada na Figura 2. Zj‘-"\ //A

As propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias de Figura 3. Distribuicio de Urtica
. o . dioica em Portugal (retirado de flora-
Urtica dioica sdo alvo de levantamentos etnobotanicos e onem 22-06-2014)
estudos cientificos hd ja muitas décadas. Recentemente,

tem crescido a procura de fontes naturais de anti-oxidantes, que se sabe terem uma
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importante relagdo com as propriedades anteriormente referidas. Os extractos de Urtica
dioica, estudados por Gulgin et al. (2004), ricos em compostos fendlicos e acido
linoleico, demonstram ter, in vitro, propriedades analgésicas e anti-oxidantes. O elevado
contetdo de compostos fendlicos de Urtica dioica confere-lhe actividade enzimaética
significativa, mas moderada actividade anti-oxidante ndo-enzimatica (Kukric¢a et al.
2012). J& em 2013, Hajhashemi & Klooshani, validaram o elevado contetdo em
flavonoides e polifendis nos extractos de Urtica dioica, sendo que, in vitro, foi efectiva
a actividade analgéesica e anti-inflamatoria, em ensaios de mimetizacdo da dor
abdominal humana; também Ghaima et al 2013 demonstram que a Urtica dioica é rica
em compostos fendlicos, e que demonstra ter uma forte actividade anti-oxidante,

relativamente ao a-tocoferol (Ghaima, Hashim, & Ali, 2013).

Ha ja muito tempo que Urtica dioica € descrita como anti-diabética. Diversos
estudos tém sido realizados para validar o potencial desta espécie e 0 modo como pode
ser usada para minimizar patologias associadas a diabetes. Haouri et al. (2007)
relacionaram a capacidade de diminuir a resisténcia a insulina com a capacidade de
Urtica dioica em inibir a producdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS)
(endégenas), de mobilizacdo de Ca®* e da fosforilagdo da tirosina (a qual desempenha
importantes funcdes em todo o organismo, ao nivel do crescimento e divisdo celular).
Os extractos hidroalcodlicos de urtiga mostraram diminuir alguns mediadores
inflamatdrios (citocinas) em pacientes com diabetes tipo Il (Namazi, Esfanjani,
Heshmati, & Bahrami, 2011); os extractos de urtiga actuam a nivel pancreatico, nos
ilnéus de Langerhans, e possuem também outros mecanismos, como a inibicdo da
absorcdo intestinal de glicose, efeitos inibitérios ao nivel enzimatico e facilitacdo do
uptake de glicose, o que confirma a capacidade efectiva de reduzir os niveis de acglcar
no sangue (Mehri, Hasani-Ranjbar, Larijani, & Abdollahi, 2011), sendo essa reducdo de
60 % segundo (Golalipour, Ghafari, Kouri, & Kestkar, 2010). Além disso, verificou-se
que a administracdo de extractos de Urtica dioica promoveu a proliferacao de células-,
antes do tratamento, em ratos, com estreptozotocina (Dar et al., 2013; Golalipour et al.,
2010).

Tradicionalmente descrita também como anti-microbiana, os resultados cientificos
tém validado esta actividade. De facto, os extractos de Urtica dioica tém demonstrado
possuir actividade efectiva contra microrganismos (Dar et al., 2013), tais como -

Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli; Proteus mirabilis, Citrobacter koserti;

10
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Staphylococcus aureus; Streptococcus pneumoniae; Enterobacter aerogenes;
Micrococcus luteus; Staphylococcus epidermidis; Candida albicans - tendo melhores
resultados do que os padrdes e potentes agentes antimicrobianos tais como nitrato de
miconazol, amoxicilina, &cido clavulanico, ofloxacina e netilmicina (Gllgin, 2006). Ja
Singh et al. (2012) comprovou, in vitro, a acc¢do efectiva dos extractos de Urtiga, nas
bactérias: Pseudomonas aeruginosa, Straphylococcus aureus, Salmonella thyphi,
Klebsiella pneumoneae e Shigella flexneri; o extracto revelou maior eficicia para

bactérias gram negativas.

Estudos in vitro concluiram que o conteddo em glicosilflavondides imuno-
estimulantes na composicdo de Urtica dioica explica o seu uso tradicional como anti-
cancerigena (Akbay, Basaran, Undeger, & Basaran, 2003). O uso da raiz de Urtica
dioica foi ja alvo de estudo em humanos para o tratamento da Hiperplasia Benigna da
Prostata (Bisht et al., 2012); este uso é também validado pela Comisséo E.

S&o varias as referéncias para o uso tépico de Urtica dioica no tratamento de
osteoartrite (Rayburn, Fleischbein, & Song, 2009); pela sua ac¢éo inibitoria de factores
de transcricdo, nomeadamente NF-kB, (Riehemann, Behnke, & Schulze-Osthoff,
1999),que além de ter um efeito pré-inflamatorio, esta directamente envolvido na
regulacdo genética de condrocitos, os quais regulam a producdo de colagénio e a
formacdo de cartilagem (Shakibaei, Allaway, Nebrich, & Mobasheri, 2011), sendo este
efeito semelhante ao modo de actuacdo de farmacos ndo-esterdides utilizados no
tratamento da artrite reumatica e da osteoartrite (Khalili, Rezazarandi, & Vahidi, 2012;
Upton, 2013).

1.2.1.2 Urtica urens - revisao bibliografica

Urtica urens L. (1753), mais conhecida como urtiga-menor, € uma planta herbacea,
com as ja caracteristicas folhas ovado-elipticas, inciso-dentadas, glabras excepto 0s
pelos urticantes na face e nervuras na parte inferior; flores masculinas e femininas
reunidas nas mesmas espigas, em redor do eixo (Castroviejo et al., 1997; Coutinho,
1939). A época de floracdo decorre de Marco a Setembro. Esta espécie desenvolve-se
em hortas, terrenos incultos e sebes. Encontra-se distribuida pela Europa, Norte de
Africa e em algumas zonas do Médio Oriente; a distribuicdo em Portugal pode ver-se na

Figura 3.

11
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Supradita como tendo, etnofarmacologicamente,

propriedades anti-inflamatorias e antibacterianas, extractos

de Urtica urens, in vitro, demonstram ter acgdo anti-

bacteriana e também a possibilidade de actuar como anti-

oxidantes, devido a sua grande capacidade de actuar como

scavenger (Jimoh, Adedapo, Aliero, & Afolayan, 2010).

Esta capacidade de doacdo de protbes foi associada ao

(3

flavonoide patuletina, podendo esta propriedade estar na

Il

base de estudos futuros como anti-diabética (Abdel-
Wahhab, Said, & Huefner, 2005). Este polifenol tem accéo

i SSSBS o NEE)
AL

anti-inflamatoria, tendo-se avaliado a reducéo significativa

_ _ _ o S EEia=ma=s ;
de edemas induzidos por carragenina (Marrassini, iasaiess $52

Acevedo, Mifio, Ferraro, & Gorzalczany, 2010), e anti- Figura 4. Distribuicdo de Urtica
urens em Portugal (retirado de flora-

microbiana, efectivamente testada contra Straphylococcus ©nem 22-06-2014)

aureus, Straphylococcus faecalis, Escherichia coli, e

Candida albicans (Upton, 2013). Usada tradicionalmente para o tratamento de

hematomas, o0s extractos de Urtica urens contém um composto anti-inflamatorio ACG

(acido clorogénico), presente em concentracGes bastante significativas e que parece

conferir a esta espécie uma accdo anti-inflamatoria, através de um mecanismo de

inibicdo de efeitos da inflamacéo a nivel vascular e celular.

Urtica urens revelou ser antinociceptiva em ensaios como contor¢éo induzida por
acido acético, teste da formalina e teste da placa quente, demonstrando uma possivel
actuacdo na reducdo da sintese de prostaglandinas e em mecanismos de transducdo de
efectores nociceptivos (Marrassini et al., 2010). E também referida como
hepatoprotectora, visto que extractos de Urtica urens revelaram efeitos protectores em
lesbes do figado, quando usados em estudos in vivo de mimetizacdo de fibrose hepatica
(Sen, 2007).

1.2.1.3 Urtica membranacea - revisao bibliografica

Urtica membranacea Poir. ex Savigny (1798), mais conhecida por urtiga-de-caudas,
é uma planta herbacea mondica, de folhas ovadas, dentado-serradas, os pelos urticantes

poucos e dispersos; as espigas masculinas (apenas as superiores, ou todas elas)

12
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alongadas e unilaterais, com o eixo dilatado-membranoso; -

s

as espigas femininas (as inferiores, ou todas) mais curtas,

com as flores dispostas em redor do eixo ndo dilatado
(Castroviejo et al., 1997; Coutinho, 1939). A época de

floracdo decorre durante quase todo o ano. Esta espécie

desenvolve-se em hortas, patios, muros e sebes,

principalmente nas provincias maritimas. Encontra-se [, Y

distribuida pela Regido Mediterranica e a distribuicdo em

Portugal pode ver-se na Figura 4. 18

Apesar de ter varias propriedades medicinais, a revisdo

LIS e

i 34
e
no Oleo extraido da planta, a presenca do cineole e Figura 5. Distribuicio de

. Urtica membranacea em
limoneno (Santos, 2010). Portugal (retirado de flora-on

em 22-06-2014)

bibliogréafica desta espécie é ainda escassa. H4 a destacar,

1.3 Fito-constituintes em Urtica sp.

1.3.1 Compostos fendlicos

Os metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas tém como funcdes: defesa —
contra predadores e organismos oportunistas — e sinalizacdo — atrac¢do de polinizadores
e agentes de competicdo entre plantas. Nao entram em processos respiratorios, de
crescimento ou fotossintéticos mas sdo importantes a sobrevivéncia e reproducdo das
plantas. Estes metabolitos sdo assim representativos da adaptacdo dos organismos
vegetais e foram, também, sujeitos a seleccdo natural ao longo da evolugdo (Wink,
2003).

Entre os variados tipos de metabolitos secundarios produzidos pelas plantas pode
falar-se em alcal6ides, poliacetatos, terpendides, esteroides e compostos fendlicos. Os
compostos fenolicos sdo substancias ndo azotadas, que contém pelo menos um anel
benzénico, ao qual se liga pelo menos um, grupo hidroxilo, livres ou fazendo parte de
ésteres, éteres ou heterdsidos (Proenca da Cunha, 2005); a classificacdo pode ver-se na
Tabela 1, de acordo com (Vermerris & Nicholson, 2006). Estes sdo principalmente
derivados do metabolismo do acido chiquimico e/ou de um poliacetato (Proenca da

Cunha, 2005). Estéo presentes numa enorme gama de produtos alimentares como frutos,

13
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vegetais, nozes, sementes, flores e caules (Nichols & Katiyar, 2010). Os compostos
fendlicos englobam varios subgrupos, dos quais se destacam: &cidos fendlicos,
flavonoides e taninos. Os taninos sdo largamente referenciados nas folhas de cha e no
vinho, tendo propriedades adstringentes e anti-sépticas; sabe-se hoje que 0s taninos sao
anti-oxidantes naturais. Os flavondides sdo compostos que tém terem vérias actividades
bioldgicas: anti-oxidante, anti-inflamat6ria, anti-tumoral, anti-hepatotdxica, anti-
microbiana e anti-viral, anti-alérgica, protector gastro-intestinal, actividade estrogénica,
accdo venotropica, inibicdo enzimatica. Estudos epidemiol6gicos indiciam que o0s
compostos fendlicos da dieta Mediterrnica sdo anti-radicalares, possuindo,
consequentemente, propriedades anti-oxidantes (Vermerris & Nicholson, 2006).

Estes metabolitos sdo geralmente formados a partir de metabolitos primérios e as
vias de sintese destes compostos sdo diversas. No presente trabalho, iremos abordar os
compostos fenolicos presentes em 3 espécies do género Urtica, sua identificacdo e

actuacdo em sistemas biologicos.

Tabela 1. Classificacdo de Compostos Fendlicos (adaptado de (Vermerris & Nicholson, 2006)).

ESTRUTURA CLASSE
C6 Fendis simples
C6-C1 Acidos fendlicos (do tipo benzoico) e compostos derivados
C6-C2 Acetofenonas e &cidos fenilacéticos
C6-C3 Acidos, aldeidos, alcoois cindmicos
C6-C3 Cumarinas, isocumarinas e cromonas
C15 Chalconas, auronas, dihidrochalconas
Flavonas, flavondis, isoflavonas, flavanonas, flavonondis, flavandis e
C6-C3-Co antociadinas
C30 Biflavonoides
C6-C1-C6, C6-C2-C6 Benzofenonas, xantonas, estilbenos
C6, C10,C14 Quinonas
C18 Betacianidinas
Dimeros ou oligbmeros Linhanos e neolinhanos
Oligémeros ou polimeros Taninos
Polimeros Flobafenos

14
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A actividade farmacoldgica dos compostos fendlicos, nomeadamente de &acidos
fendlicos e flavondides, cumarinas, taninos e compostos quinénicos, tem como base a
reactividade destes compostos. A natureza acidica do hidroxilo fendlico, a facilidade de
oxidacdo do nucleo aromaético e a capacidade de formacdo de novas moléculas (ligacdo
homolitica) (Proenga da Cunha, 2005) fazem dos compostos fendlicos biomoléculas de

grande interesse, na procura de novas armas terapéuticas.

1.3.1.1 Acidos fenélicos

Os écidos fendlicos do tipo benzdico com maior predominio na natureza sao o &cido
galhico e o &cido elagico, encontrando-se frequentemente sob a forma de ésteres e
heter6sidos (Proenca da Cunha, 2005). Os acidos fendlicos do tipo cindmico sdo os de
maior expressdo na natureza, dos quais sdo exemplo: &cido p-cumaérico, &cido cafeico,
acido ferulico e acido sinapico. Tém caracteristicas muito préprias, sendo que sob a
forma de ésteres ou heterdsidos sdo hidrossoluveis (agua e solventes organicos polares),
enquanto sob a forma de acidos séo soluveis nos solventes organicos, em meio &cido.
Estes compostos tém vindo a ser, nos ultimos anos, estudados na vertente biologica,
nomeadamente anti-oxidante/anti-radicalar, que esta na base da expressdo da sua

actividade anti-carcinogénica e cardioprotectora (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996).

1.3.1.2 Flavonoides

Tal como referido anteriormente, os compostos fendlicos raramente sédo
encontrados, na natureza, na forma livre (Vermerris & Nicholson, 2006). No caso dos
flavondides, estes ocorrem predominantemente na forma heterosidica (Proenca da
Cunha, 2005). Os flavondides tém por base a estrutura flavanica, englobando um
enorme grupo de moléculas, resultado de pequenas alteracbes estruturais e,
consequentemente, diferentes mecanismos de accdo e actividades farmacologicas
(Proenca da Cunha, 2005). Os flavonoides tém vindo a ser, progressivamente estudados
e reconhece-se hoje o seu enorme potencial de actuacdo ao nivel de variados sistemas
biolégicos, bem como tendo propriedades: anti-carcinogénicas, anti-alergénicas, anti-
inflamatdrias, estrogénicas e benzodiazepina-like, ndo esquecendo anti-radicalar/anti-
oxidante (Proenca da Cunha, 2005).

Englobados neste grupo, estdo flavanonas, flavonas, flavonois, isoflavondides,

antocianidinas entre outros, dos quais se ddo alguns exemplos na Tabela 2.
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Tabela 2. Classes de Flavondides e exemplos de compostos (adaptado de (Vermerris & Nicholson,
2006))

CLASSE DE FLAVONOIDES EXEMPLOS DE COMPOSTOS
Apigenina
Flavonas
Luteolina
Campferol
Flavonois
Quercetina
Naringenina
Flavanonas Eriodictiol
Hesperidinal
Catequina
3-Flavanois

Epicatequina

Afzelequina

Antocianidinas Cianidina

Delfinidina

1.4 Outros fito-constituintes

Urtica dioica é uma espécie com uma forte presenca de compostos fenolicos, onde
se incluem maioritariamente acidos fenolicos e flavonoides. Os compostos de maior
expressdo sdo derivados do acido cafeico — estudos in vitro demonstram a actividade
anti-inflamatoria, anti-oxidante e analgésica (Chrubasik, Roufogalis, Wagner, &
Chrubasik, 2007) dos derivados do &cido cafeiolmalico, acido clorogénico (Gil, 2006);
campferol, quercetina e isoramnetina, e seus heterdsidos (rutindsidos e glucésidos),
respectivamente. Os compostos quercetina e isoramnetina tém comprovada actividade

imunomodulatoria, em estudos in vitro com neutréfilos (Akbay et al., 2003).

A literatura refere, para a espécie Urtica urens um grande conteudo em flavonoides
e cidos fendlicos, sendo de destacar 0 composto patuletina, amplamente descrito nesta
espécie, como tendo propriedades farmacoldgicas de interesse, destacando-se a
capacidade anti-inflamatoria e anti-fungica (Abdel-Wahhab et al., 2005; Upton, 2013).
E também rica em derivados do 4cido cafeico e do &4cido clorogénico e neoclorogénico

(Ghedira, Goetz, & Jeune, 2009), os quais tém sido estudados pelas suas propriedades.
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A caracterizacdo de compostos fendlicos presentes na Urtica membranacea esta
ainda por avaliar; este estudo propde-se avaliar e identificar os compostos fendlicos de
maior relevo para esta espécie, bem como um screening quanto as suas propriedades
bioactivas.

As espécies de urtiga estudadas neste trabalho apresentam, segundo a literatura,
metabolitos de interesse farmacoldgico, destacando-se os compostos fendlicos, dos
quais sdo referidos frequentemente os acidos fendlicos, como se pode ver na Tabela 3.

Tabela 3. Compostos fendlicos identificados em Urtica dioica, Urtica urens e Urtica membranacea.

LOCALIZACAO

ESPECIE NA PLANTA COMPOSTO REFERENCIA
. . L . (Chrubasik et al., 2007)
Parte aérea Derivados do &cido cafeico (Ghedira et al., 2009)
n - - . (Giilgin, Kiifrevio glu et
Né&o definido Acido linoleico al. 2004)
N0 definido Dertvados do acido (Chrubasik et al., 2007)
Urtica dioica (Ghedira, Goetz et al.
Parte aérea Quercetina 2009); (Chrubasika,
Roufogalis et al. 2007)
Acido (Chrubasik et al., 2007)
Ndo definido clorogénico/neoclorogénico (Hajhashemi &
g g Klooshani, 2013)
Parte aérea Isoramnetina (Ghedira et al., 2009)
Parte aérea Limoneno (Santos, 2010)
mem%r:;%ilcea Parte aérea Linalol (Santos, 2010)
Parte aérea Cineol (Santos, 2010)

Toda a planta

Derivados do 4cido cafeico

(Chrubasik et al., 2007)

Parte aérea

Acido clorogénico

(Belinati, 2010)

(Ghedira, Goetz et al.

Parte aérea Rutina 2009)
Urtica urens ) . (Ghedira, Goetz et al.
Parte aerea Quercetina 2009)

Toda a planta

Escopoletina

(Chrubasik et al., 2007)

Toda a planta

Patuletina

(Abdel-Wahhab, Said,
& Huefner, 2005)

1.4.1 ldentificacdo e dosagem de compostos fendlicos

Existem diversas técnicas para identificar e quantificar os compostos fendlicos

presentes nos tecidos vegetais, sendo que devem ser utilizados varios métodos para
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obter uma quantificacdo abrangente das varias classes de fendis (Vermerris &
Nicholson, 2006).

Alguns dos compostos fenolicos sdo corados ao visivel, outros, evidenciam-se
por exposi¢do a luz ultravioleta, directamente ou ap6s acgdo de vapores de amoénio,
tornando-se fluorescentes. Diversos reagentes, como cloreto férrico e vanilina, sdo

utilizados em técnicas de coloracdo de compostos fendlicos (Proenca da Cunha, 2005).

A deteccdo e identificacdo de compostos fendlicos, podem ser realizadas por recurso
a técnicas cromatograficas, nomeadamente: cromatografia de camada fina e
cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC), esta ultima acoplada a detectores de
natureza diversa, tal como detectores de ultra-violeta-visivel (UV-V), de fotodiodos
(PDA) ou mesmo a um espectrometro de massa. Para a quantificacdo, pode recorres-se
a HPLC, quando se pretende a dosagem individual dos diversos constituintes de um
extracto, ou a metodos espectrofotométrico, para a dosagem total dos diversos grupos

de compostos fenolicos.

1.4.1.1 Métodos espectrofotométricos

Além da caracterizacdo dos fito-constituintes, &€ também importante a avaliacdo do

teor desses compostos. Para tal, é frequente o recurso a técnicas espectrofotométricas.

Tendo como principal enfoque a constituicdo em compostos fenolicos, sdo varios 0s
métodos espectrofotométricos disponiveis para a dosagem das classes de fenois.
Particularmente, para a avaliacdo do teor em fenois totais, 0 método Folin-Ciocalteu é o
mais comummente utilizado, inicialmente descrito como Folin-Denis e posteriormente
optimizado (waterhouse, 2002). Também para a avaliacdo em flavonoides existem
diveros métodos, sendo que o método descrito por (Lamaison & Carnat, 1990) permite a
sua quantificacdo; igualmente pelo mesmo autor é descrito um método para a
quantificacdo em acidos hidroxicindmicos totais (Lamaison, Petitjean-Freyetet, &
Carnat, 1991).
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1.4.1.2 Métodos cromatograficos
1.4.1.2.1 Anélise por cromatografia de camada fina

A cromatografia de camada fina é uma técnica cromatografica largamente
utilizada num rastreio inicial sobre a natureza quimica dos fito-constituintes,
nomeadamente de fendis: € uma técnica rapida, recorre a uma pequena quantidade de
amostra e solventes, de grande versatilidade, permitindo avaliar varias amostras em
simultaneo e apresentando uma boa resolugéo (Dias, 2009). Existem vérios sistemas de
solventes, com maior ou menor especificidade consoante o tipo de compostos, que se
escolnem em conformidade com a classe de polifendis a detectar (Harborne &
Williams, 2000) Para &cidos fenolicos do tipo hidroxicindmico e flavondides, os
sistemas mais frequentes sdo da celulose ou silica e uma fase movel mais polar. Tanto
as placas utilizadas como os solventes séo hidrofilicos, pelo que, de acordo com a sua
polaridade, todos os compostos serdo arrastados pela fase movel. Nesta técnica, a
observacdo dos resultados é feita a luz visivel e a luz UV, a um comprimento de onda de
366nm. Sdo também utlizados reveladores, como o reagente de Neu/PEG, a vanilina,
entre outros, por apresentarem uma grande sensibilidade para os compostos fenolicos
(Hajnos et al, 2008).

1.4.1.2.2 Analise por cromatografia liquida de alta resolucéo

A cromatografia liquida de alta resolucéo é uma técnica comummente utilizada para
a separacao, identificacdo e quantificacdo de fito-constituintes em extractos de plantas.
Baseia-se num sistema pressurizado, em que se utiliza uma fase estaccionaria — normal
ou reversa, e uma fase mdvel, que é normalmente constituida por solventes de baixa
polaridade — ou solventes polares como acetonitrilo, metanol, d&gua ou tampdes,
respectivamente. A pressdo a que esta submetido o sistema permite diminuir o tempo de
separacdo dos compostos, 0s quais vao ficando retidos na coluna de acordo com as suas
caracteristicas de adsorcdo a fase estacionaria e a polaridade dos compostos
relativamente a fase movel. Este sistema separativo encontra-se acoplado a detectores
de natureza diversa, nomeadamente: absorvéncia (ultra-violeta e visivel), fluorescéncia,

electroquimicos, indice de refrac¢do, condutividade, espectrometria de massa, etc.
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1.5 Actividades bioldgicas

1.5.1 Anti-oxidante

A producdo de energia na forma de ATP, componente energético essencial a
vida aerobica, ocorre através da transferéncia de electres de um atomo para outro,
processo designado de oxidacdo, sendo o oxigénio ultimo aceitador de electrbes no
sistema de fluxo de electrdes (Pietta, 2000). Quando este sistema sofre um
desequilibrio, e ocorre transferéncia de electrdes ndo emparelhados, gerando radicais
livres, que, quando em excesso, podem provocar dano celular. E amplamente
reconhecida a existéncia de radicais livres — espécies reactivas de Azoto (RNS) e de
Oxigénio (ROS), como, respectivamente, o 6xido nitrico radicalar, e o radical anido
superoxido, radical hidroxilo e peroxido de hidrogénio, que sdo continuamente
formados no decurso de processos metabdlicos do nosso organismo (Pandey, Sah, Sah,
& Mishra, 2010), sendo balanceada homeostaticamente a formacdo de espécies
oxidativas como oxigénio singleto, o peroxido de hidrogénio e o acido hipocloroso e 0s
anti-oxidantes (Pietta, 2000). Alguns desses radicais sdo favoraveis e estdo relacionados
com a producdo de energia, fagocitose, regulacdo de crescimento celular e sinalizacao

intracelular, e sintese de compostos biologicamente relevantes (Pietta, 2000).

Actuando numa enorme gama de processos biologicos, o desequilibrio na
producdo de espécies radicalares induz stress oxidativo nos tecidos, o que pode
conduzir a danos irreparaveis em biomoléculas de grande importancia, uma vez que
podem causar danos nas membranas celulares, modificacdo de proteinas em tecidos ou
enzimas e danos no ADN. Daqui resultam diversas patologias, como cancro,

aterosclerose, diabetes, entre muitas outras, e até o envelhecimento.

Os humanos evoluiram com sistemas anti-oxidantes de proteccdo contra 0s
radicais livres. Estes sistemas incluem anti-oxidantes produzidos no corpo (endégenos)
e outros obtidos pela alimentacdo (exdgenos). Os anti-oxidantes enddgenos incluem
defesas enzimaticas, como Se-glutationa peroxidase, catalase, e a superoxido dismutase,
que metabolizam os radicais superoxido, peroxido de hidrogénio, e perédxidos lipidicos,
prevenindo assim grande parte da formacdo do toxico HO"; e ainda as defesas ndo
enzimaticas como glutationa, péptidos de histidina, as proteinas ligantes de ferro -

transferrina e ferritina -, acido dihidrolipidico, CoQ10 reduzida, melatonina, urato e
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tidis proteicos do plasma, sendo que os dois Ultimos tém a maior contribuicdo na

capacidade de captar radicais do plasma (Pietta, 2000).

No entanto, os sistemas de defesa end6genos ndo tém capacidade para colmatar
os efeitos das espécies oxidativas, excessivamente formadas devido a diversos agentes
como a poluicdo ambiental, radiacdo quimica, toxinas e até através da alimentacgdo,
tornando-se necessario o recurso aos anti-oxidantes da dieta a fim de diminuir os efeitos
cumulativos do dano oxidativo (Pietta, 2000). Anti-oxidantes provenientes da dieta
alimentar sdo as vitaminas A, C e E, e carotendides, os quais tém sido estudados
intensamente. Ao longo da ultima década, tem-se tornado evidente que os polifendis
vegetais sdo uma importante classe de anti-oxidantes defensivos. Estes compostos,
largamente distribuidos por todas as plantas alimentares, frequentemente em elevados
niveis, incluem fendis, acidos fenolicos, flavonodides, taninos e linhanos (Pietta, 2000).
As suas propriedades fisico-quimicas, com a capacidade de captar ROS, permitem
classifica-los como anti-oxidantes; para a validacdo desta capacidade, estes compostos
ttm de obedecer a duas condigdes: quando presentes em baixas concentragdes,
relativamente a substancia a oxidar, podem atrasar, retardar ou prevenir a auto oxidacao
ou oxidagcdo mediada por radical livre; o radical resultante ap0s scavenging tem de ser
estavel — através de uma ligacao de hidrogénio intramolecular numa oxidacdo posterior
(Rice-Evans et al., 1996).

Conhecendo-se a importancia dos radicais livres, o seu efeito degenerativo nos
sistemas bioldgicos, que pode conduzir a processos inflamatdrios, tem sido grande o
interesse pela investigacdo e producédo industrial de agentes inibidores destes radicais,
consumidos, quer sob a forma de suplementos ou de aditivos alimentares e cosméticos.
As espécies de urtiga possuem compostos fenolicos e sdo-lhes também reconhecidas
propriedades medicinais e a sua utilizacdo na dieta humana. Consequentemente torna-se
relevante a avaliacdo da capacidade anti-oxidante de urtigas consumidas em Portugal e
estabelecer uma relacdo com os fitoquimicos de natureza fendlica presentes nessas

espécies.

1.5.1.1 Avaliacdo da capacidade anti-oxidante

A capacidade anti-oxidante esta sempre dependente da capacidade captadora ou
anti-radicalar dos compostos. E por isso muitas vezes avaliada a capacidade de captar

radicais livres, e sO posteriormente a capacidade anti-oxidante, em sistemas in vivo. De
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modo geral, hd variadissimas técnicas de avaliacdo do potencial anti-radicalar em
extractos vegetais, compostos isolados e outros substratos. Cada um dos métodos
depende da formacdo de um radical livre, actuando através de uma variedade de
mecanismos e tipos de medicdo. Pode falar-se em dois tipos distintos de analise:
inibicdo do radical doando electrdes ou hidrogénio, ou envolvimento da presenca de

sistemas anti-oxidantes durante a formagédo do radical.

1.5.1.1.1 DPPH

O DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazilo) é um radical livre, estavel, sintético
muito utilizado em ensaios de deteccdo da capacidade anti-radicalar. Apesar de nédo
ocorrer em sistemas bioldgicos, este radical permite inferir de modo seguro acerca da
capacidade anti-oxidante das amostras em estudo. Este radical tem um electréo
desemparelhado, cuja banda de absorcédo € a cerca de 520nm, caracteristica que lhe
confere estabilidade e uma forte cor violeta (Molyneux, 2004). Quando o radical DPPH
contacta com uma solucdo com propriedades anti-oxidantes ocorre uma reaccgao
colorimétrica, correspondente a diminuicdo da absorvéncia do radical, onde resulta a

perda da cor violeta - ficando um palido amarelo como coloragéo residual.

Z»+EH=Z7ZH+E-

Esta reaccdo representa o que ocorre com o radical DPPH (Z¢) e uma solugéo
com actividade captadora de radicais (EH), e pretende mimetizar 0S processos

oxidativos que ocorrem naturalmente (Molyneux, 2004).
1.5.1.1.2 ABTS

Entre os varios métodos existentes para a avaliacdo da actividade anti-oxidante,
0 ABTS+- € frequentemente utilizado, sendo aplicavel ao estudo de solucbes anti-
oxidantes hidro- e lipossolUveis, compostos puros e extractos alimentares (Re et al.,
1999).

Existem actualmente dois métodos distintos envolvendo o radical ABTS (2,2°—
azinobis- (3-etilbenzotiazoline-6-sulfonato), que se diferenciam pelo substrato utilizado

— peroxidase ou persulfato de potassio.

O método original baseava-se na activacdo da metamioglobina com peréxido de

hidrogénio na presenca de ABTS para produzir o radical catiénico, na presenca ou
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auséncia de anti-oxidantes. Mais tarde o método sofreu alguns melhoramentos,
deixando de ser necessario o emprego da metamioglobina. Actualmente, o radical é
gerado pela actividade da enzima peroxidase a um pH &cido. Paralelamente surgiu outra
técnica em que se recorre a reaccdo entre ABTS e persulfato de potéssio, a pH neutro,
onde se forma o croméforo azul/esverdeado ABTS.A banda de absorcdo pode ser de
415, 645, 734 e 815 nm, sendo mais comummente usada a 734 nm (Rice-Evans et al.,
1996). Em presenca de um anti-oxidante, ocorre a perda da cor e consequentemente
uma diminuicdo da absorvéncia, a qual corresponde a inibicdo do catido. Com estas
duas técnicas distintas, é possivel retirar mais informacdo acerca do potencial anti-
oxidante da amostra testada, uma vez que se observa o seu comportamento tanto a pH
acido como a pH neutro, cobrindo assim a gama de pH fisiol6gica que se pode encontrar

nas diferentes regides do organismo humano.

R"ou H + ABTS = R-ABTS ou H-ABTS

1.5.1.1.3 FRAP

Em sistemas biologicos, o ferro é um elemento essencial mas também um
potencial toxico celular (Beard, 2001). Devido a estas caracteristicas, € necessario um
sistema de regulacdo que permita manter os niveis de ferro essenciais ao funcionamento
dos processos bioquimicos como reacgdes de transferéncia de electrdes, regulagcdo de
genes, ligacdo e transporte de oxigénio, e regulacdo do crescimento e diferenciacédo
celular (Beard, 2001), e também ndo permitir 0 aumento, para niveis prejudiciais, deste
elemento. Devido a sua capacidade de funcionar em modo ido e da presenca essencial
em sistemas fisiologicos, o ferro pode ser usado para avaliacbes sobre sistemas
biologicos, uma vez que a sua regulacdo esta dependente do 6ptimo funcionamento dos

sistemas em que intervém.

Fe** + 0," = Fe”" + O,

A avaliacdo da actividade redutora de ido ferro baseia-se na capacidade de
reduzir ferro do plasma (FRAP). Este ensaio permite avaliar o potencial redutor ou anti-
oxidante de fluidos bioldgicos (Benzie & Strain, 1996). Num baixo pH, quando o
complexo Ferro-Trotripiridiltriazina (Fe 1l - TPTZ) — forma férrica - é reduzido para a
forma ferrosa (Fe 1), adquire uma cor azul intensa, com absorcdo aos 593 nm. Este

método é rapido e facil de reproduzir/replicar. Apesar de ser uma reac¢do ndo
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especifica, permite analisar variados tipos de amostras e detectar a capacidade de
captacdo do catido ferro.

1.5.2 Anti-inflamatoria

A inflamacdo caracteriza-se por uma série de complexos eventos fisiologicos
que ocorrem para reparar danos corporais resultantes de lesdo ou infeccdo. O termo
resposta inflamatéria, definido por inflamacéo, cura, permite ao organismo defender-se
dos agentes agressores e promove a reparacdo de tecidos, por activacdo de células
imunitarias (mastocitos, leucdcitos, células dendriticas). Este processo resulta em
sintomas como calor, dor, edema e rubor, e decorre em trés fases distintas: inflamacao
aguda — onde corre vasodilatacdo e permeabilidade capilar; fase subaguda, com a
mobilizagdo de células imunitarias, como leucdcitos e células fagociticas, e finalmente a
libertacdo de agentes mediadores que actuam ao nivel dos agentes agressores —
bactericidas e mediadores lipidicos (Gilman, 2011). Em humanos, os niveis de citocinas
e quimiocinas sdo consistentemente baixos e, tipicamente, aumentam apenas em
resposta ao stress fisioldgico para atrair as células imunitarias para o local de leséo e/ou
infeccdo. Elevados niveis destas citocinas (TNF, IL 1P, entre outras) e de proteina C
reactiva (CRP) tém sido amplamente estudados como indicadores de patologias em
humanos (Lorenzo et al., 2013). A fase final da resposta inflamatoria (fase cronica)
corresponde a degeneracdo tecidular e fibrose, em paralelo com a proliferacdo de nova
massa tecidular (Gilman, 2011). A inflamagdo crdnica, ainda ndo totalmente
compreendida, deve-se a uma resposta inflamatdria exagerada e continuada, e da qual
resultam efeitos nefastos ao organismo (Gilman, 2011); é um factor critico que pode
resultar de uma resposta aguda ndo neutralizada, de infeccdes persistentes, de exposi¢cdo
prolongada a agentes tdxicos (enddgenos ou exdgenos) e de doencas autoimunes
(Correia, Gonzalez-Paramas, Amaral, Santos-buelga, & Batista, 2006). No caso de
certas patologias, incluindo cardiovascular, neuro degenerativa e doencas degenerativas
das articulac@es, cancro e diabetes (Lorenzo et al., 2013), a inflamagéo cronica surge
como resposta do organismo. Nestas situacfes, os processos de inflamacdo e de
reparacao ocorrem simultaneamente e ndo consecutivamente (Wakefield & Kumar,
2001).
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O desconhecimento dos mecanismos subjacentes a inflamagdo cronica torna a
terapéutica incapaz de dar resposta, uma vez que as drogas anti-inflamatorias hoje
disponiveis tém varias limitagdes como falta de resposta, efeitos secundarios, problemas
de biodisponibilidade e custos de producéo (Francisco et al., 2011)

No processo inflamatério os macr6fagos tém um papel-chave na linha de defesa
imediata contra agentes estranhos/agressores. Ap0Os activacdo por um estimulo
inflamatorio, tais como lipopolissacarideos (LPS), os macréfagos produzem uma
variedade de mediadores pré inflamatérios, incluindo a prostaglandina E, (PGE;) e 0
Oxido nitrico (NO) (Geller & Billiar, 1998). A PGE, é sintetizada pela enzima
ciclooxigenase (COX), enquanto o 6xido nitrico € sintetizado pelas sintases de 6xido
nitrico (NOS).

A ciclooxigenase ocorre maioritariamente em duas formas (COX-1 e COX-2) e
numa variante (COX-3). Enquanto a COX-1 é constitutivamente expressa em muitos
tecidos, COX-2 é uma enzima induzida, expressa em células relacionadas com a
inflamacdo, como macrofagos, produzindo grandes quantidades de prostaglandinas.
Adicionalmente, macrofagos activados por LPS tambem expressam sintases de NO
indutiveis (iNOS), que produzem grandes quantidades de NO a partir da L-arginina
(Lee et al., 2008). O grande aumento do Oxido nitrico devido a estimulacdo da INOS
contribui para a patogénese do choque séptico e doencas inflamatdrias. Portanto, a
inibicdo selectiva de COX-2 e iNOS em macrofagos é uma estratégia util para avaliar
outros mecanismos de actuacdo de novos farmacos anti-inflamatorios (Francisco et al.,
2011).

1.5.2.1 Compostos fenolicos com actividade anti-inflamatoria

Surge assim uma demanda na procura de novos compostos bioactivos que
permitam aplacar o processo de inflamacdo, sem que ocorram os efeitos secundarios
resultantes da ingestdo dos agentes anti-inflamatorios actuais. Os compostos fenolicos,
entre outras bioactividades, tém sido reportados como possiveis agentes anti-
inflamatérios (Figueirinha, Cruz, Francisco, Lopes, & Batista, 2010), uma vez que de
acordo com o tipo, podem actuar subjacentes a um ou Varios mecanismos do processo
inflamatério: tém actividade anti-radicalar e anti-oxidante; regulam actividades
celulares de células relacionadas com a inflamacdo — mastécitos, macrofagos, linfocitos

e neutrofilos; modulam actividades do metabolismo enzimatico do &cido araquidonico e
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da iNOS; modulam a producdo de moléculas inflamatdrias, produzidas pelas enzimas
do metabolismo do &cido araquidénico como: acido araquiddnico, prostaglandinas,
leucotrienos e NO, conhecidos mediadores do processo inflamatério (Dias, 2009).

Diversos trabalhos cientificos demonstraram a actividade anti-inflamatéria
apresentada por diversos tipos de extracto de Urtica dioica. Esta bioactividade referida
para algumas espécies permite que sejam utilizadas no tratamento de enfermidades
inflamatorias cronicas, frequentes por todo mundo, como € o caso da artrite reumatdide.
O processo inflamatério desta patologia tem intervencdo de diversos intermediarios e
mediadores inflamatérios; podem definir-se dois mecanismos distintos: metabolismo do

acido araquiddnico e actuagdo do sistema imunitério (Gil, 2006).
1.5.2.2 Avaliagdo da capacidade anti-inflamatoria

Nas Gltimas décadas foram crescentes os estudos sobre o éxido nitrico, produto
gasoso biologicamente activo, com papéis fisiologicos e fisiopatologicos de grande
relevancia nos sistemas bioldgicos, actuando como vasodilatador, neurotransmissor,
molécula efectora anti-microbiana e imunomodulador (Geller & Billiar, 1998). A
molécula sinalizadora NO ¢ sintetizada, somente quando necessario, por curtos periodos
de tempo (segundos ou minutos), atraves da oxidacao da L-arginina pela familia das NO
sintases (NOS), formando-se também a citrulina como produto secundario. O NO pode
ser de expressdo constitutiva endotelial (eNOS) ou sintase neuronal (nNNOS). Em

contraste, a sintase indutivel de NO (iNOS) € expressa através da activacdo celular.

| L-ARGININA |

[ NO sintase N
Oxido Nitrico

[ aTtruLInAa ]

| NnOo, +NnO, |
nitrito + nitrato

Vias de Sintese de NOS

Figura 6. Representacdo da producgao de NO por NO sintases (adptado de (Geller & Billiar, 1998))

O NO € uma molécula com curto periodo de vida, sendo rapidamente degradada

em nitrito e nitrato. Portanto, a sintese regulada por pulsares curtos versus producéo
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constante de NO diferencia entre acc¢des fisiologicas ou fisiopatoldgicas de NO
(Kroncke, Fehsel, & Kolb-Bachofen, 1998).

Além de actuar como um mediador biolégico, semelhante aos
neurotransmissores, da capacidade de regular o tdnus dos vasos sanguineos no sistema
vascular e de ser um efectivo defensor no sistema imunitério, é também um radical livre
de oxigénio (NO") e pode actuar como um agente citotdxico em processos patoldgicos,
particularmente em desordens inflamatérias, pelo que a inibicdo da INOS pode ser
benéfica no tratamento de doengas inflamatdrias (Aktan, 2004).

E frequente a utilizagdo de um modelo in vivo — edema da pata em ratos
induzido pela carragena — para determinar a actividade anti-inflamatéria. No entanto,
este tipo de ensaios, além de fornecerem pouca informacdo acerca dos mecanismos de
accdo, recorre a animais vivos, incorrendo-se em testes morosos e dispendiosos, que
nem sempre conseguem contrabalangar a informacgdo obtida. Neste sentido, novas
técnicas se tém desenvolvido para determinar a capacidade inibidora de mediadores do
processo inflamatorio, em modelos in vitro, apos inducdo deste processo por accdo de
um lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Também se pode recorrer a processos in
chimico, recorrendo a um dador de oxido nitrico — SNAP (S-nitroso-N-acetil-DL-
penicilamina), que, em contacto com fito-constituintes, permite avaliar a sua actividade

captadora de NO.

A reaccdo de Griess, descrita pela primeira vez em 1879 por Peter Griess, é 0
ensaio modelo mais utilizado para a medicdo da producdo de nitritos, em fluidos
biologicos. Sendo de facil execucédo e de viabilidade analitica de pouco custo, sdo hoje
muito variados os ensaios que tém como base esta reaccdo (Tsikas, 2007). O estimulo
por LPS (lipolissacarideos), presentes nas paredes celulares de bactérias gram-
negativas, e que estimulam fortes respostas imunitarias, em células como macréfagos e

hepatocitos causa a inducao de INOS (Lee et al., 2008).

1.5.3 Anti-microbiana

As infeccGes microbianas sdo uma das maiores causas de morbilidade e
mortalidade, por todo o mundo, particularmente em pacientes imunocomprometidos
(Jimoh et al., 2010). Organismos parasitas, fungos, bactérias e virus causam estados
infecciosos, os quais podem ser desfigurativos, recorrentes e crdnicos, requerendo,

geralmente, tratamentos persistentes (Shehata et al., 2008). As doengas infecciosas séo
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assim uma ameaga a salde humana, sendo o seu impacto mais alargado em paises em
desenvolvimento, devido a relativa indisponibilidade de terapias adequadas e ao
desenvolver de resisténcia aos farmacos utilizados (Okeke et al., 2005).

H& ja vérias décadas que a terapia medicamentosa se tornou standard no
tratamento de diversas infec¢bes, a qual rapidamente se vulgarizou, resultando na
emergéncia de novos agentes patogénicos, resistentes aos principios activos contidos
nestes medicamentos; e, por isso, surgiu a necessidade de desenvolver novos e mais
poderosos farmacos. A emergéncia da sintese quimica de medicamentos, e uma paralela
desacreditacdo da medicina baseada nas plantas, desencadeou varios efeitos adversos:
efeitos secundarios, consumo abusivo de certos farmacos, resisténcia de
microrganismos, prescricdo de antibidticos de largo espectro, aumento de casos de
debilidade imunitaria, infeccbes oportunistas e maior necessidade de cirurgias e
tratamentos invasivos (Friedman et al. 2002; Friedman et al. 2003; Friedman et al. 2006
in (N.i., n.d.)

Apesar de estarem disponiveis numerosos antibioticos para tratamento e controlo
de infeccGes microbianas, o desenvolver de resisténcia contra os antibioticos actuais é
uma grande preocupacao de saude pablica (Jimoh et al., 2010). Desta forma, surge uma
necessidade premente de descobrir novos medicamentos antimicrobianos, através da

procura de compostos, seguros, que possam satisfazer a ineficacia dos existentes.

Os fitoquimicos podem ser uma renovada fonte destes medicamentos, por
fornecerem um farmaco6foro com grande potencial para o desenvolvimento de renovadas
terapias com novos mecanismos de accdo (Jimoh et al.,, 2010). Sdo diversas as
iniciativas, um pouco por todo 0 mundo, que tém estudado as plantas medicinais na
procura de novos constituintes bioactivos. As propriedades antissépticas das plantas
medicinais e seus extractos sdo ja reconhecidas desde a antiguidade, enquanto a
tentativa de caracterizar estas propriedades em laboratorio ocorre desde o inicio do séc.
XX (Dorman & Deans, 2000), tendo sido isolados agentes anti-infecciosos como a

penicilina, as tetraciclinas e os glicopeptideos (Cushnie & Lamb, 2005), entre outros.

Foi ja demonstrado que alguns compostos de origem natural, como derivados do
acido cinamico e benzdico tém potencial para serem uma alternativa aos agentes

antimicrobianos ja existentes, no entanto, a avaliacdo da seguranca e certificacdo destes,
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com base em evidéncias cientificas, necessitam ainda de mais estudos (Jimoh et al.,
2010).

Os compostos fendlicos, pela presenca do grupo hidroxilo, e outras propriedades
estruturais, sdo consideravelmente toxicos para certos microrganismos (Alam, Ameem,
Muyibi, & Kabbashi, 2009). Pensa-se que esta toxicidade dos compostos fendlicos esta
relacionada com a sua ac¢do na inibicdo enzimatica pelos compostos oxidados,
possivelmente através da reaccdo com grupos sulfidril ou através de interaccbes
proteicas ndo-especificas. Compostos fendlicos ou compostos contendo grupos sulfur
podem ser activos potenciais redox e inibir o crescimento microbiano pela interferéncia
com a homeostase celular (Arif et al., 2009). A aplicacdo combinada de alcal6ides, ou
fendlicos redox-activos, com os agentes anti-fungicos ja existentes, pode vir a revelar-se

num melhorado método de controlo das infec¢des fungicas (Shvedova et al., 2000).

1.5.3.1 Avaliacao da capacidade anti-microbiana

O sistema imunitario humano tem uma elevada capacidade de resposta contra
fungos patogénicos que permite a subsisténcia, frequentemente com efeitos benéficos,
de uma extensa micoflora que habita no nosso organismo. Deste modo, existem apenas
cerca de 200 espécies de fungos com capacidade de infectar humanos, ao contrario dos
fungos parasitas de plantas; a excepc¢éo é referente aos fungos da pele, unhas e cabelo —
dermatofitos. Ha varios mecanismos de accdo e desenvolvimento que sdo partilhados
pelos fungos e pelos humanos, razdo pela qual sdo essenciais os estudos de toxicidade

quando se trata de desenvolver novos produtos anti-fungicos (Deacon, 2009).

As micoses superficiais, como sdo geralmente conhecidas, sdo comuns por todo
0 mundo. Estima-se que afectem entre 20 a 25% da populacdo mundial, e a tendéncia é
0 aumento da incidéncia de afectados (Ameen, 2010). A maioria das espécies
responsaveis por estas infeccbes esta distribuida globalmente, como Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale, Microsporum canis e
Epidermophyton floccosum, mas podem existir variantes geograficas (Ameen, 2010).
As infeccBes resultantes da colonizacdo destes fungos, em tecidos animais e
queratinizados humanos, podem ser de intensidade média a forte — sendo preocupantes
em doentes imunocomprometidos (Zuzarte, 2012). Para este tipo de patologias, existem

diversas terapias, de ingestdo oral e aplicacdo topica, havendo dois grupos maioritarios
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de compostos bioactivos: azoles, onde se incluem clotrimazol, miconazol, econazol,

oxiconazol, tioconazol, e alilaminas, que englobam terbinafina e naftifina (Gupta &

Cooper, 2008).

Tabela 4. Espécies dominantes de dermatéfitos de acordo com a sua localizagéo clinica (adaptado

de (Havlickova, Czaika, & Friedrich, 2008)).

CONDICAO ESPECIE DOMINANTE
Tricophyton violaceum
Tinea capitis T. tonsurans
(escalpe) T. soudanense
Microsporum canis
M. audouinii
Tinea pedis T. rubrum
(pés) T. mentagrophytes (var. interdigitale)
Epidermophyton floccosum
Tinea cruris T. rubrum
(virilha)

T. mentagrophytes (var. interdigitale et granulosum)

Tinea corporis

(bragos, pernas e tronco)

T. rubrum

M. canis

T. tonsurans

Tinea unguium

(unhas)

T. rubrum

T. mentagrophytes (var. interdigitale)

A alguns compostos fendlicos tém sido atribuidas propriedades anti-

microbianas, impulsionando a avaliacdo da eficacia de extractos que 0s possuem na

inibicdo de varias classes de fungos patogénicos humanos, nomeadamente fungos

dermatofitos.
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1.6 Germinacéo e propagacao de sementes de Urtica dioica

O clima mediterranico é caracterizado pela sua sazonalidade na temperatura e
precipitacdo, a qual leva a um quente periodo de seca no verdo e a um frio periodo de
chuva no inverno (Joffre, Rambal, & Damesin, 1999). As plantas que se desenvolvem
neste clima tém caracteristicas adaptativas muito proprias, estando preparadas para a
limitada disponibilidade de agua no verdo e para as frias temperaturas no inverno,
factores que afectam as condicGes de germinacdo de sementes (Galmés, Medrano, &
Flexas, 2006). A época de reproducdo é extremamente variavel, de acordo com cada
espécie de planta, existindo condi¢fes determinantes para 0 Seu sucesso, tais como o
fotoperiodo, a temperatura e factores genéticos enddgenos, entre outros (Martins, 2007).

A semelhanca de outros organismos, as plantas reproduzem-se sexuadamente,
através da fusdo de gametas, formacdo de um zigoto e subsequente desenvolvimento
embrionario e pos-germinativo, com a genese de uma nova planta cuja informacao
genética é diferente da dos progenitores (George, Hall, & De Klerk, 2008). Para além
deste método de reproducéo, as plantas sdo organismos onde a reproducéo assexuada é
comum. Neste caso, 0 mecanismo base de divisdo celular € a mitose (por oposicdo a
importancia da meiose na reproducdo sexuada) e ao conjunto de individuos, obtidos a
partir de uma mesma planta é dado o nome de clone, e a sua constituicdo genética é
igual a planta original (George et al., 2008). Na natureza, as caracteristicas de
sobrevivéncia e adaptacdo das plantas determinam o metodo preferencial de propagacao

de cada espécie.

No decorrer da presenca do Homem no planeta, desenvolve-se a fulcral relacéo
homem-planta — o surgimento da agricultura gerou as primeiras modificacdes nas
plantas, induzidas pelo Homem, ao tentar melhorar as caracteristicas das espécies
alimentares — maior rendimento, menor tempo de crescimento e manutencao de espécies
com caracteristicas de interesse. A obtencdo de clones permitiu manter as caracteristicas
selecionadas, ou seja a sua fixacdo, situacdo que ndo se verifica durante a reproducédo
sexuada. Muitas variedades de plantas utilizadas na alimentacdo sdo hoje mantidas com
recurso a diversas técnicas propagativas. Paralelamente, a variabilidade das plantas e a
obtencdo de novas caracteristicas é crucial ao melhoramento; uma vez obtida, é
importante manté-la, recorrendo-se a métodos de clonagem (Canhoto, 2010). Além das
plantas usadas na alimentacdo, também as culturas das chamadas plantas aromaticas e

medicinais sdo, hoje em dia, uma importante mais-valia e de grande expressdao na
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actividade agricola (Martins, 2007). As PAMs sdo um elemento principal ou
suplementar de 80 % das préticas de saude no mundo. O uso de plantas medicinais tem
aumentado significativamente ao longo das Gltimas duas décadas, alimentando o
desenvolvimento de um importante mercado agricola avaliado em mais de 60 mil
milhGes de dolares anuais (World Health Organization, 2004; Ammarellou,
Kazemeitabar, Najafei, Mostazavei, & Ammarellou, 2012). A grande necessidade, por
parte da indUstria farmacéutica, de obter os compostos bioactivos das plantas com usos
terapéuticos, tem aumentado o desenvolvimento de novas e efectivas técnicas de
propagacdo em larga escala (Ammarellou et al., 2012). A propagacdo vegetativa é a
técnica de maior sucesso para a multiplicacdo e reproducdo destas espécies vegetais.
Esta técnica apresenta diversas vantagens, como uma maior taxa de crescimento, maior
biomassa e uniformidade e maior fiabilidade na replicacdo da producdo de plantas
(Fielding, 1969 in (Ammarellou et al., 2012)).

1.6.1 Avaliacao da germinacéo de sementes e propagacao in vitro de Urtica dioica
Como ja referido anteriormente, as urtigas, aléem de propriedades medicinais ja
reconhecidas, sdo também usadas na alimentacédo, sob a forma de chas, infusdes e sopas,
e tém um elevado potencial para a producao de fibra (Hartl & Vogl, 2002). Apesar de
serem consideradas plantas daninhas e uma espécie a eliminar de jardins e locais de
cultivo, tém uma grande exequibilidade como planta de cultivo em condicdes de cultura
organica (Gatti, Di Virgilio, & Baronti, 2008). A utilizacdo comercial das urtigas €
possivel, uma vez que nao sé sdo ja reconhecidas algumas propriedades terapéuticas
destas plantas como também podem ser utilizadas as varias componentes da planta,
desde as sementes as folhas, tornando praticavel uma série de produtos derivados destas
plantas, que vdo desde a producéo téxtil e de papel, aos usos terapéuticos e a producao
de cosméticos (Luna, 2001). Por outro lado, devido ao seu alto nivel de heterozigotia, a
homogeneidade na producdo de fibra e na colheita de plantas selecionadas ndo é
garantida pela propagacao por sementes, pelo que a investigacdo sobre esta planta tem
sido direccionada para a seleccdo de clones com alto teor de fibra (Gatti, Di Virgilio,
Baronti, & Bacci, 2008), uma vez que Urtica dioica pode ser propagada por semente ou

propagacdo vegetativa (Luna, 2001).
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As sementes desta espécie apresentam dorméncia fisiolégica e, muito
frequentemente, requerem um longo periodo de estratificacdo (Baskin & Baskin, 1998).
A germinacdo ocorre a temperaturas entre os 15 e os 25 °C, seguida de uma
estratificacdo quente e na presenca de luz, em sementes previamente armazenadas por
mais de 3 meses (Grime et al., 1981). Em termos de propagacéo assexuada, foi descrita
a propagacao atraves de rizomas (Luna, 2001).

A espécie de maior potencial de estudo e produgdo — Urtica dioica — tem sido
estudada relativamente a viabilidade da germinacdo nesta espécie, sendo que protocolos
adaptados para o cultivo em meio de cultura adaptado a espécie sdo ainda inexistentes,

bem como o processo de aclimatizagdo quando transferidas de meio in vitro para solo.
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O uso das plantas e o recurso as suas propriedades foi, e é ainda, a base
econdmica de grande parte dos servicos de ecossistema do qual usufruimos, sendo
por isso o estudo da comunidade vegetal existente, suas aplicacdes, e até formas de
melhoramento, um contributo vital na melhoria da qualidade de vida de uma
populacdo com necessidades cada vez mais exigentes. A biotecnologia vegetal, com
todas as suas abrangentes tematicas, na procura de novas solucbes e progressos
torna-se uma area vital para a utilizacéo criteriosa dos recursos vegetais, e também,
na descoberta de novos usos e aplicacdes de espécies com valor intrinseco a

sociedade.

O levantamento bibliografico efectuado sugere que Urtica dioica é a espécie
com maior potencial de estudo, no que consta ao conhecimento ja existente sobre
composicdo e propriedades da espécie. Urtica membranacea é a espécie menos
estudada, apesar de os dados obtidos serem bastante favoraveis a um estudo mais
aprofundado. Urtica urens tem propriedades ja descritas muito semelhantes a Urtica
dioica, mas demonstra maior potencial para estudos de actividade anti-

microbiana/anti-fangica, entre outras, de acordo com os estudos encontrados.

Apesar de haver ja algum conhecimento sobre as espécies de urtiga cujo estudo é
aqui proposto (Urtica dioica, Urtica membranacea e Urtica urens) é de destacar que
ndo ha resultados que comparem actividades nas trés espécies em distintas partes da
planta, em diversos estadios. E ainda escassa a presenca de produtos de ou com
extractos de Urtigas no mercado, bem como a certificagdo de produtos com esta
origem, pelo que se torna imprescindivel um estudo mais abrangente nestas

espécies. Assim, sdo seguintes os objectivos deste trabalho:

1. Rastrear, por ensaios in vitro, actividades bioldgicas (anti-oxidante, anti-
inflamatoria e anti-microbiana) em U. dioica, U. membranacea e U. urens.

2. ldentificar, para a espécie mais promissora, 0 6rgdo onde se localizam
predominantemente 0s constituintes que conferem as bioactividades em
estudo.

3. Seleccionar a espécie mais promissora para uma futura aplicacdo na industria
alimentar, farmacéutica e/ou cosmética e o 6rgdo da parte aérea com maior

valor industrial.

37



| Objectivos

4. Efectuar ensaios de toxicidade para os extractos detentores da actividade
bioldgica mais expressiva.

5. Avaliar a composi¢do gquimica de extractos, eficazes e seguros, de modo a
identificar os fito-constituintes relacionados com a(s) bioactividade(s)
detectadas e que possam constituir uma mais-valia para uma futura
comercializacdo de produtos com base em Urtiga.

6. Estudar a viabilizacdo de cultivo, por semente, para a espécie mais
promissora.

7. Inferir sobre a viabilidade do uso de espécies de urtigas para fins cientificos e

em projectos comerciais.

Este trabalho é realizado em colaboracdo com a Confraria da Urtiga, de
Fornos de Algodres, a qual forneceu o material vegetal utilizado neste estudo. Esta
Confraria tem diversas iniciativas, no ambito da protec¢do, divulgacdo e aplicacdo
da urtiga na area alimentar, pretendendo alargar a sua utilizacdo a outras areas

industriais.
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3.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. O &cido acético glacial, n-
hexano, carbonato de sédio deca-hidratado, carbonato de sédio anidro, reagente Folin-
Ciocalteu, cloreto de aluminio, etanol e os solventes usados para fazer o gradiente de
eluicdo no HPLC foram obtidos da Merck® (Darmstadt, Alemanha). O 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), &cido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS),
acido 6-hidroxi-2-5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (TROLOX), rutina, é&cido
galhico, piragalhol, acido cafeico, reagente fosfomolibdotungstico, corante tryptan blue,
isopropanol, 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenilbrometo de tetrazolina (MTT), LPS da
Escherichia coli (serotipo 026:B6), a D-glucose, penicilina e a estreptomicina, e
também o meio RPMI foram da Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). O meio de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) com baixo teor de glucose foi
obtido da Invitrogen (Paisley, UK) enquanto o soro fetal bovino (FBS) foi obtido da
Gibco (Paisley, UK). O tampdo fosfato-salino (PBS) e o reagente Griess (dicloridrato de
N-(1-naftil)etilenodiamina e sulfanilamida) foram obtidos da Merck® (Darmstadt,
Germany). A SNAP foi obtida de Biogen® (Cambridge, USA). Todos 0s outros
reagentes, acetona, acetato de sodio anidro e tri-hidratado, nitrito de sédio, molibdato de
sodio, acetato de etilo, acido formico, acido cloridrico, bicarbonato de sodio, cloreto de
ferro hexahidratado, perssulfato de potassio, peroxidase, peréxido de hidrogénio,
glicina, acido difenilbdrico 2-aminoetil éster (Neu), polietilenoglicol-4000 (PEG-400) e
4-dimetilamino-cinamaldeido (DMACA) foram comprados a Sigma Chemical Co.
(Saint Louis, MO) ou & Merck® (Darmstadt, Germany). A agua Ultra-pura Milli-Q da

Millipore (Molsheim, France) foi sempre usada.

3.2 Material vegetal de estudo

As partes totais de Urtica dioica L., Urtica membranacea Poir. e Urtica urens L.
foram gentilmente fornecidas pela Confraria da Urtiga, Portugal. O material vegetal foi
colhido durante a fase de floragdo, em Marc¢o de 2012, seco, identificado e um voucher
de cada espécie foi depositado no Herbario de Plantas Medicinais da Faculdade de

Farmacia da Universidade de Coimbra.

Foi efectuada uma nova colheita de material, em 2013, abrangendo apenas a espécie
Urtica dioica, também pela Confraria da Urtiga. O material foi colhido antes e durante a

floracéo e seco.
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3.3 Extraccao de fitoconstituintes

Realizou-se uma separagdo do material vegetal em parte aérea total e caules —
excepto para Urtica membranacea, por ndo se dispér de material suficiente. Para acda
espécie, maceraram-se 10 g de material em p6 para cada espécie, com 200 mL de etanol
50 % durante 24 h, sob agitacdo magnética. Designaram-se 0s extractos por: UdT
(Urtica dioica, parte aérea total) e UdC (Urtica dioica, caules), UuT (Urtica urens parte
aérea total) e UuC (Urtica urens, caules) e UmT (Urtica membranacea parte aérea
total). Os extractos foram filtrados, concentrados no evaporador rotativo a 30 °C,
congelados em atmosfera de N, liofilizados e mantidos a -40 °C até utilizacdo
posterior.

A parte aérea de Urtica dioica foi separada por 6rgaos — folhas, flores e caules.
Pulverizou-se 0 material e passou-se por um tamis 250 um, para homogeneizar a
granulometria. Maceraram-se 10 g de material em 200 mL de etanol 50 % durante 48 h,
em agitacdo magnetica. Deram-se 0s nomes aos extractos: UdFI (Urtica dioica, flores),
UdF (Urtica dioica, folhas) e UdC (Urtica dioica, caules). Os extractos foram filtrados,
concentrados no evaporador rotativo a 30 °C, congelados em atmosfera de No,
liofilizados e mantidos a -40 °C até utilizacdo posterior. O rendimento de cada extracto
foi expresso em peso seco de planta, calculado a partir de 3 réplicas de 1 g de amostra.
Utilizou-se o método gravimétrico, por perda de peso do material, em estufa aquecida a
100 °C durante 24 h.

3.4 Caracterizacao fitoquimica

3.4.1 Métodos espectrofotométricos

3.4.1.1 Dosagem de fendis totais

Para a avaliacdo dos fenois totais, utilizou-se uma versdo modificada do método
Folin-Ciocalteu (Wang, Lee, & Peng, 1997). Colocou-se, em tubos de vidro, 1 mL de
reagente Folin-Ciocalteu e as amostras em analise, ja solubilizadas em acetona 70 %.
Apo6s uma agitacdo vigorosa, foram adicionados 5 mL de carbonato de sédio 20 %. A
absorvéncia foi medida a 700 e 735 nm num espectrofotometro Cintra 101, e 0s
resultados expressos em equivalentes de acido galhico por 100 g de amostra. O ensaio

foi realizado em triplicado para todas as amostras testadas.
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3.4.1.2 Dosagem de flavonoides totais

Para a dosagem de flavondis totais recorreu-se ao método descrito por (Lamaison &
Carnat, 1990). Num tubo de ensaio protegido da luz, adicionaram-se 5 mL de tricloreto
de aluminio (AICI3.6H,0 a 2% em metanol) a 5 mL de cada amostra solubilizada em
metanol. A mistura foi agitada em vdrtice durante 1 min e, ap6s 10 min, a absorvéncia
foi lida a 430 nm num espectrofotémetro Cintra 101. As leituras foram realizadas contra
um branco, preparado do mesmo modo mas sem a adi¢do do tricloreto de aluminio,
sendo substituido por 5 mL de metanol. Foi construida uma curva padrdo com rutina e
ajustado o intervalo de absorvéncias dentro do qual estava compreendida a absorvéncia
dos ensaios. Os resultados da concentragdo em flavondis totais foram expressos em
equivalentes de rutina por 100g de amostra. O ensaio foi realizado em triplicado para

todas as amostras testadas.

3.4.1.3 Dosagem de &cidos hidroxicinamicos totais

Para a dosagem de acidos hidroxicindmicos totais recorreu-se ao metodo descrito
por (Lamaison et al., 1991). Preparou-se o reagente de Arnow, pela solubilizacdo de 1 g
NaNO, em 10 mL de Agua MiliQ e 1 g NaMO, em 10 mL de agua MiliQ e posterior
mistura das duas solu¢bes. Num tubo de ensaio adicionou-se 1 mL do extracto em
andlise, ja solubilizado em metanol 50 %, 1 mL de HCI 0,5N, 1 mL de Reagente de
Arnow, 1 mL NaOH e perfez-se com agua MiliQ, para um volume final de 10 mL. A
mistura foi agitada no vortice durante 1 min e a absorvéncia lida a 505 nm num
espectrofotometro Cintra 101. As leituras realizaram-se contra um branco, preparado do
mesmo modo mas sem a adicdo do reagente de Arnow, substituindo-se por 1 mL de
metanol. Foi construida uma curva padrdo com acido cafeico e ajustado o intervalo de
absorvéncias dentro do qual estava compreendida a absorvéncia dos ensaios. O teor em
acidos hidroxicinamicos foi expresso em percentagem de derivados hidroxicindmicos
(m/m), equivalentes de acido cafeico. O ensaio foi realizado em triplicado para todas as

amostras testadas.
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3.4.2 Métodos cromatogréficos
3.4.2.1 Cromatografia em camada fina

De modo a obter uma informacdo preliminar sobre 0s compostos presentes nos

extractos de urtiga, recorreu-se a cromatografia de camada fina (TLC).

Para a realizacdo da TLC, utilizou-se como fase mdvel o &cido acético 15% e como
fase estacionaria placas de celulose (Merck). Aplicaram-se 20 pL de cada amostra, a 1
cm da base da placa. Deixou-se correr 0 solvente, numa cAmara saturada do mesmo, ao
abrigo da luz. Retirou-se a placa da camara e deixou-se evaporar o solvente. Observou-
se a placa a luz visivel e, de seguida, com o auxilio de luz ultravioleta a 366 nm. Por
fim, pulverizou-se a fase estaciondria com o reagente Neu (solucdo do éster
difenilbdrico-acido B-etilamino a 1% em metanol) e, ap6s evaporacdo deste, com 0
reagente PEG (solucéo de polietilenoglicol a 5% em etanol). Novamente foi observado
0 compostamento dos compostos, tanto a luz visivel como ultravioleta a 366 nm. O
PEG foi utilizado com o intuito de aumentar a sensibilidade para a deteccdo dos

compostos fendlicos.

Uma outra placa foi sujeita a accdo de uma solugdo metandlica do radical DPPH,

observando-se 0 comportamento a luz visivel.

3.4.2.2 Cromatografia de alta resolucéo acoplada a um detector de fotodiodos

A andlise por cromatografia liquida de alta resolucdo realizou-se cromatégrafo
liquido de alta resolucdo (HPLC) GILSON, equipado com duas bombas modelo 305 e
306; misturador modelo 811B; mddulo manométrico modelo 805 e um injetor
automatico GILSON 234, acoplado a um detector de fotodiodos (PDA) GILSON,
modelo 170 e a uma estacdo de controlo e tratamento de dados Unipoint System
(Unipoint ® 2.10). Usiu-se uma coluna de fase reversa RP18 Spherisorb Waters® ODS-
2 (4,6 x 250 mm; 5 um). A fase mével consistiu de uma solu¢ao aquosa de acido
formico a 5 % (A) e metanol (B), em gradiente descontinuo, ilustrado na Tabela
seguinte, a um fluxo de 1 mL/min. Foram injectados100 pL das amostras. Os
respectivos espectros de UV foram adquiridos entre 200 e 600 nm e o registo do perfil

cromatografico, efectuado a 280 nm e 320 nm.
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Tabela 4. Gradiente usado nas andlises por HPLC/PDA

TEMPO (min) A% B %
0.00 95.0 5.0
10.00 85.0 15.0
15.00 75.0 25.0
50.00 50.0 50.0
60.00 30.0 80.0
70.00 0.0 100.0

3.4.2.3 Cromatografia de alta resolucdo acoplado a detector de fotodiodos e
espectrometro de massas

As amostras foram analisadas por um sistema de cromatografia liquida HP 1100
equipado com um detector de PDA (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) e
acoplado com um espectrometro de massa Finnigan LCQ (San Jose, CA, USA)
equipado com uma camara de ionizagdo API-ES. A separacdo foi realizada numa coluna
de fase reversa Spherisorb® ODS-2 C18 (150 x 2.1 mm, com particulas de 3 pum,
(Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA)) e protegida por uma pré-coluna
Spherisorb® S5 ODS-2 C18 (10 x 4.6 mm, 5 um; Waters Corporation [Milford,
Massachusetts, USA]), a 25 °C, usando uma solucdo aquosa de acido formico a 1 % v/v
(A) e metanol (B) como fase movel, a um fluxo de 200 uL/min, cujo gradiente
descontinuo se transcreve na Tabela seguinte. A aquisi¢do dos espectros de UV-V foi
realizada com o detector de PDA no intervalo de comprimento de onda entre 200-600
nm, com registo do perfil cromatografico a dois comprimentos de onda: 280 nm e 320

nm, seguido de uma segunda deteccdo no espectrometro de massa.
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Tabela 5. Gradiente dos solventes utilizados em HPLC-PDA-ESI/MS"

TEMPO (min) A% B %
0.00 95.0 5.0
10.00 85.0 15.0
15.00 75.0 25.0
50.00 50.0 50.0
60.00 20.0 80.0
70.00 0.0 100.0

A andlise de massas foi obtida em modo ido negativo. O espectrometro de massas
foi programado para realizar 3 analises sucessivas: MS! (m/z 50-2000), MS? do ido
mais abundante em MS* e MS? do i mais abundante em MS?. A voltagem na fonte foi
de 4.7 kV e a voltagem no capilar e a temperatura foram de -10 V e 275 °C,
respectivamente. Foi utilizado nitrogénio como gas de nebulizacao, a uma taxa de fluxo
de 20 unidades arbitrarias. A energia de colisdo normalizada foi de 45 %, tendo-se

usado Hélio como gas de coliséo.

3.5 Avaliacdo de actividades biologicas

3.5.1 Anti-oxidante
3.5.1.1 DPPH

O ensaio de actividade anti-radicalar foi realizado com o radical DPPH, de acordo
com o método descrito por Blois 1958. A mistura de reaccao foi preparada com 100 pL
de cada amostra foi testada pela sua reactividade com 500 puL de uma solucédo de DPPH
a 500 uM em metanol, na presenca de 1 mL de tampdo acetato 100 mM e 1,4 mL de
metanol. A mistura da reaccdo (3 mL) foi mantida ao abrigo da luz durante 30 min, a
temperatura ambiente. A diminuicdo da absorvéncia foi medida num espectrofotémetro
Cintra 101 a 517 nm, contra um branco, sem adi¢cdo de DPPH. Os resultados foram
analisados através da interpolacdo da absorvéncia numa curva de calibracdo, obtida com
Trolox (62,5 - 1000 uM). Prepararam-se, para cada amostra, 6 diluicdes em metanol 50
%. Os resultados foram expressos em capacidade anti-oxidante equivalente a Trolox

(TEAC), que se define como a concentragdo milimolar de uma solugdo de amostra cuja
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capacidade anti-oxidante seja equivalente a uma solucdo de Trolox a ,.0 mM. O ensaio
foi realizado em triplicado para todas as amostras testadas.

3.5.1.2 ABTS-peroxidase

Este ensaio de avaliacdo de potencial anti-radicalar realizou-se segundo o método
estabelecido por (Re et al., 1999). O radical livre foi gerado por um sistema enzimatico
que consiste numa enzima peroxidase, no seu substrato oxidativo (peroxido de
hidrogénio) e o croméforo 2,2°— azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico
(ABTS). O radical foi gerado através de uma reac¢do entre 1,5 mM ABTS, 15 uM de
peroxido de hidrogénio e 0,25 uM de peroxidase em 50 mM de tampéo glicina-HCI (pH
4,5). A concentracdo final do catido radicalar ABTS™ foi de 30 pM. A cuvete de
referéncia — branco — continha o tampéo glicina-HCI. Ap6s a formacdo do radical,
adicionaram-se 100 pL da amostra em teste a 2 mL da solucio de ABTS™, agitou-se no
vortice durante 10 s, realizando-se posteriormente a diminui¢gdo da absorvéncia. O
ensaio foi realizado a temperatura ambiente e a absorvéncia lida, a 414 nm, apds 2 min
de reaccdo. Prepararam-se, para cada amostra, 6 diluicdes em metanol 50 %. Os
resultados foram expressos em valor TEAC, que se obteve através da interpolacdo das
absorvéncias do ensaio na curva de calibragdo obtida usando Trolox, de 62,5 a 500 M.

O ensaio foi realizado em triplicado para todas as amostras testadas.

3.5.1.3 ABTS-persulfato

Neste ensaio, o radical ABTS foi produzido através da oxidacdo de 7 mM ABTS
com persulfato de potassio (2,45 mM concentracdo final) em agua MiliQ. A mistura
permaneceu ao abrigo da luz, a temperatura ambiente, de 12-16 h antes da utilizacéo,
apos o que foi diluida numa solucdo tampdo salina de fosfato (PBS), pH 7,4 e
equilibrada a 30 °C, para originar uma concentracdo num intervalo de absorvéncia,
entre 0,2 - 0,7, a 734 nm. Adicionaram-se 50 pL da amostra, em solucdo aquosa de
metanol 50 %, a 2 mL da solu¢do ABTS, apds o que se agitou no vortice durante 10 s,
tendo-se procedido a leitura da absorvéncia, a 734 nm, ap6s 4 min de reac¢cdo. Em cada
caso, prepararam-se, para cada amostra, 6 diluicdes em metanol 50 %. Os resultados
foram expressos em valor TEAC, obtidos pela interpolacdo da absorvéncia, numa curva
de calibracdo obtida com Trolox (62,5 — 500 puM). O ensaio foi realizado em triplicado

para todas as amostras testadas.
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3.5.1.4 FRAP

A capacidade de reducéo do ido Ferro foi avaliada segundo (Benzie & Strain, 1996),
com algumas modificagdes. O reagente FRAP continha 10 mM de solugdo TPTZ em 40
mM HCI, 20 mM de cloreto de ferro hexahidratado (111) FeCl;.6H,0 e tampéo acetato
(300 mM, pH 3.6) (1:1:10, v/v/v). Foram adicionados 100 pL de solucdo aquosa de
metanol 50 % de todas as amostras a testar a 3 mL do reagente FRAP. A absorvéncia
foi medida a 593 nm, apds incubacgdo durante 6 min, a temperatura ambiente, usando o
reagente FRAP como branco. Em cada caso, prepararam-se 6 diluicdes em metanol 50
%. Os resultados foram expressos em valor TEAC, obtidos pela interpolacdo da
absorvéncia numa curva de calibragdo obtida com Trolox (62,5 — 500 um). O ensaio foi
realizado em triplicado para todas as amostras testadas.

3.5.2 Anti-inflamatoéria

Linhas celulares de macrofagos de ratinhos RAW 264.7, de American Type Cultura
Collection, gentilmente cedidas pela Dr.2 Otilia Vieira (Centro de Neurociéncias e
Biologia Celular, Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal), foram cultivadas em
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Tabela 6, a 37 °C, numa atmosfera
humedecida de 95 % ar e 5 % CO,. Ao longo das experiéncias, as células foram

monitorizadas por observacdo microscopica, no sentido de detectar qualquer alteracéo

morfologica.
Tabela 6. Componentes do Meio de cultura DMEM.
COMPONENTES VOLUME FINAL (1000 mL)
DMEM (baixa glucose) 10g
Bicarbonato de Sédio 15¢g
D-Glucose 35¢g
Penicilina 0,0626 g
Estreptomicina 01g
FBS néo activado 100 mL
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3.5.2.1 Avaliacéo da producéo de nitritos

A producéo de 6xido nitrico (NO) foi medida através da acumulacéo de nitritos no
sobrenadante das culturas celulares, usando uma reaccéo colorimétrica com reagente de
Griess (sulfanilamida 1 % (p/v) em acido fosférico 5 % (v/v) e N-1-naftilenodiamina
0.1 % (p/v). As células Raw 264.7 foram plaqueadas, na concentragdo 0,3x10°
células/pogo, para um volume final de 1000 pL, e ficaram a estabilizar durante 12 h. A
seguir a este periodo as células ou foram mantidas no seu meio de cultura (DMEM) ou
pré-incubadas, em placas de 48 micropogos com 50 pL dos extractos em estudo durante
1h, e depois estimuladas com 1pL de LPS 1 pg/mL, durante 24 h. Retiraram-se 170 puL
do sobrenadante de cada po¢o para uma placa de ELISA e adicionaram-se 170 pL do
Reagente de Griess, reagindo durante 30 min, ao abrigo da luz. A absorvéncia foi
medida a 550 nm num leitor de placas Elisa SLT. O meio de cultura foi usado como
branco e a concentracdo de nitritos foi determinada numa andlise de regressao, usando

uma série de dilui¢cdes de Nitrito de Sodio como padrao.

3.5.2.2 Viabilidade celular

A avaliacdo de células metabolicamente activas foi realizada através do ensaio de
reducdo colorimétrica, usando brometo de 3- (4,5- dimetiltiazol- 2- il) - 2,5- difenil
tetrazolio (MTT), como descrito por Mosmann 1983. Apos a retirada do sobrenadante,
adicionaram-se 83 uL de solucdo de MTT (5 mg/mL em tampdo fosfato salino) as
células aderentes em cada poco, e levou-se a incubar a 37 °C, durante 15 min, numa
atmosfera humedecida de 95 % ar e 5 % CO,. Posteriormente, retirou-se o sobrenadante
e as células aderentes adicionaram-se 300 pL de isopropanol acido (HCI 0.04 N em
isopropanol), dissolvendo os cristais azul-escuros de formazan. Homogeneizou-se e
transferiu-se esta solucdo para placas de ELISA. A quantificacdo de formazan foi
realizada num leitor de placas de ELISA SLT, a 570 nm, com um valor de referéncia de

comprimento de onda de 620 nm.

3.5.2.3 Avaliacéo da capacidade anti-radicalar contra o 6xido nitrico

A actividade scavenging de oxido nitrico dos extractos foi avaliada utilizando um
dador de NO: SNAP (S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina). Em placas de ELISA, para
um volume final de 300 pL incubaram-se 15 pL dos extractos com 0,9 uL de SNAP
(100 mM) em 285 pL de meio de cultura (DMEM), durante 3 h a 37 °C, numa

atmosfera humedecida de 95 % ar e 5 % CO,. Apds o tratamento, recolheram-se 170 pL
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de sobrenadante e adicionou-se igual volume de reagente de Griess, numa placa de
ELISA,; deixou-se a incubar durante 30 min, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
A absorvéncia foi lida a 570 nm num leitor de ELISA. A quantificacdo de nitritos
determinou-se com base numa curva padrdo de nitrito de sodio, sendo o0s resultados

expressos em % SNAP. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

3.5.3 Anti-microbiana
3.5.3.1 Avaliacao da concentracdo minima inibitdria

A concentra¢do minima inibitéria (MIC) dos extractos foi determinada pelo método
de macrodiluicdo Broth com base em Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, formerly NCCLS), protocolos de referéncia M27-A3 (CLSI, 2008a), M27-S3
(CLSI 2008b) e M38-A2 (CLSI, 2008c), para leveduras e fungos filamentosos,
respectivamente. Apenas se testaram fungos filamentosos do tipo dermatofitos:
Trichophyton mentagrophytes FF7, T. rubrum CECT 2794, T. mentagrophytes var.
interdigitale CECT 2958, T. verrucosum CECT 2992, Microsporum canis FF1, M.
gypseum CECT 2908, Epidermophyton floccosum FF9.

Prepararam-se as diluigdes dos extractos, em RPMI, e adicionaram-se as suspensdes
celulares, obtendo-se concentracdes de teste entre 0os 0,8 e 0s 0,05 mg/mL. O meio de
cultura RPMI foi esterilizado por membrana e incubado durante 2 dias em estufa a 30
°C para avaliar a esterilidade do mesmo. As suspensdes de indculo foram preparadas em
meio RPMI 1640 (com L-glutamina, sem bicarbonato e com o indicador de pH,
vermelho de fenol) de culturas PDA (Potato Dextrose Agar) ou SAD (Sabouraud
Dextrose Agar), e distribuidas por tubos de vidro 12 x 75 mm. A suspensao do indculo
obteve-se adicionando 81 pL de indculo, com a densidade dptica confirmada por
contagens de viabilidade em DAS e acertada a 0,5 unidades de Macfarland, a 40 mL de
RPMI. Em tubos de vidro, colocou-se a dilui¢cdo do extracto em analise e em seguida a
suspensdo do in6culo, e deixou-se a incubar aerobicamente a 30 °C durante 7 dias.
Realizaram-se 2 réplicas para cada diluicdo de extracto e procedeu-se a trés ensaios
independentes. Determinaram-se os valores MIC como a minima concentracdo de

extracto a provocar inibicdo total do crescimento.
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3.5.3.2 Avaliacao da concentracdo minima letal

Para avaliar a concentragdo minima letal (MLC) retiraram-se, 20 yL de cada tubo
negativo e colocaram-se em placas com meio SDA, ap6s leitura do MIC. Como
controlo, retirou-se 0 mesmo volume do tubo de controlo positivo. Deixou-se em
incubacdo a 30 °C durante 7 dias. Determinaram-se os valores MLC como a minima

concentracdo de extracto a causar morte dos fungos.

3.6 Germinacéao e propagacao de sementes de Urtica dioica

3.6.1 Avaliacao da germinagao de sementes in vitro

As sementes de Urtica dioica foram conservadas a -20 °C. Numa fase inicial foi
necessario proceder a separacao das sementes do restante material vegetal. As sementes
isoladas manualmente foram esterilizadas numa solucdo de 3% hipoclorito de calcio
(2% p/v). Neste ensaio, as sementes foram primeiro colocadas em etanol a 25% com
umas gotas de Tween 20 durante 2 min, sob agitacdo. Apds trés lavagens com agua
destilada esterilizada, as sementes foram transferidas para a solucdo de hipoclorito
acima referida, sob agitacdo, durante 10 min. Apés lavagem em agua destilada
esterilizada, as culturas das sementes foram colocadas em tubos de ensaios contendo
cerca de 15 ml de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) com a concentracao reduzida
para 1/4, com 0,75 % de sacarose e 1,5 g/L de agar (Tabela 7). Os meios foram
previamente autoclavados a 121 °C durante 20 min, e a uma pressédo de 1,1 atm. O pH
dos meios foi ajustado 5,6 — 5,8 antes da autoclavagem, utilizando solu¢ées diluidas de
KOH. Em cada tubo de ensaio foram colocadas 4 sementes sendo o nimero total de
tubos de 40, correspondente a 160 sementes. As culturas foram colocadas numa estufa,

25 °C, num fotoperiodo de 16h luz/8 h escuro.
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Tabela 7. Composicdo do Meio MS utilizado nos ensaios de germinacdo de sementes e de
micropropagacao

COMPOSICAO VOLUME 25% VOLUME
(solucdes stock) (mL/L) (mL/L)
Macronutrientes 50 12,5
Micronutrientes 2 0,5
Mio-inositol 1 0,25
Ferro - EDTA 5 1,25
Vitaminas 2 0,5
Sacarose 3% 0,75 %
Agar 0,6 % 0,15 %

3.6.2 Propagacao de Urtica dioica

Nos ensaios de micropropagacdo, foi igualmente utilizado o meio MS de
composicdo e modo de preparacdo analogos ao que foi previamente descrito, mas de
concentracdo reduzida (Tabela 7). A este meio foi adicionado o regulador de
crescimento citocinina BAP (benzilaminopurina), conforme indicado na Tabela 8. Os
apices das plantulas obtidas por germinacdo de sementes nas condi¢des anteriormente

referidas foram utilizados para estabelecer as culturas.

Para cada combinacdo hormonal foram testados 15 tubos de ensaio, cada um deles
contendo 2 apices caulinares. As culturas foram colocadas numa estufa, a 25 °C, no

fotoperiodo 16h luz/8 h escuro.

Tabela 8. Concentracdes do regulador de crescimento utilizado na propagagédo de Urtica dioica

REGULADORES DE CONCENTRACAO
CRESCIMENTO (mg/L)
0.1
MS 25% BAP
0,05
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3.6.3 Aclimatizacao das plantas de Urtica dioica

Para aclimatizar as plantas propagadas para o solo, preparou-se uma mistura de terra
e turfa (2:1) e perlite (1:1). Esta mistura foi autoclavada a 121 °C durante 20 min, e a
uma pressdo de 1,1 atm, apds o que se distribuiu pelos recipientes. As plantas foram
transferidas para o recipiente (1 planta por cada recipiente), tendo sido efectuadas cerca
de 5 réplicas de cada meio utilizado na propagacdo, e colocadas na cAmara de cultura a
20°C com um fotoperiodo 16h luz (25-35 pumol m-2s-1) / 8h escuro.

3.7 Analise estatistica

Os resultados obtidos do estudo da dosagem em compostos fendlicos, da avaliacdo
da capacidade anti-oxidante e anti-microbiana, e da capacidade germinativa, foram
analisados com recurso ao Microsoft Excel. Os resultados obtidos da avaliagdo da
actividade anti-inflamatoria foram estatisticamente analisados com recurso ao programa

Prism5.
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4.1 Parte aérea florida

4.1.1 Caracterizacao fitoquimica
4.1.1.1 Métodos espectrofotométricos

A dosagem de fenois, flavonoides e acidos hidroxicindmicos totais nas espécies
de urtiga foi inicialmente realizada recorrendo a ensaios espectrofotométricos, de
acordo com as metodologias descritas anteriormente. A avaliacdo espectrofotométrica
de compostos fendlicos nas espécies de urtiga abordadas neste trabalho, com base nos
ensaios executados, ndo foi ainda realizada, de acordo com a literatura. Estabeleceu-se
uma comparacao entre as trés amostras e 0s respectivos ensaios, como se pode ver na

Figura 7.

udT uuT umT
FENOIS FLAVONOIDES ACIDOS HIDROXICINAMICOS

Figura 7. Teor de fendis, flavondides e acidos hidroxicindmicos totais, nos extractos da parte aérea
de Urtica dioica - UdT, Urtica urens - UuT e Urtica membranacea - UmT. Os resultados foram
expressos em % por 100 g dos extractos liofilizados.

Tabela 9. Dosagem de fendis, flavondides e acidos hidroxicindmicos totais, para as amostras UdT,
UuT e UmT.

ENSAIO AMOSTRA
udT UuT umT
FENOIS 7,90% 0,80% 2,80%
FLAVONOIDES 0,22% 0,00% 2,14%
ACIDOS HIDROXICINAMICOS 2,54% 0,66% 0,82%

57



| Resultados e Discusséo

A Urtica dioica (UdT) demonstrou ter o maior conteudo em fendis totais, 7,9 %
e de &cidos hidoxicindmicos, 2.54 %, enquanto a Urtica urens (UuT) revelou o menor
contetdo em fendis, 0,8 % e também de &cidos hidroxicindmicos, 0,66 %.

A Urtica membranacea (UmT) foi a espécie que evidenciou o maior contetdo
em flavondides totais, 2,14 %, enquanto na UuT ndo foram quantificaveis.

4.1.1.2 Métodos cromatograficos
4.1.1.2.1 Cromatografia em camada fina

N&o ha referéncias relativamente a analise cromatografica de compostos fendlicos
nas espécies de urtiga em estudo. Para uma analise preliminar de &cidos fendlicos e de
flavondides, recorreu-se a cromatografia de camada fina (TLC). Como ja descrito,
utilizou-se o sistema celulose/acido acético a 15 %, como descrito anteriormente, em
que o0s compostos migram de acordo com a sua massa molecular. Apesar da
complexidade dos extractos, que ndo permitem uma Optima separacdo dos compostos, é
notdria a presenca e abundancia de alguns polifendis, nomeadamente acidos fenolicos,
que, aos UV, ocorrem com uma fluorescéncia azul apds a accdo do Neu/PEG, e
flavondides, de coloracdo amarela ou amaerlo-esverdeado, com o mesmo revelador,

como se pode ver na Figura 8.
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Figura 8. Perfil cromatografico, por TLC ap6s desenvolvimento e revelagdo com
o sistema celulose/acido acético 15 %. (A) Observacdo ao UV (366nm); (B)
Observacéo ao UV (366nm) apds revelacdo com Neu/PEG.

Abreviaturas: UdT — parte aérea de Urtica dioica; UuT — parte aérea de Urtica
urens; UmT — parte aérea de Urtica membranacea

Estes resultados corroboram os anteriormente descritos relativamente as dosagens
espectrofotométricas; a parte aérea de Urtica dioica tem um maior contetdo em acidos
hidroxicinamicos (manchas de cor azul-clara), como se pode ver na Figura 9, sendo

também evidente a auséncia de flavonodides (manchas amarelas) em Urtica urens.
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Figura 9. Perfil cromatografico, por TLC apds desenvolvimento e revelagdo com
4cido acético a 15 %. (D) Observacédo a luz visivel, com o revelador Neu/PEG;
(E) Observacéo a luz visivel, com uma solugéo do radical DPPH.

Abreviaturas: UdT — parte aérea de Urtica dioica; UuT — parte aérea de Urtica
urens; UmT — parte aérea de Urtica membranacea.

A observacéo a luz visivel demonstra a presenca de compostos fenolicos (manchas
cor laranja), particularmente notéria na amostra Udt, como se pode ver na Figura 9 (D).
A pulverizagdo da placa com uma solucdo de DPPH permite também identificar a
presenca destes compostos, uma vez que se sabe terem comprovada actividade
captadora (Vermerris & Nicholson, 2006). Deste modo, a reducdo da cor lilas,
caracteristica do radical DPPH, como se pode ver na Figura 9 (E), ocorre pela redugéo
do radical, permitindo tambem detectar a presenca dos compostos fenolicos.
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Tabela 10. Caracterizacdo do tipo de compostos fendlicos e seus respectivos valores de Rf.

366NM udT uuT umT Tentativa de ldentificacdo
1 - - 0,04 Flavonoide
2 0,05 - 0,05 Acido Fenolico
3 - - 0,16 Flavonoide
4 0,19 - - Flavonoide
6 - - 0,27 Flavondide
8 0,37 - - Flavondide
9 0,47 0,47 - Acido Fendlico
10 - - 0,5 Flavondide
11 0,53 0,53 0,53 Acido Fendlico
12 - 0,55 - Acido Fendlico
13 0,59 - - Acido Fendlico
14 - 0,61 - Acido Fendlico
15 0,65 - 0,65 Acido Fendlico
16 - - Flavondide

Deteccao apés tratamento pelo revelador Neu/PEG

4.1.1.2.2 Identificacdo de compostos fendlicos dos extractos por HPLC-PDA-ESI/MS"

A fim de se proceder a identificacdo dos compostos fendlicos presentes nos
diversos extractos, recorreu-se a cromatografia liquida de alta resolugéo, acoplada a dois
detectores: fotodiodos e espectrometro de massa (HPLC-PDA-ESI/MS"). A Figura 10

ilustra o perfil cromatografico das partes aéreas da Urtica dioica.

61



]
<T
=1

| Resultados e Discusséo

2400000

2200000

2000000

1800000

1600000

1400000

1200000

1000000

300000

600000

400000

2000007

T

0 8 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Time (min)

Figura 10. Perfil cromatogréafico do extracto da parte aérea de Urtica dioica, registado a 280 nm.

Por recurso a informacdo dos espectros de ultra violeta (UV), maximos de
absorcao e perfil espectral, assim como atraves dos correspondentes espectros de massa,
por analise do i@ molecular adquirido no modo ido negativo [M-H] e dos ibes
resultantes da sua fragmentacdo (MS?), foi possivel propor a estrutura dos compostos

presentes em Urtica dioica, referidos na Tabela 11.
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| Resultados e Discusséo

Os compostos correspondentes aos picos 1, 4 e 5 apresentam um espectro de UV
caracteristico do acido cafeico e o ido molecular com uma relacdo massa/carga (m/z) de
353. Considerando que a aquisi¢cdo dos espectros de massa foi realizada no modo ido
negativo, pode-se inferir que a massa destes compostos é de 354 Da. Estes resultados e
a ocorréncia, no espectro de segunda ordem (MS?), dos fragmentos com m/z de 191
(compostos 1 e 5) ou 173 (composto 4) resultantes, respectivamente de perdas de 162
[(M-H)-162] ou de 180 u.m.a. [(M-H)-180], sugerem a presenca de &cidos
cafeoilquinicos. Com base nos padrbes de fragmentacdo referenciados por (Clifford,
Knight, & Kuhnert, 2005), o composto 1 foi identificado como acido 3-O-
cafeoilquinico, devido & presenca, no MS?, de um intenso sinal (79%) com m/z 179,
enquanto a auséncia deste fragmento, correspondente ao cinamato, no composto 5
permitiu identifica-lo como &acido 5-O-cafeoilquinico. O composto 4 corresponde ao
acido 4-O-cafeoilquinico, devido & presenca, no MS?, de um pico base com m/z 173. A
sequéncia de eluicdo, evidenciada pelos respectivos tempos de retencdo (tR), corrobora
a identificacdo destes compostos.

O pico 2 tem também um espectro de UV comum ao do acido cafeico. Apresenta
um 3o molecular com m/z 311 e um pico base, no MS?, com m/z 149, correspondente &
molécula desprotonada do &cido tartarico, resultante da perda de um residuo cafeoilico
[(M-H)-162]". A corroborar esta interpretacéo, registou-se, como segundo fragmento
mais representativo, o ido m/z 179, ido molecular do acido cafeico. De acordo com este
padrdo de fragmentacdo e suportado na informacao de (Jaiswal, Kiprotich, & Kuhnert,
2011) o composto 2 foi identificado como o acido cafeoiltartarico ou acido caftarico.

O pico 3 apresenta um espectro de UV semelhante ao do acido p-cumarico, mas
uma massa molecular de 356 Da, sugerindo tratar-se de um dos seus derivados. O pico
base no MS? com m/z 191, pode resultar da libertacdo de uma molécula de acido
cumarico [(M-H)-164]", enquanto um fragmento também representativo (77%) com m/z
209, podera eventualmente corresponder ao ido molecular do acido hidroxiferalico ou
do alcool sinapilico.

O pico 6 originou um ido com dupla carga, do que se infere que o composto
possuia uma massa de 296 Da. O espectro de UV corresponde ao acido cafeico,
tratando-se, no entanto, de um derivado. No espectro de massa de terceira ordem (MS®)
0 pico de base resultou da perda de um residuo cafeoilico [(M-H)-162] e da
consequente formacgdo de um ido com m/z 133, que pode estar relacionado com o ido

molecular do &cido malico. Assim, o composto 6 pode tratar-se de um derivado
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| Resultados e Discusséo

cafeoilico do acido malico, tal como j& identificado por (Farag, Weigend, Luebert,
Brokamp, & Wessjohann, 2013).

O pico 8 apresenta 0 espectro de UV do 4cido p-cumarico e o pico base do MS?
com m/z 163, coincidente com o deste acido hidroxicindmico, e resultante da perda de
116 u.m.a., que corresponde a um residuo maloilico. Este padrdo de fragmentacédo,
assim, como a ocorréncia dos fragmentos com m/z 133 e 119, no MS? e MS?®,
respectivamente, sugerem, a semelhanca do foi descrito para espécies da Brassica
campestres L. (Harbaum et al., 2007), que o composto 7 possua 0 acido p-cumarico
esterificado pelo acido malico, e seja consequentemente identificado como um p-
cumaroilmalato. O pico 6a possui 0 mesmo padréo de fragmentacédo, pelo que podera
corresponder a um isdémero do p-cumaroilmalato.

Com menor expressdo no extrato da Urtica dioica, foram também identificados
trés flavonoides, picos 9,10 e 11, com ides moleculares distintos, [M-H] = 609, 593 e
623, respectivamente, mas com picos base, no MS?, com m/z 301, 285 e 315, todos eles
resultantes da perda de 308 u.m.a., ou seja de um residuo glucosil-ramnosilo, embora
unido a geninas distintas; quercetina, canferol e isorramnetina. Os espectros de UV
evidenciaram que 0s compostos 9 e 11 possuem o perfil espectral da quercetina, e o
composto 10 do canferol, o que corrobora os resultados sugeridos pela espectrometria
de massa. As caracteristicas espectrais anteriormente referidas para o0 composto 9, assim
como a presenca, no MS? do ido0 m/z 271 e no MS® dos fragmentos com m/z 179 e 151
sdo concordantes com a quercetina-O-rutinosido (rutina), tal como referem (Farag et
al., 2013) e (Seeram, Lee, Scheuller, & Heber, 2006). Quanto aos compostos 10 e 11,
foram identificados como campferol-O-rutindsido e isorramnetina-O-rutinésido,

flavondis ja detectados em espécies da urtiga (Farag et al., 2013).

Revela-se importante destacar que, na Urtica dioica, o acido cafeioltartarico e o
composto p-coumaroilmalato foram identificados pela primeira vez, nesta espécie no

decorrer deste trabalho.

Na Figura 11 ilustra-se o perfil cromatografico do extracto obtido a partir da

parte aérea total de Urtica urens.
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Figura 11. Perfil cromatogréafico do extracto da parte aérea de Urtica urens, registado a 280 nm.

Por recurso a informacdo dos espectros de ultra violeta (UV), maximos de

absorcao e perfil espectral, assim como atraves dos correspondentes espectros de massa,

por analise do ido molecular adquirido no modo ido negativo [M-H] e dos ibes

resultantes da sua fragmentacéo (MS?), foi possivel propor a estrutura dos compostos

presentes em Urtica urens, referidos na Tabela 12.
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| Resultados e Discusséo

Os compostos correspondentes aos picos 1, 2 e 3 sdo 0s mais representativos do
perfil cromatografico obtido a partir da Urtica urens (Figura 11). Apresentam um
espectro de UV caracteristico do &cido cafeico, o ido molecular com uma relagdo
massa/carga (m/z) de 353, assim como os perfis de fragmentacdo comuns a compostos
detetados na Urtica dioica (Tabela 12). Baseados nas suas caracteristicas espectrais e
também nos tempos de retencdo, o composto 1 foi identificado como &cido 3-O-
cafeoilquinico, o composto 2 como &acido 4-O-cafeoilquinico e o composto 3 como
acido 5-O-cafeoilquinico.

O pico 5 com 500 Da de massa molecular, evidencia, no MS?, como pico base, 0
fragmento com m/z 353 [(M-H)-146], correspondente ao &cido cafeoilquinico e
resultante da perda de 146 u.m.a., ou seja, de um residuo p-cumaroilico. Com base nesta
hip6tese e num padrédo de fragmentacdo comum ao referido por (Jaiswal et al., 2011), o
composto 5 foi identificado como o &cido p-cumaroil-cafeoilquinico.

A presenga de flavonoides no extrato da Urtica urens é residual, destacando-se o
pico 7,com um i molecular com m/z 607, que originou, no MS? um 4o maioritario
m/z 299 [(M-H)-308] correspondente a perda de um residuo glucosilramnosido. Apds
nova fragmentacdo deste ido, ocorreu, no MS* o fragmento m/z 285 [(M-H)-308-15],
proveniente da libertacdo de um grupo metilo. A semelhancga do que é mencionado por
(Lin & Harnly, 2010) este padrdo de fragmentacdo sugere que 0 composto7 possa

corresponder a diosmetina-O-rutinosido.

Os dados bibliograficos referentes a Urtica urens confirmam a presenca de
acidos fenolicos, particularmente derivados do acido clorogénico e a descricdo do
composto patuletina, flavonol metilado que pode, eventualmente, ndo ter sido extraido,

em quantidades detectaveis, nas condicdes utilizadas neste trabalho.

A Figura 12 mostra o perfil cromatografico do extracto obtido a partir da parte

aérea da Urtica membranacea.
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Figura 12. Pefil cromatografico do extracto da parte aérea de Urtica membranacea, registado a 280 nm..

Por recurso a informacdo dos espectros de ultra violeta (UV), maximos de
absorcao e perfil espectral, assim como atraves dos correspondentes espectros de massa,
por analise do ido molecular adquirido no modo ido negativo [M-H] e dos ibes
resultantes da sua fragmentacéo (MS?), foi possivel propor a estrutura dos compostos

referidos na Tabela 13.

71



¢l

£6'82 (osawost)
(00T)ELT “(B)T6T 1€€ z18 o21uinbjiosewna-d opioy L
“(z9)ese -(2€)e8e
o g o iz omomowsomeny s
(¥e)e0s (2)sLG
0 (92)69¢ -(0£)66€
T)ees «(00T)69¢ (e)11Y (0T)62Y _ .
{(1)18¢ ‘(82)66¢ (©)ThY @)TLY 609 0€€ ‘987 ‘75z 18'5¢ OPISOXaY-0-1p-g 9-eUloaIm] s
@1y {W)TLY -(00T)68Y -(£)T10S
(¥2)616 {(£)16S
(02)TTT :(2)SST , , _ [((TENTL))
{(2€)eLT ((00T)T6T ese 0L 9c€ -Ussbe -csz LLve 091unby103e3 OpIOY v
" smmwomwmmm 66€ 9Z€ 'Us88Z 182 95Te oo1deuts opiog op opentieq &
(ooT)T6T £5e 92Z€ ‘Us86z ‘1G¢ GE'TZ 001UJnbj108482-O-G 0PIy Z
i (e)seT “(00T)67T . . .
()81 {00611 1T€ 8¢ ‘Us86Z ‘1G¢ 9e'ST 00LIELIE]|108)8D 0pIDY T
¢S SN [H-] (IWN) X"y (NIW) ®L IvdNLNY 1S3 3SILOdIH 02ld

"eaoeURIqWIBW BN WA sajuasaid sojsodwod ap oedealnuapl 8 (,SIN-1ST 8 SIA/AN) SIes109dsa seolstialoeled ‘0d1feiforewo. ojuswenodwo "gT elage.L

0BSSNoSI @ SOpe)NSay |



€l

(92)582 ‘(v9) .62 (2)s8z

:(om)662 (OD)TTE ,Axﬁwmm WMNwmmm Iy SYE ‘692 ‘U652 L8vE OPISXEU-O-g-BUlIoR R
(eT)zze (00T)eEE " COILSE €109
(€)66¢ -(T2)6ZY
(L¥)ese
(8)vs¢ -(8g)ese
(0778 (00D A w@%m xmwmé opisowad
T)TTE ‘(00T)ESE ‘(v)ser ‘(00T)ErY R 9g'ee =7 0T
{(TT)vse {(08)e8E {(02)vb (1)ssy €95 Oce £lc I8¢ ~0-8-1150Xay-3-g-BulUaDIdY
(89)eLy {(9T)vLY
[(9)s8v -(¥)e0s
(©)216 :(L)svs
(6T) TTT , .
(8)5ST (00D 6.1 L9 62€ :Us86¢ FAVNAS 0o1ujnbyioNJa}-O- 0PIy 6
. (osawigst)
(00m)ELT ((T)T6T €€ v1e €9°'6¢ od1uinbjiosewnd-d opoy 8
¢S SN [H-] (IWN) X"y (NIW) ®L IvdNLNY 1S3 3SILOdIH 02ld

"eaoeURIqWIBW BN W8 sajuasaid solsodwod ap ordeolnuap! 8 (,SIN-1S3 8 SIA/AN) SIesdadss sealisisloeled ‘0d1yeforewold ojuawenodwo) “(B)ET elage.L

0BSSNosI @ Sope)Nsay |



|72

(1)69¢

(8v)e6e ((8)TTE
(8)sze ‘(v)see
(11)1PE “(2)S5¢E
(1)ege (00T)ETY
(m1ey (8)LSY

(2)86¢ ‘(¥T)60E
(t1)L28 ((TT)BEE
(e)1a¢ ‘(62)25¢
(£)69¢ (8h)6TY
(0oT)eLY (T1)SLS

(1)182 ‘(00T)EBT
:(9)¥62 (9)aee
((T)ese (1)96E

(0£)862 (TT)G2E
-(oot).z¢g (1)66E

(v)e6e (T)S6E
(1T (6)SSY
((P)Lsv (T)s6Y
(12)6565 -(00T)L25
-(9£)679 :(9)659

(1)60¢ (£)25¢
(9)6zv (02)eLy
:(52)a.5 (00T)E6S
(1€)ag9 ((6)SL9

(L8)e62

‘()v6z :(9)11E
(Deze (O1)THE
‘(e)ese (1)228
(oom)ETY ((ST)VTY
(T)1eY (8)L5Y

(1)862 (0T)60E
(zr)22e (T1)6EE
(€)15¢ (Vo) i8¢
(9)69¢ -(£)T28
(E)1TY -(€9)62Y
(2) vy “(00T)ELY
(1)e05 -(£)s.5

T¢L

LEL

L1S

€69

8€€ 0.2

67€ :69¢ :Us09C

9¢€ 0.2

L€ 692 Ys6Se

0cov

gcey

G8'6€

69°GE

opIsounNJ-O-g-oj eI BB
-g-Ix0Ip1y-g-eutuabidy

opIsounNI-O-9-ojLeIN|BNBW
-€-IX0IPIY-g-BuI|08INT

opisounn-O-g-eutuabidy

OPISQUIINI-D-9-BUI|0a)N]

qT

14

€T

4

SN

SW

IH-]

(AIN) XNy

(NIA) ®L

IvdNLNY1S3 3S310dIH

02ld

"eaoeURIqWIBW BN WA sajuasaid solsodwod ap ordeannuapl 8 (,SIN-1S3 8 SIA/AN) Sies0adss sealsialoeled ‘0d1elforewo.d ojuswenodwo) *(9)sT elegqeL

0BSSNoSI @ SOpe)NSay |



7

(2)e9tT _ , . op1soan|Bjiuofew

(2)eTZ {(00T)582 (2)582 ‘(00T)68Y €es vPe 1992 Ly'6Y “O-e-osadues LT

_ nese (9)eze H(1)szy

'(8)80¢ (v8)ETE (eDsrh /)38y ;

(e (oSt (v)18v (L1685 T8 67¢ ‘0.2 ‘852 6717 oD eSOy 91
(2)8e “00T)ShD *(00T)£09 :(5)809 S : :

{(2)T9b “(OT).8Y ((82)619 1(5)689

¢S SN [H-] (IWN) X"y (NIW) ®L IvdNLNY 1S3 3SILOdIH 02ld

"ea0eURIqWIBW BIIIN WA sajuasaid solsodwod ap ordealnuap! 8 (,SIN-1ST 8 SIA/AN) SIes109dss seansiialorled ‘0d1yelforewold ouswenodwo) “(9)gT elageL

0BSSNosI @ Sope)Nsay |



| Resultados e Discusséo

O pico 1 apresenta caracteristicas cromatograficas e espetrais comuns as do
acido cafeoiltartarico (4cido caftarico), igualmente detectado na Urtica dioica

O pico 2 tem um tempo de retencdo, espectro de UV e de massa coincidentes
com o acido 5-O-cafeoilquinico, composto comum as trés espécies de Urtica
estudadas. No entanto, na Urtica membranacea ocorre, adicionalmente, o pico 4, que
originou um ido de carga dupla [2M-H] = 707, que ao fragmentar-se deu um ido base
com m/z 353 e, no MS?, fragmentos sobreponiveis aos identificados nos outros acidos
cafeoilquinicos. Sabendo-se que a isomeria cis/trans destes acidos pode ocorrer quer em
presenca de misturas hidro-metandlicas (onde a amostra foi solubilizada), quer numa
fonte de ionizacdo por eletrospray, por accdo do campo eléctrico (Xie et al., 2011),
pode-se inferir que o composto 4a possa corresponder a um isémero do &cido 5-O-
cafeoilquinico anteriormente identificado (composto 2).

Para o pico 3 obteve-se um ido molecular com m/z 399 que apos fragmentacéo
evidenciou, no MS? um ido maioritario m/z 205 e outro com 40% de intensidade
relativa, m/z 223, que sugerem, respectivamente, um residuo sinapilico e o ido
molecular [M-H] do &cido sinapico. Estes ibes resultam da perda de 194 e 176 u.m.a.
que podem corresponder a uma molécula de &cido ferulico ou de &cido glucuronico (194
Da) ou aos respetivos residuos, feruloilo ou glucuronilo provenientes da sua
desidratacdo. Baseados nestes resultados infere-se que o composto 3 seja um derivado
do acido sinapico.

Os picos 7 e 8 tém espectros de UV do &cido p-cumarico. Apresentam as
mesmas massas (338 Da) e iguais padrdes de fragmentagdo. No MS? o pico base tem
m/z 173 [(M-H)-164]", que confirma a ocorréncia de uma molécula de acido p-cumarico.
Além disso, este pico base do MS?, assim como a existéncia de outro fragmento, m/z
191 séo indicadores da acilacdo deste acido hidroxicinamico com o acido quinico.
Destes resultados infere-se que 0s compostos 7 e 8 sdo isomeros do acido p-
cumaroilquinico.

O pico 9 apresenta um espectro de UV idéntico ao do &cido ferdlico. Um ido
molecular de 367 ¢ indiciador de um &cido feruloilquinico. O fragmento principal deste
ido molecular, com m/z 173 [(M-H)-194], evidencia uma molécula de acido quinico
desidratada, resultante da libertacdo de acido fertlico. Este padrdo de fragmentacéo, em
que o ido de m/z 173 ocorre com uma abundancia relativa de 100%, permite deduzir,
com base na informagédo de (Jaiswal et al., 2011), que o composto 9 corresponde ao

acido 4-O-feruloilquinico.
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Nos espectros de UV e de massa do extrato da Urtica membranacea séo diversos
os perfis espetrais comuns a flavonoOides, apesar de apresentarem padrGes de
fragmentagé&o distintos.

Os picos 5, 6, 10 e 11 apresentam particularidades de fragmentacdo de
flavonoides C-glicosilados, tal como descrito por (Figueirinha, Paranhos, Pérez-Alonso,
Santos-Buelga, & Batista, 2008).

No MS? e MS?® dos compostos 5 e 6 ocorrem fragmentos resultantes da perda de
120 e 90 u.m.a. correspondentes a clivagem de duas unidades hexosilo, uma em cada
estagio da fragmentacdo, do que se infere tratar-se de 6,8-di-C-hexdsidos que diferem
na natureza da genina. Assim, a ocorréncia, no composto 5 do fragmento m/z 369
(genina+83) e 399 (genina+113) sugere, de acordo com (Ferreres, Silva, Andrade,
Seabra, & Ferreira, 2003), a presenca da luteolina, enquanto o fragmento m/z 353
(genina+83) e 383 (genina+113) registados para o composto 6 indicia a presenca da
apigenina. Estes dados sdo consistentes com a presencga da luteolina-6,8-di-C-hexoside
(composto 5) e apigenina-6,8-di-C-hexoside (composto 6). Quanto ao pico 10,
apresenta uma massa 30 Da inferior a do composto 6 e perdas de 120 e 90 u.m.a. no
MS?, mas de 90 e 60 u.m.a. no MS?, sugerindo a presenca de uma hexose ligada ao C-6
da genina e uma pentose unida ao C-8. Os fragmentos com m/z 353 e 383,
correspondentes a genina+83 e genina+113, respetivamente, ou seja a apigenina,
permitem identificar o composto 10 como apigenina-6-C-hexosil-8-C-pentoside.

O pico 11 exibe apenas no MS? sinais correspondentes & ruptura de uma unidade
hexosil, com m/z 327 [(M-H)-120] e 357 [(M-H)-90]". A ocorréncia do fragmento m/z
327 (genina+41) e 357 (genina+71) sugere, de acordo com (Ferreres, Gil-lzquierdo,
Andrade, Valentao, & Tomas-Barberam, 2007), a presenca de uma genina
tetrahidroxilada como a luteolina, identificacdo suportada pelo espectro de UV. A
posicao da glicosilacdo, em C-6, foi deduzida pela presenca do fragmento com m/z 429
[(M-H)-H,0] com uma abundéancia relativa de 21%, com base em (Cuyckens & Clayes,
2004) segundo os quais, a substituicdo em C-6 origina um fragmento com 20-30% de
abundancia relativa, resultante da perda de agua. A informacdo espectral obtida
permitiu identificar o composto 11 como luteolina-6-C-hexosido.

Os picos 12 e 13 apresentam uma massa molecular com 16 Da de diferenca, mas
um idéntico padrdo de fragmentacdo. Em ambos espectros ocorre uma perda de 120

u.m.a. que pode ser indiciador da presenca de uma unidade C-hexosilo, normalmente
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hexose, assim como de 146 e 146+18 u.m.a. referentes a perda de um residuo ramnosilo
e de uma unidade de ramnose, respectivamente. Atendendo a uma baixa abundéncia
relativa dos ides resultantes da perda de 146 u.m.a., e significativamente maior para 0s
i0es formados pela perda de 164 u.m.a., pode-se concluir, de acordo com (Cuyckens &
Clayes, 2004), que estes compostos sdo O,C-diglicosidos. Adicionalmente, a presenca
do ido correspondente a perda de 164 u.m.a. indica que a ligacdo interglucidica da
ramnose esta localizada em C-2" da hexose (Ferreres et al., 2007). Apesar da parte
glicosidica ser igual para os dois compostos (O,C-glucosilramnésido — C-rutindsido),
séo diferentes os locais de ligacdo. No composto 12, 0 MS2 apresenta o fragmento com
m/z 357 (genina+71) com o dobro da abundancia relativa do fragmento com m/z 327
(genina+41), enquanto no composto 13 sdo semelhantes as abundéncias relativas dos
i0es m/z 341 (genina+71) e 311 (genina+41), correspondendo, a ligacdes ao C-6 e C-8,
respectivamente (Ferreres et al., 2007).

Os espectros de UV sdo marcadamente diferentes, sobreponivel com o da
luteolina, para o composto 12 e a apigenina, para o composto 13, o que justifica uma
massa molecular do composto 13, 16 Da inferior & do composto 12. Do anteriormente
exposto, o composto 12 foi identificado como luteolina-6-C-rutinosido, e 0 composto
13 como apigenina-8- C-rutindsido.

Os picos 14, 15 e 16 tém padrbes de fragmentacdo semelhantes, todos eles
caracterizados, no MS?, por perdas de 62 [(M-CO,-H,0)-H], 102 [(M-C;HsOs)-H] e
144 u.m.a. [(M-C¢HgO4)-H], que foram igualmente detectadas em glicosilflavanonas
derivadas do 3-hidroxi-3-metilglutarilo, presentes em espécies do Citrus (Barreca,
Belloco, Caristi, Leuzzi, & Gattuso, 2011; Di Donna et al., 2009). Resultantes da perda
de 144 u.m.a. ocorreram, no MS? os picos base com m/z 593, 577 e 607, para 0s
compostos 14, 15 e 16, respetivamente, 0s quais evidenciaram, no MS®, padrdes de
fragmentacdo anteriormente descritos para os C-rutindsidos da luteolina e da apigenina.
Suportados nestes resultados e nos respectivos espectros de UV, para o composto 14
sugere-se a luteolina-3-hidroxi-3-metilglutarilo-6-C-rutindsido e para o composto 15
a apigenina-3-hidroxi-3-metilglutarilo-8-C-rutindsido. Quanto ao composto 16, o
MS® evidencia uma fragmentacdo sobreponivel & do composto 15. No entanto, a
presenca de um ido com m/z 299, indica a presenca de uma genina com 300 Da de
massa molecular. Esta informacdo, assim como o espectro de UV deste composto,
sugerem a diosmetina como genina. Deste modo, a estrutura proposta podera

corresponder a diosmetina-3-hidroxi-3-metilglutarilo-8-C-rutinésido.
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Pico 17 apresenta um ido molecular com m/z 533 e um pico base no MS® com
m/z 285. A ocorréncia deste fragmento, assim como o espectro de UV sugerem a
presenca do campferol. Tendo em consideragéo as premissas anteriores e a existéncia,
no MS2 de um fragmento maioritario com m/z 489 [(M-CO?)-H] pode-se inferir que
este flavonol possa estar ligado a uma molécula de glucose acilada pelo acido mal6nico
originando um residuo glucosilmalonilo {[180 + (104-18)]-18} com 248 u.m.a.. Este
padrdo de fragmentacéo, igualmente referido para um dos flavonoides de Ribes nigrum
L. (Vagiri, Ekholm, Andersson, Johansson, & Rumpunen, 2012) conduziu a
identificacdo do composto 17 como campferol-malonilglucésido.

E importante referir que para Urtica membranacea, de acordo com a literatura
existente para esta espécie, nunca foi efectuada uma avaliacdo da presenca de
compostos fenolicos. Deste modo, todas as identificagdes foram realizadas, de acordo

com 0 nosso conhecimento, pela primeira vez.

A anélise dos compostos fenolicos presentes nas trés espécies de urtigas demonstrou
alguma semelhanca entre as espécies, particularmente na presenca de A&cidos
clorogénicos (&cidos cafeoilquinicos), e derivados de flavonois e flavonas. No entanto, é
clara a abundancia de flavonodides na Urtica membranacea enquanto na Urtica dioica

sdo claramente maioritarios os compostos derivados de &cidos hidroxicindmicos.

4.1.2 Actividades bioldgicas
4.1.2.1 Anti-oxidante

A accdo anti-oxidante dos extractos correspondentes as partes totais de Urtica
dioica (UdT), Urtica urens (UuT) e Urtica membranacea (UmT) efectuou-se pela
deteccdo da capacidade captadora dos radicais DPPH, ABTS-peroxidase, ABTS-
persulfato e FRAP, como descrito anteriormente. A amostra (UdT) revelou o maior
potencial de reducdo, ou actividade captadora, para todos os ensaios, com valores
TEAC inferiores a 5, como se pode ver na Tabela 6, para todos 0s ensaios, excepto para
0 ensaio ABTS peroxidase, cujo valor TEAC foi de 11,62, ainda assim, valor inferior ao

registado para as outras amostras.
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Figura 13. Avaliacdo da actividade anti-oxidante expressa em TEAC para os testes do DPPH,
ABTS-peroxidase, ABTS-persulfato e FRAP, a que foram sujeitos os extractos de Urtica dioica
(UdT), Urtica urens (UuT) e Urtica membranacea (UmT).

A amostra UuT apresentou, para todos os ensaios, a menor capacidade captadora
de radicais, tendo-se registado valores TEAC muito superiores aos obtidos para a Urtica

dioica.

O ensaio ABTS-peroxidase, realizado a pH é&cido, permitiu detectar uma
diminuicdo da accdo captadora, provavelmente devida ao baixo pH desta reaccgéo;
comparativamente, no ensaio ABTS-persulfato, que decorre a pH neutro, as amostras

tém uma forte actividade anti-radicalar, particularmente a amostra UdT.

Os resultados referentes a capacidade anti-oxidante/anti-radicalar evidenciam
uma relacdo directa com o teor de fendis totais. Ou seja, a Urtica dioica, que contém
maior concentracdo em fendis totais € igualmente a mais activa, enquanto a Urtica

urens, a espécie com menor teor em fendis totais é a que demonstra menor actividade.

Os acidos fenodlicos e flavonoides séo ja reconhecidos pela sua actividade anti-
radicalar e anti-oxidante (Rice-Evans et al., 1996); de acordo com a avaliacdo dos
compostos fendlicos presentes nas espécies de urtigas, Urtica dioica demonstra uma
forte presenca de acidos hidroxicinamicos, particularmente derivados do &acido cafeico,

0s quais, tém um forte potencial anti-radicalar (Nagaoka et al., 2003).
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A Urtica membranacea foi avaliada pela primeira vez também relativamente a
sua capacidade anti-oxidante que, apesar de ser superior & da Urtica urens, se mostrou
menor do que a Urtica dioica. Tal facto sugere que os flavondides largamente
representados na Urtica membranacea, ndo devem ser 0s principais responsaveis por
esta actividade.

Tabela 13. Actividade anti-radicalar dos extractos de Urtica dioica (UdT), Urtica urens (UuT) e
Urtica membranacea (UmT), expressa em valor TEAC.

AMOSTRAS (TEAC)"
ENSAIO udT uuT umT
DPPH 2,81 9,2 8,53
ABTS PEROXIDASE 11,62 21,11 20,16
ABTS PERSULFATO 2,60 11,27 4,59
FRAP 3,84 10,16 7,71

" Resultados obtidos a partir da extrapolagdo da curva de absorvéncia de Trolox com, pelo menos, cinco
concentragGes de cada amostra

4.1.2.2 Anti-inflamatdria
4.1.2.2.1 Avaliacéo da capacidade inibitoria do éxido nitrico (NO)

O efeito dos extractos correspondentes a parte aerea da Urtica dioica (UdT),
Urtica urens (UuT) e Urtica membranacea (UmT) na producdo de NO, em células
RAW 264.7 estimuladas por LPS, foi realizado através da mediacdo de nitritos
libertados no sobrenadante das culturas celulares, recorrendo a reaccdo de Griess. As
células foram previamente tratadas e incubadas com uma gama de concentracfes dos
extractos, e depois estimuladas com LPS, de modo a induzir a producdo de mediadores
inflamatérios, como o NO. A quantidade de NO produzida foi avaliada pela
concentracdo de nitritos presentes nos sobrenadantes das culturas celulares, apds 24h do
tratamento. Todas as amostras revelaram diminuir a producdo de nitritos, sendo que a
amostra UuT foi a que originou maior reducédo (59 %) (Figura 14), apesar de esse efeito
ter ocorrido para uma concentracdo dupla da Urtica dioica. De facto, para iguais
concentracdes (175 pg/mL) foi marcadamente superior a actividade inibitéria do NO,
para a Urtica dioica, o que permite inferir a sua maior actividade para menores

concentracdes de extracto.
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Figura 14. Efeito dos extractos de Urtica dioica (UdT), Urtica urens (UuT) e Urtica membranacea
(UmT) na producdo de NO em células RAW 264.7 activadas por 1 pg/mL de LPS. Os resultados
foram expressos em percentagem de produgdo maxima de LPS em culturas de células com LPS.
Cada valor representa a médiaterro-padrao de pelo menos 3 experiéncias independentes (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, comparado com LPS).

E ja reconhecida a actividade anti-inflamatoria de &cidos fendlicos (Vermerris &
Nicholson, 2006) e flavonoides (Nijvdelt et al., 2001), tanto pela sua ac¢do inibitéria de
enzimas que sintetizam mediadores inflamatérios, como pela sua capacidade de reagir
com radicais livres, também envolvidos no processo inflamatorio, além de outros
mecanismos de ac¢do (Pietta, 2000; Seyoum, Asres, & EI-fiky, 2006). A presenca de
derivados fendlicos, nomeadamente de &cidos clorogénicos em Urtica dioica podera
estar relacionada, pelo menos em parte, com a capacidade do extracto diminuir a
producdo de oxido nitrico (Marrassini et al., 2010). De entre os flavonoides, o
maioritario é um glicdsido da quercetina, a quercetina-O-rutinosido (rutina). Em ensaios
in vitro e em modelos animais, este flavonoide tem evidenciado propriedades anti-
inflamatdrias (Chen et al., 2005), pelo que também pode contribuir para a actividade

demonstrada nesta planta.
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A forte presenca de flavonas, como derivados da luteolina e apigenina, com
reconhecida capacidade de reduzir a producdo de NO (Matsuda, Morikawa, Ando,
Toguchida, & Yoshikawa, 2003), em Urtica membranacea permite associar a sua

actividade anti-inflamatoria a estes compostos.

4.1.2.2.3 Determinacao da capacidade sequestrante do 6xido nitrico

O efeito scavenging/captador de NO dos extractos de Urtica dioica, Urtica
urens e Urtica membranacea foi avaliado sobre o sobrenadante dos extractos incubados
com o indutor de NO, o SNAP, por recurso a reaccdo de Griess. Apesar de a amostra
UdT 175 pg/mL ter diminuido em cerca de 34 % a SNAP, ndo se considerou existirem
diferencas significativas esta amostra, 0 mesmo se tendo verificado para as restantes

(Figura) para nenhuma das amostras testadas.
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Figura 15. Efeitos na actividade captadora de 6xido nitrico pelos extractos de Urtica dioica (UdT),
Urtica urens (UuT) e Urtica membranacea (UmT). Diferentes concentragdes dos extractos foram
incubadas com 0,9 uL/mL de SNAP (100 mM). Os resultados foram expressos em percentagem de
producdo SNAP em presenca dos extractos. Cada valor representa a médiaterro-padrdo de pelo
menos 3 experiéncias independentes.
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4.1.2.2.2 Viabilidade Celular

O efeito citotoxico dos extractos foi avaliado na presenca e na auséncia de LPS, pelo
ensaio MTT, tendo evidenciado o0 mesmo comportamento. Na Figura 16 apresentam-se
os resultados de células ndo estimuladas pelo LPS, podendo verificar-se que nenhuma
das amostras testadas demonstrou afectar significativamente a viabilidade celular,
mesmo para as concentragdes mais eficazes: 175 pug/mL da Urtica dioica e 350 pg/mL
da Urtica urens. Curiosamente, para a Urtica membranacea, as concentracgoes testadas

demonstraram um acréscimo da viabilidade/multiplicacdo celular.
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Figura 16. Efeito na viabilidade celular dos extractos de Urtica dioica (UdT), Urtica urens (UuT) e
Urtica membrancea (UmT). Os resultados foram expressos em percentagem de viabilidade celular,
em culturas de células RAW 264.7 em meio de cultura. Cada valor representa a médiazerro-padréo
de pelo menos trés experiéncias independentes.

Uma vez que ocorreu uma consideravel reducdo na producao de nitritos, por parte
das amostras (Figura 16) e que os resultados da actividade captadora de o0xido nitrico
ndo apresentam a mesma percentagem de reducdo, pode inferir-se a capacidade de
reduzir a producéo de nitritos estara provavelmente relacionada com outros mecanismos

de accdo, por parte dos compostos presentes nas espécies de urtigas, ndo sendo de
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excluir a hipdtese de se dever a uma accao inibitéria da iINOS (Lopez-Posada et al.,
2008).

4.1.2.3 Anti-microbiana

A avaliacdo da actividade anti-microbiana efectuou-se através da incubacéo dos
extractos com os dermat6fitos em estudo, como descrito anteriormente. Como se pode
ver na Tabela 15, o extracto correspondente a parte aérea de Urtica dioica revelou a
maior capacidade de inibir o crescimento de dermatofitos, particularmente para o
Microsporum canis, para o qual a concentracdo de 0,4 mg/mL foi suficiente para inibir
0 crescimento do fungo. O crescimento de Trichophyton rubrum foi também inibido
pelo extracto de Urtica dioica, a 0,8 mg/mL

Quanto aos extractos da Urtica urens e Urtica membranacea verificou-se, para o

Microsporum canis uma inibi¢do do crescimento, numa concentracao de 0,8 mg/mL.

Relativamente a capacidade letal das amostras relativamente aos dermatofitos
testados, 0 extracto correspondente a parte aérea de Urtica dioica demonstrou, para a
concentracdo de 0,4 mg/mL, ser letal para M. canis. Para 0 mesmo fungo, o extracto de
Urtica urens e Urtica membranacea revelaram também capacidade letal, numa
concentracdo de 0,8 mg/mL. Para os outros dermatéfitos testados ndo houve actividade

letal por parte dos extractos de urtigas.

85



98

“(AJIN) lwyBri wa sossaidxa a ogdin|IpoLoew ap opolgwl Jod sopeuIWIalap Welo DTN 3 DN

“(AJA) 1wy wa sossaidxa 8 0BdIN|IpoJoew ap 0polsw Jod sopeulalap weloy OIA 8 JIIN

WNS0990|}
97 97 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8'0<
uolAydowapid3
SJARS 8¢T 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8'0 < wnasdAB “ |
8¢T 8¢t 8'0 8'0 8'0 8'0 7’0 7’0 S1UBD WNI0dSOIIN
8¢T< 8¢1I< 8'0< 80< 8'0< 8'0 < 8'0 < 80 < WNSOJNJIBA * |
a[enBipJaiul
8TI< 8Z1 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8'0<
“Jen salAydoabeluaw |
79 97 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8°0< wnagna "1
sa1AydoiBeuaw
¥9-¢¢ 2€-97 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8'0< 8'0<
uojAydoyoni
J71IN OIIN J7TIN JIIN J7TIN JIIN J71IN JIIN
©Lwn) © (LnN) @ LPN)
@ eadRURIqUBW BININ suaan eaIN ©J101p BN

"Sauapuadapul selougLIadxa
senp sousw ojad ap eipaw e vluasaidal JojeA eped (DTIN) BLIONQIU| [e197] OBIRIUSIUOD 3 (DIIA) BLIONQIU| BWIUJA 0BIRIUSU0D OWO0I SOSSaIdXa Wrloy
sopeynsal SO "Solorew.sp sobuny ap 0lusWI3Sa1d ou (L wn) eadeuraqusw BN 8 (1nN) sualn eaun ‘(1pn) ealoIp eaN ap So010eIIXs Sop olsy3 'vT elaqeL

0BSSNoSI @ SOpe)NSay |



| Resultados e Discusséo

Também para a actividade anti-fungica, a Urtica dioica demonstrou ter o maior
potencial, sendo que a forte presenca de compostos hidroxilados, como éacidos fenolicos
e flavondides, remeterd para uma acgdo inibitoria no crescimento dos fungos. A
presenca de rutindsidos de quercetina, campferol e isoramnetina, flavonoides do tipo
flavonol, tém comprovada actividade anti-microbiana (Cushnie & Lamb, 2005), pelo
que podem contribuir para esta actividade.

4.2 Orgaos isolados da parte aérea

4.2.1 Caracterizacao fitoquimica
4.2.1.1 Métodos espectrofotométricos

A dosagem de compostos fenolicos foi inicialmente realizada recorrendo aos
ensaios espectrofotométricos para avaliar os fenois, flavondides e acidos
hidroxicindmicos totais nos diversos orgdos aéreos (flores, folhas, e caules) de Urtica
dioica. Estabeleceu-se uma comparacdo entre os trés ensaios, 0s 0rgdos e a amostra
constituida pela parte aérea - UdT. Como se pode ver na Figura 17 e na Tabela 16, a
amostra UdT apresenta o maior conteudo em fenois totais, de 7,9 %. De entre os
diversos 0rgdos, os caules desta planta UdC foram os que revelaram menor contetdo
em fenois, com 3,89 %; enquanto as flores — UdFI mostraram a maior concentracdo em
fendis, 7,25 %.

Quanto aos flavondides, as flores foram as que maior concentracdo mostraram,
2,29 % e as folhas — UdF, o menor conteddo com 0,25 %, sendo que a amostra UdT
apresentou 0 menor contetdo em flavonoides, com 0,22 %. A dosagem de &cidos
hidroxicinamicos totais permitiu detectar o maior contetdo para as folhas - UdF, com

7,51 % apresentando os caules o menor conteddo em acidos hidroxicindmicos, 2,08 %.
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FENOIS FLAVONOIDES ACIDOS HIDROXICINAMICOS

Figura 17. Teor de fendis, flavondides e acidos hidroxicindmicos totais nos extractos da parte aérea
de Urtica dioica (UdT), flores de Urtica dioica (UdFI), folhas de Urtica dioica (UdF) e caules de
Urtica dioica (UdC). Os resultados foram expressos em % por 100 g dos extractos liofilizados.

Tabela 16. Dosagem de fendis, flavondides e acidos hidroxicinamicos totais, para as amostras UdT,
UdFI, UdF e UdC.

Ensaio Amostras
(%)
udT UdFI UdF udC
FENOIS 7,90% 7,25% 7,20% 3,89%
FLAVONOIDES 0,22% 2,29% 0,25% 1,39%
ACIDOS HIDROXICINAMICOS 2,54% 2,57% 7,51% 2,08%

4.2.2 Actividades bioldgicas
4.2.2.1 Anti-oxidante

A actividade anti-oxidante foi avaliada através da capacidade de captacdo ou
inibicdo da producdo dos radicais DPPH, ABTS-peroxidase, ABTS-persulfato e FRAP,
pelos extractos correspondentes a parte aérea de Urtica dioica (UdT), flores (UdFI),
folhas (UdF) e caules (UdC). A comparacdo entre as amostras e os diferentes ensaios
estd representada na Figura 18 e os valores ilustrados na Tabela 17. As amostras
correspondentes as folhas e flores de Urtica dioica (UdF e UdFI) demonstraram ter um
potencial anti-oxidante superior ao da UdT e ao dos caules, para todos o0s ensaios, com

valores TEAC inferiores a 2,83, como se pode ver na Tabela 17.
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Para os 6rgéaos aéreos nao foi relevante a diferenca dos ensaios do ABTS a pH
acido, o que pode sugerir a mais-valia destas partes da planta, de per si, como bons anti-
oxidantes a nivel bioldgico.

udT UdFI UdF UdC
DPPH ABTS PEROXIDASE ABTS PERSULFATO FRAP

Figura 18. Avaliagdo da actividade anti-oxidante, expressa em TEAC, para os teste do DPPH,
ABTS-peroxidase, ABTS-persulfato e FRAP, a que foram sujeitos os extractos de Urtica dioica
(UdT), flores de Urtica dioica (UdFI), folhas de Urtica dioica (UdF) e caules de Urtica dioica
(UdC).

Tabela 17. Actividade anti-radicalar dos extractos de Urtica dioica (UdT), flores de Urtica dioica
(UdFI), folhas de Urtica dioica (UdF) e caules de Urtica dioica (UdC), expressa em valor TEAC.

ENSAIO AMOSTRA
udT UdFlI UdF udC
DPPH 2,81 1,64 1,34 3,65
ABTS-PEROXIDASE 11,62 1,75 1,16 2,62
ABTS-PERSULFATO 2,60 1,31 1,44 2,79
FRAP 3,84 2,71 2,38 521

4.2.2.2 Anti-inflamatéria
4.2.2.2.1 Avaliacdo da capacidade inibitoria do éxido nitrico( NO)

O efeito dos extractos correspondentes as partes totais de Urtica dioica (udT),
flores (UdFI), folhas (UdF) e caules (UdC) de Urtica dioica, na producdo de NO foi
feito em culturas de células RAW 264.7 estimuladas por LPS. Mediram-se 0s nitritos

libertados no sobrenadante das culturas celulares, através da reaccdo de Griess, em
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celulas, previamente tratadas com uma gama de concentragdes dos extractos, e depois
estimuladas com LPS, de modo a estimular a libertagdo de mediadores inflamatérios,
como NO. A producéo de NO avaliou-se pela determinagéo da concentracdo de nitritos
presentes nos sobrenadantes das culturas celulares, ap6s 24 h de tratamento.

Todas as amostras revelaram diminuir a producdo de nitritos, embora a
diferentes concentracdes. A amostra das partes totais de Urtica dioica (UdT),
demonstrou diminuir a producdo de nitritos para todas as concentracfes testadas, sendo
que a concentracao de 175 pg/mL reduziu em cerca de 42 % a producdo de nitritos. A
amostra (UdF) reduziu em cerca de 32 % a producéo de nitritos, enquanto as flores e os
caules, para as mesmas concentracfes, 200 pg/mL, apesar de terem também inibido o

NO, fizeram-no numa menor percentagem.

E de destacar que a reducdo na producdo de nitritos por parte dos 6rgdos
individualizados ndo foi de tanta relevancia como a da amostra correspondente a parte
aerea total de Urtica dioica. Esta diferenca pode dever-se a um efeito sinergético ou

ampliado dos compostos presentes nos diversos 0rgédos que foram estudados.
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Figura 19. Efeito dos extractos na producdo de NO em células RAW 264.7 estimuladas com 1
pg/mL de LPS. Os resultados foram expressos em percentagem de producdo maxima de LPS, em
culturas de células com LPS. Cada valor representa a médiaterro-padrdo de cada amostra, testada
em pelo menos trés experiéncias independente (**p<0,01, ***p<0,001, comparado com LPS).

90



| Resultados e Discusséo

4.2.2.2.3 Determinacao da capacidade sequestrante do 6xido nitrico

O efeito scavenging/captador de NO dos extractos de Urtica dioica e das suas
flores, folhas e caules foi feito com o sobrenadante dos extractos incubados com SNAP,

com recurso a reacao de Griess.

Todas as amostras demonstraram capacidade de reducdo da SNAP. No entanto,
as flores e os caules foram os que evidenciaram maior capacidade sequestrante, 50 % e
56 %, respectivamente, para maior concentracédo testada (200 pg/mL), como se pode ver
na Figura 20.

Os resultados relativos a diminuicdo na producdo de nitritos sdo bastante
concordantes com os resultados de reducdo da SNAP, sendo esta ainda mais notdria.
Contrariamente ao que se verificou para UdT, no caso dos 6rgéaos aéreos diferenciados,
a diminuicdo na producdo de nitritos pode estar significativamente relacionada com a

actividade captadora do radical NO.
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Figura 20. Efeitos na actividade captadora de 6xido nitrico pelos extractos da parte aérea total de
Urtica dioica (UdT), flores (UdFI), folhas (UdF) e caules (UdC). Diferentes concentracdes dos
extractos foram incubadas com 0,9 pL/mL de SNAP (100 mM). Os resultados foram expressos em
percentagem de producdo SNAP em presenca dos extractos. Cada valor representa a médiaterro-
padrdo de pelo menos 3 experiéncias independentes (*p<0,05, **p<0,01, comparado com SNAP).
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4.2.2.2.2. Viabilidade Celular

O efeito citotoxico dos extractos de Urtica dioica e seus varios orgaos — flores,
folhas e caules — foi avaliado de acordo com o ensaio MTT, em culturas de células
RAW 264.7 sem estimulo e estimuladas por LPS. Os dados apresentados na Figura 20
sdo relativos as culturas de células ndo estimuladas, de modo a avaliar o efeito dos
extractos. Nenhuma das amostras afectou de modo significativo a viabilidade celular;

mesmo nas concentrages mais eficazes.

Curiosamente, verificou-se que, para as folhas, flores e caules, em concentracdes
mais baixas, embora destituidas de actividade anti-inflamatéria parecem estimular a
proliferacdo celular.
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Figura 21. Efeito na viabilidade celular dos extractos da parte aérea total de Urtica dioica (UdT),
flores (UdFI), folhas (UdF) e caules (UdC). Os resultados foram expressos em percentagem de
controlo, em culturas de células RAW 264.7 em meio de cultura. Cada valor representa a
médiaterro-padrdo de pelo menos trés experiéncias independentes (*p<0,05, comparado com
Controlo).
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4.3 Germinagao e cultivo de Urtica dioica

4.3.1 Avaliagéo da germinagéo de sementes

A avaliacdo da germinacdo de sementes de Urtica dioica foi optimizada colocando
as sementes a germinar directamente em meio de cultura MS, de concentragdo total
reduzida para 1/4, como anteriormente descrito. Os resultados da germinagdo de
sementes revelaram-se bastante favoraveis, tendo sida viavel a germinacdo em cerca de
65 % das réplicas efectuadas. Fez-se uma avaliacdo visual todas as semanas, de modo a
detectar possiveis contaminagdes e sementes ndo germinadas (Figura 22). A reducdo
dos componentes do Meio MS demonstrou ser um Optimo método para germinagdo de

sementes de urtiga in vitro.

Figura 22. Avaliacdo da germinacdo de sementes de Urtica dioica,
em Meio de cultura MS 25 %, ap0s 2 semanas.

4.3.2 Propagacéo de plantas

Apls a germinacdo das sementes e crescimento das plantulas, preparou-se
novamente Meio de cultura MS 25 %, com a adi¢do do regulador de Crescimento BAP,
como descrito anteriormente. Isolaram-se 0s apices caulinares das plantulas e
colocaram-se no novo meio de cultura. Os resultados da propagacdo provaram ser muito
promissores, uma vez que a taxa de propagacdo foi de cerca de 90 %. O
desenvolvimento de meristemas axilares foi particularmente notério em meios com
BAP 0,1 mg/mL, apesar de estudos anteriores como (Gatti, Di Virgilio, Baronti, et al.,
2008) referirem concentracfes superiores de reguladores de crescimento para a
propagacgdo, sendo que o enraizamento e desenvolvimento axilar ocorreu em todas as

réplicas, como se pode ver na Figura 23.
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Figura 23 Avaliacdo da propagacdo de Urtica dioica em

Meio de cultura MS 25 %, ap6s 4 semanas.
4.3.2 Aclimatizacdo de plantas

A aclimatizacdo das plantas demonstrou um favoravel enraizamento e crescimento

das plantas. Sem recurso a reguladores de crescimento (Ammarellou et al., 2012), as
urtigas foram passadas para solo, mantendo-se na camara de cultura, tendo enraizado e
prosseguido o seu desenvolvimento. N&o se registaram diferencas entre as plantas
propagadas com diferentes concentracfes do regulador de crescimento. Em cerca de 5
semanas as plantas demonstraram um elevado desenvolvimento e encontram-se no
inicio da fase de floracdo (Figura 24).

Figura 24. Aclimatizagdo de Urtica dioica, em cAmara de cultura. A - semana 1; B - semana 2; C - semana 3;
D - semana 4; E - semana 5
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A elaboragdo do presente trabalho permitiu destacar Urtica dioica como espécie
promissora para investigacdo e futuras aplicacbes comerciais. Revelando um forte
potencial anti-oxidante, anti-inflamatério e anti-fingico, devido & abundante
concentracdo em acidos fenolicos e a presenca de flavonodides, bem como uma 6ptima
resposta ao cultivo in vitro, e posterior aclimatizagdo, Urtica dioica é uma espécie de

grande interesse fitoterapéutico e nutracéutico.

Foi realizado o rastreio de actividades bioldgicas em Urtica dioica, Urtica urens e
Urtica membranacea avaliando a actividade anti-oxidante, anti-inflamatéria e anti-
fungica. Das trés espécies em estudo, através dos extractos correspondentes a parte
aérea de cada planta, Urtica dioica revelou ter o maior potencial bioactivo, para as trés
actividades estudadas. E particularmente notéria a actividade anti-oxidante e anti-
inflamatdria desta espécie, com resultados bastantes favoraveis a uma possivel

aplicacdo industrial.

Urtica membranacea, espécie cuja distribuicao esta restrita a regido Mediterranica, e
pela primeira vez analisada pelo seu potencial bioactivo, demonstrou ter também

potencial para futuras aplicaces.

A identificacdo dos principais fito-constituintes, nas trés espécies indicadas, com
particular incidéncia sobre os compostos fenolicos, foi realizada com recurso a
cromatografia liquida de alta resolucdo acoplada a dois detectores: fotodiodos e
espectrometro de massa. Particularmente rica em derivados do acido cafeico e com a
presenca de flavondides, como glicosidos da quercetina e da isoramnetina, foi possivel
detectar para Urtica dioica a relacdo intrinseca entre a sua constituicdo em fendis e as
bioactividades demonstradas. O acido cafeoiltartarico e o p-cumaroilmalato foram pela

primeira vez descritos para esta espécie.

Foram também, pela primeira vez, identificados em Urtica urens os acidos
fendlicos: 3-O-cafeoilquinico, 4-O-cafeoilquinico e 5-O-cafeoilquinico, e o0 p-cumaroil-

cafeoilquinico, e o flavonoide diosmetina-O-rutindsido.

E de destacar que para Urtica membranacea nunca tinha sido efectuada uma anélise
da sua constituicdo fendlica, sendo por isso a primeira vez que se identificam todos os
compostos referidos, que se caracterizam pela diversidade estrutural dos seus

flavondides.
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A presenca dos fito-constituintes de interesse e as actividades demonstradas pelas
espécies, permitem estabelecer uma correlacdo entre a presenca dos compostos, de
comprovada accdo anti-radicalar, para todas as espécies avaliadas e a forte actividade
anti-oxidante demonstrada, para todos os ensaios com base nos radicais DPPH, ABTS e
FRAP. Também a actividade anti-inflamatoria, avaliada em culturas celulares RAW
264.7, estimuladas com LPS para o aumento da producédo de nitritos, foi avaliada para
as espécies em estudo; ndao se encontrou uma relacdo entre a actividade captadora do
radical NO, atraves da SNAP, e a actividade anti-inflamatéria detectada. Nenhuma das
amostras referentes as trés espécies de urtiga demonstrou afectar a viabilidade celular de

acordo com o ensaio MTT, mesmo para as concentrages mais eficazes.

N&o sé rica em acidos fendlicos, possuindo também flavondides, e demonstrando
uma forte accdo nas actividades bioldgicas estudadas, procedeu-se a identificacdo do
potencial bioactivo para os diversos Orgdos aéreos de Urtica dioica (flores, folhas,
caules). Os extractos obtidos demonstraram uma forte actividade anti-oxidante/anti-
radicalar, superior a da amostra da parte aérea total da mesma espécie, e também
actividade anti-inflamatéria. A avaliacdo da citotoxicidade demonstrou que nenhuma
das amostras parcelares afecta a viabilidade celular, mesmo nas concentragfes mais

eficazes.

A amostra correspondente as folhas revelou o maior potencial, para todas as
bioactividades estudadas. Deste modo, para futuras estudos, as folhas de Urtica dioica

sdo 0 6rgdo mais promissor.

De modo a poder viabilizar uma futura aplicacdo de Urtica dioica para fins
comerciais, avaliou-se a viabilidade da germinacédo e cultivo da espécie. A optimizacao
dos métodos de germinacdo foi efectuada com sucesso, bem como a propagacdo e
aclimatizacdo das urtigas. Confirma-se assim a exequibilidade do cultivo de Urtica

dioica.

Os usos tradicionais de urtigas destacam esta espécie para estudos de comprovacao
das actividades e avaliacdo acerca dos seus mecanismos de actuacdo. No presente
trabalho, Urtica dioica revelou ser a espécie mais promissora para futuros estudos, que
englobem desde um estudo aprofundado sobre 0s mecanismos de accdo nas
bioactividades registadas e a viabilidade celular em vérias culturas celulares, de acordo

com a aplicagdo que se pretender dar a esta planta.
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