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RESUMO

A Artemisia annua é uma planta com diversos beneficios e importantes propriedades, um desses
beneficios € sua atividade antioxidante. Devido a importancia desses compostos antioxidantes,
o trabalho teve como objetivo estudar diferentes métodos de atividade antioxidante na planta e
avaliar o teor de compostos fendlicos na planta A. annua, utilizando trés métodos de preparo
do cha da referida planta. No primeiro método de preparo do chd, as folhas foram fervidas em
dgua durante 10 minutos, deixadas em repouso e filtrada. No segundo, foi adicionada dgua
fervente nas folhas secas, agitada, deixada em repouso durante 10 minutos, e filtrada. E no
terceiro método, apds a adicdo de dgua fervente, a mistura foi agitada e coberta durante 10
minutos e em seguida, filtrada. Apds esse procedimento, foram feitas as atividades
antioxidantes, pelos métodos de DPPH, ABTS e o teor de compostos fendlicos foi determinado
pelo reagente Folin-Ciocalteu. Nota-se que nos resultados obtidos pelos métodos DPPH e
ABTS, todas as amostras e o padrio BHT apresentaram uma atividade dose dependente, ou
seja, a medida em que aumentou a concentracao a atividade antioxidante aumentou. Observou-
se nos dois métodos que, a amostra que teve maior atividade antioxidante foi a que as folhas
foram fervidas em dgua durante 10 minutos. Isso corrobora com os resultados obtidos pelo
método de Folin-Ciocalteu onde o mesmo tratamento foi que obteve maior teor de compostos
fendlicos. A andlise antioxidante demonstrou que o chd da A. annua tem uma capacidade
elevada de reduzir os radicais DPPH e ABTS e possui um significativo teor de fenodlicos

demonstrando acdo antioxidante natural.

Palavras chaves: DPPH; ABTS; Antioxidante; Radical livre; Fendlicos; Extrato da planta.



ABSTRACT

Artemisia annua, is a plant with several important benefits and properties and an antioxidant.
Due to the importance, the antioxidants, the work with the objective, perform different methods
of antioxidant activity and evaluate the content of phenolic compounds in the plant. A. annua,
use three methods of preparation of tea from the direct plant. It is not the first method of tea
preparation, as leaves were boiled in water for 10 minutes, allowed to stand and filtered. In the
second, boiling water was added to the dried leaves, stirred, allowed to stand for 10 minutes,
and filtered. And in the third method, after an addition of boiling water, a mixture held in the
decade 10 minutes and then filtered. After this procedure, they were made as antioxidant
activities, by the DPPH methods, ABTS and the phenolic compounds content were determined
by the Folin-Ciocalteu reagent. It is noted that in the results obtained by DPPH and ABTS
methods, all samples and the BHT standard showed a dose-dependent activity, that is, a measure
in which increased concentration increased antioxidant activity. It was observed in the two
methods that the sample that had the highest antioxidant activity was that as leaves were boiled
in water for 10 minutes. This corroborates with the results obtained by the method of Folin-
Ciocalteu where the same treatment is the best content of phenolic compounds. An antioxidant
analysis demonstrated that A. annua tea has a high capacity of reducing radicals DPPH and

ABTS and has a phenolic content demonstrating natural antioxidant action.

Key words: DPPH; ABTS; Antioxidant; Free radicals; Phenolic; Plant extract.
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1 INTRODUCAO

A Artemisia annua, conhecida por qinghao, é uma planta com diversos beneficios e
importantes propriedades como inseticida, herbicida e antiulcerogénica. Ela € utilizada no
tratamento de febre, ldpus eritematoso e principalmente no tratamento de maldria, além de
apresentar componentes que ainda estao sendo estudados, em trabalhos como Efferth (2017);
Cai et al., (2004); Prota (2015), com a capacidade de “eliminarem” as células cancerosas.

A A. annua apresenta como um dos seus compostos a artemisinina, seu principal
principio ativo utilizado nos tratamentos de maldria, febres, entre outros. De acordo com Hsu
(2006), a estrutura quimica presente no extrato aquoso da A. annua analisado foi identificada
no final dos anos 70. No entanto, a producdo farmac€utica de medicamentos contendo esse
composto teve inicio apenas em 1986, quando a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
comecou a investigar a artemisinina e seus derivados e os produziu em grande escala desde
2004.

Os chas cada vez mais tém atraido muita aten¢do, principalmente nos ultimos anos,
devido a sua capacidade antioxidante e sua abundéncia na dieta de milhares de pessoas em todo
o mundo. Possuem diversos beneficios e sdo ricos em catequinas, uma das seis classes dos
flavondides. As catequinas dos chds apresentam propriedades bioldgicas como atividade
antioxidante e sdo sequestradoras de radicais livres (ASSOLINI; TEDESCO; CARPES, 2006).

A infusdo cldssica da planta € um método que extrai uma fonte rica em compostos
fendlicos antioxidantes e artemisinina (RATH et al., 2004; ROSTKOWSKA, 2012), sendo que
o conteido dos flavonoides parece acumular em maiores quantidades durante o florescimento
da planta (ROSTKOWSKA, 2012). A infusdo consiste em despejar dgua fervendo em um
recipiente fechado ou ndo com a planta dentro e deixé-la repousar por um determinado tempo.
Outro processo € a decoc¢do, que consiste em colocar a erva em um recipiente com agua fria e
cozinhar de cinco a trinta minutos, dependendo da erva utilizada. Esse outro método geralmente
¢ utilizado para cozimento de raizes e ervas secas (BADKE et al., 2011).

Pesquisas nacionais e internacionais sobre a propriedade antioxidante de vegetais e
plantas foram realizadas nas ultimas décadas em decorréncia da busca de um estilo de vida mais
sauddvel e da constatacdo de que certos alimentos apresentam substincias biologicamente
ativas que trazem beneficios a saide ou efeitos fisiologicos desejaveis. Com isso, plantas e
vegetais que apresentam propriedade antioxidante integram o grupo dos alimentos que contém
essas substincias, denominadas funcionais, por estarem potencialmente envolvidas na reducao

do risco de doengas (SOUZA, 2013).
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Os antioxidantes podem ser definidos como substincias capazes de retardar ou inibir
a oxidagdo de substratos oxiddveis, podendo ser enzimédticos ou ndo enzimaticos. O consumo
de antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos, presentes na maioria das plantas, estao
associados a uma menor incidéncia de doengas relacionadas com o estresse oxidativo (DROGE,
2002; ASSOLINI; TEDESCO; CARPES, 2006).

Diversas técnicas sdo utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro de
extratos de plantas, que resultam em uma selecao de substancias ou misturas como o ABTS
(2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfonico]), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
fendlicos totais entre outras. A eficiéncia antioxidante de compostos depende de sua estrutura
e concentracdo, além de ser influenciada pelo substrato utilizado no ensaio, pelo solvente e pela
técnica de extragdo, bem como pelo tempo e temperatura utilizados. Embora haja uma
diversidade de métodos para avaliar a capacidade antioxidante, ndo existe um procedimento
metodoldgico universal. Assim, as metodologias utilizadas devem ser validadas e padronizadas.
Dessa forma, € importante avaliar a capacidade antioxidante por diferentes ensaios, com
fundamentos e mecanismos de a¢do diferentes (PINHEIRO; CARPES, 2012).

Compostos com atividade antioxidante presentes nos alimentos e plantas vem sendo
cada vez mais estudados, devido a sua importancia ao nosso organismo, protegendo dos radicais
livres que podem causar danos ao DNA, lipideos e dessa forma resultar em doencas como o
cancer. Resultados preliminares demonstram que a A. annua pode ser utilizada como um
antioxidante natural, possuindo assim um efeito bioativo benéfico além de vérios outros efeitos
fisiolégicos. Assim, a realizacdo de novos estudos que avaliem a atividade antioxidante do

extrato é de extrema importancia.
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2 OBJETIVO

Realizar diferentes métodos de atividade antioxidante e também avaliar o teor de
compostos fendlicos presentes na planta A. annua, utilizando diferentes métodos de preparo do

chd da referida planta.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Artemisia annua

A Artemisia annua ¢ uma planta que pertence a familia Asteraceae que engloba mais
de 300 espécies (ROSTKOWSKA, 2012). Essa espécie recebe o nome de annua por ser a tinica
da familia com ciclo anual. E originaria da China e conhecida como “quinghao”, que significa
erva verde (SILVA, 2009). Ela é uma espécie altamente aromatica, herbacea e sua altura pode
variar entre 30 e 250 cm, fator esse dependente da sua localizacio e de caracteres agrondmicos
durante seu crescimento. As flores da A. annua sdo heterogdmicas, com coloragdo amarelada
que variam de 2 a 3 mm (ROSTKOWSKA, 2012).

A A. annua € utilizada pela medicina tradicional chinesa para o tratamento de febre e
maldria (SILVA, 2009). De acordo com Prota (2015), a planta apresenta componentes capazes
de matarem além dos parasitas da maldria, as células cancerosas, sendo uma nova alternativa
no tratamento do cincer. Ela também € utilizada no tratamento das crises de febre e no
tratamento do lupus eritematoso e apresenta propriedades como inseticida, herbicida e
antiulcerogénica (LORENZI; MATOS, 2008). Tem grande importancia principalmente por ser
a principal fonte natural vidvel para a extracdo de artemisinina, seu principal principio ativo,
que € uma lactona sesquiterpénica (CONDORI, 2005; SILVA, 2009).

Além da planta possuir essa importante propriedade quimica devido a esse composto,
existem também aplicacdes funcionais dos extratos, como o etandlico de A. annua, que
apresenta atividade antiulcerogénica e antitumoral. E seu 6leo essencial, que apresenta

atividade repelente, antibacteriana e antioxidante (CONDORI, 2005).

3.2 Cha

O ché de A. annua, é utilizado ha mais de dois mil anos principalmente para o
tratamento de febre e maldria (BRAZ FILHO, 2010). Sendo que como remédio para o
tratamento da maldria, a atual farmacopéia da Republica da China, recomenda o preparo de uma
dose didria de 4,5 a 9 g de folhas secas de A. annua em 1 litro de 4gua fervente (infusio) (RATH
et al.,, 2004). Um estudo realizado para o tratamento da maldria com essas recomendacdes
demonstrou um eficiente controle do parasitismo (ROSTKOWSKA, 2012).

Os chas ingeridos na forma de infusdo contribuem para a extragdo dos compostos

fendlicos, compostos esses benéficos a saide (ASSOLINI; TEDESCO; CARPES, 2006).
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Assim, 0 uso como infusdo representa uma alternativa vidvel e segura, como solu¢do em alguns
paises onde o principio ativo ou seus derivativos ndo chegam a populacdo carente que necessita
da medicacdo. Com isso, a artemisinina e vérios flavonoides que ji foram isolados da planta
estdo sendo cada vez mais estudados para sua atividade antimaldrica, anticancerigena,
antioxidante ou outras funcdes bioldgicas relevantes em ensaios in vivo e in Vitro
(ROSTKOWSKA, 2012).

Alguns estudos realizados na China mostraram que a utiliza¢do de 72 a 125 g de folhas
secas por dia durante trés dias consecutivos sdo altamente eficientes no tratamento da malaria.
E outros demonstraram que a infusdo de A. annua é segura também para gestantes (WILLCOX
et al., 2007; ROSTKOWSKA, 2012).

Pesquisas realizadas no Japao mostraram que o consumo de cinco ou mais xicaras de
cha por dia correlacionava-se negativamente com a recorréncia das Fases I e II do cancer de
mama em mulheres (JANKUN; SELMAN; SWIERCZ, 1997; ASSOLINI; TEDESCO;
CARPES, 2006).

A infusao de A. annua também € utilizada em medicina veterinaria, onde Lans et al.
(2007) utilizaram essa infusdo para o tratamento de verminoses e giardiase e verificaram
diminuicdo de 81,6% a 83,2% do desenvolvimento de Cryptosporidium parvum, quando
utilizaram a infusdo em camundongos. Outro estudo realizado por Bhakuni et al. (2001)
demonstraram atividades bioldgicas do extrato de A. annua no controle de infec¢des bacterianas

causadas por Salmonella typhi, Proteus vulgares, Staphylococcus aureus, como também sua

atividade alergénica (ROSTKOWSKA, 2012).

3.3 Antioxidante

O termo antioxidante de forma geral “sdo substincias que impedem a oxidagdo de
outras substancias quimicas”. Ou seja, sdo definidos como compostos capazes de retardar ou
inibir a oxidacao ocorrida em lipidios ou em outras moléculas, evitando o inicio ou bloqueando
a propagacao das reacdes de oxidacdo em cadeia de diferentes modos, como representado na

Figura 1 (ARAUJO, 2004; CRUZ, 2014).
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Figura 1 - Formacdo de radicais livres e possibilidades de controle com antioxidantes.
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Fonte: Aratjo (2004).

A importancia dos antioxidantes que inibem a oxida¢do de moléculas orgéanicas ndo é
somente na preservacdo de alimentos, mas também na defesa contra o stress oxidativo em
sistemas vitais (PINHEIRO; CARPES, 2012). Pois, os antioxidantes também atuam em
diferentes niveis na protecdo dos organismos, impedindo a formacdo de radicais livres, e
consequentemente seu ataque sobre lipidios, aminoécidos, as duplas ligagdes dos dcidos graxos
poliinsaturados e as bases do DNA. Isso evita a formacao de lesdes e a perda da integridade
celular, além de influenciar na reparacdo das lesdes causadas pelos radicais (removendo danos
da molécula de DNA e reconstituindo as membranas celulares danificadas) e ainda aumentar a
sintese de enzimas antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999; MIRANDA, 2010).

Nenhum antioxidante possui todas as caracteristicas de um oxidante “bom” ou
“perfeito”, como por exemplo: ser um composto biolégico naturalmente presente em tecidos
animais; ser ativo na protecdo de moléculas de proteinas e lipidios; ter uma boa
biodisponibilidade, apds administracdo tanto oral, quanto parenteral; ter meia vida longa; ser
ativo no espacgo intra e extracelular e ser capaz de cruzar a membrana celular intacto
(ROSTKOWSKA, 2012).

Esses compostos antioxidantes sdo aplicados na industria para diversas func¢des, como,
protecdo de cosméticos, farmacos e alimentos, prevenindo a sua decomposi¢ao oxidativa pela
acdo da luz, temperatura e umidade. Eles podem ser classificados quanto a afinidade quimica,
em lipofilicos, que s@o os que apresentam maior afinidade pela fase oleosa (tocoferdis, BHA,

BHT, GP e 4cido ascorbico) e hidrofilicos, que apresentam maior afinidade pela fase aquosa
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(combinagdes inorganicas contendo enxofre, combinagdes organicas sulfuradas e dacido
ascorbico) (MIRANDA, 2010).

Para minimizar os problemas da oxida¢do de alimentos, podem ser utilizados os
antioxidantes sintéticos. Esses apresentam problemas de solubilidade, alguns provocam sabores
estranhos e outros sdo altamente toxicos, limitando assim seu emprego em alimentos ou
material de embalagem, conforme o exigido pela legislacdo. Pode-se também utilizar os
antioxidantes naturais. Dessa forma, na escolha de um antioxidante, devem ser considerados
alguns fatores, como a legislagdo, o custo e se este ¢ um antioxidante natural ou sintético
(MIRANDA, 2010).

A eficiéncia antioxidante de um composto depende de sua estrutura e concentragao,
além de ser influenciada pelo substrato utilizado no ensaio, pelo solvente e pela técnica de
extracdo utilizada, bem como pelo tempo e temperatura utilizados. Além disso, a quantidade
desses compostos nos vegetais ¢ amplamente influenciada por fatores genéticos e condig¢des
ambientais, além do grau de maturacdo e variedade da planta, entre outros aspectos. Além da
diversidade de métodos para avaliar a capacidade antioxidante, ndo existe um procedimento
metodoldgico universal. Assim, as metodologias utilizadas devem ser validadas e padronizadas.
Dessa forma, é importante avaliar a capacidade antioxidante por diferentes ensaios, com
fundamentos e mecanismos de acdo diferentes (MIRANDA, 2010).

De acordo com Miranda (2010), os antioxidantes recebem a seguinte classificacao:

e Antioxidantes primarios: sdo compostos fendlicos que doam atomos de hidrogénio
aos radicais livres formados durante a iniciagdo ou propagacdo da reagdo, removendo-
os ou inativando-os, interrompendo a reacdo em cadeia. Como os polifendis, como
BHA, BHT, TBHQ (tert-butil-hidroquinona) e GP (galato de propila), que sdo
sintéticos, e tocoferdis, que sdo naturais;

e Antioxidantes sinergistas: atuam sinergisticamente. Possuem pouca ou nenhuma
atividade antioxidante, podendo aumentar a atividade dos antioxidantes primdrios
quando usados em associa¢do com eles;

e Antioxidantes removedores de oxigénio: capturam o oxigénio presente no meio, por
meio de reacdes quimicas estdveis, tornando-os indisponiveis para atuarem como
propagadores da autoxidag¢dao. Como o dcido ascorbico;

e Antioxidantes biolégicos: podem remover oxigénio ou compostos altamente reativos
de um sistema alimenticio, podendo ser incluidas enzimas, como glicose oxidase,

superdxido dismutase e catalases;
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e Antioxidantes quelantes ou sequestrantes: complexam fons metalicos, como cobre e
ferro, que catalisam a oxidagao lipidica, em que um par de elétrons nao compartilhado
na sua estrutura molecular promove essa acdo de complexacao;

e Antioxidantes mistos: sao compostos provenientes de plantas e animais, como

proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados dos terpenoides e dos fenilpropanoides.

Antioxidantes podem ser sintético ou natural. No entanto, mesmo com a alta efici€ncia
dos antioxidantes sintéticos cientificamente comprovada, a partir do inicio da década de 80, o
interesse em encontrar antioxidantes naturais para a utilizacdo na indudstria de alimentos,
aumentou consideravelmente, com o intuito de substituir os sintéticos, os quais tém sido
restringidos devido ao seu potencial de toxicidade (CRUZ, 2014).

Devido a isso, uma série de trabalhos visam estudar o potencial de extratos de diversas
fontes naturais a fim de substituir os antioxidantes sintéticos, que sdo largamente utilizados para
aumentar a vida util de alimentos lipidicos (DURAN; PADILLA, 1993). Além disso, o
crescente aumento da medicina alternativa e a atragdo pelo apelo de natural faz com que a
populacdo consuma cada vez mais produtos e/ou preparados contendo altas doses de
antioxidantes naturais (CRUZ, 2014).

Na literatura € encontrado muitos estudos e que muitas vezes possuem conclusodes
conflitantes sobre o real efeito no organismo dos antioxidantes sintéticos € naturais e se esses
realmente representam um risco a saide para humanos durante a ingestdo. Dessa forma, mais
trabalhos e pesquisas sdo fundamentais para verificar o efeito dos antioxidantes naturais no
organismo e nos alimentos, uma vez que esses compostos podem possuir efeitos indesejaveis
quando consumidos em doses acima do normal. E importante ressaltar, que tais estudos sio de
extrema importancia, devido a relevancia que os antioxidantes apresentam ndo s6 em aspectos
tecnoldgicos, mas também fisiologicos. Logo determinar concentracdes seguras de consumo e

evidenciar os efeitos desses, tornam-se questdes essenciais e imprescindiveis (CRUZ, 2014).

3.3.1 Antioxidante sintético

Antioxidantes sintéticos sdo compostos fendlicos que possuem substitutos de alquila.
Sdo bastante utilizados na industria de alimentos devido a sua alta capacidade antioxidante e
sua atuacdo no retardo das reacdes de oxidagdo (CRUZ, 2014).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos sdo os polifendis,

sendo os principais o butil hidroxianisol (BHA) (IUPAC: 2-terc-butil-4- metoxifenol), butil
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hidroxitolueno (BHT) (IUPAC: 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol), terc butil hidroquinona (TBHQ)
a (IUPAC: 2-terc-butilbenzeno-1,4-diol) e propil galato (PG) (IUPAC: propil 3,4,5-
trihidroxibenzoato), (Figura 2) . A estrutura destes compostos permite a doagdo de um préton
aum radical livre gerado no processo de oxidac¢do, interrompendo assim o mecanismo pelo qual
areacdo ocorre e a geracao de compostos indesejdveis as caracteristicas sensoriais e nutricionais
dos alimentos. Desse modo, os derivados fendlicos transformam-se em radicais livres que
possuem baixa reatividade gracas a estabilizacdo que a ressonincia do anel aromdtico

proporciona, ndo propagando ou promovendo as reacdes de oxida¢do (CRUZ, 2014).

Figura 2 — Estrutura de alguns antioxidantes sintéticos.
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Fonte: Ramalho; Jorge (2006).

Em razao dos riscos potenciais dos antioxidantes sintéticos sobre a saide, autoridades
governamentais e consumidores estdo voltados para questdes relacionadas a seguranga
alimentar e aos efeitos nocivos potenciais dos antioxidantes sintéticos na satude. Com isso,
pesquisas estdo voltadas para a procura de compostos naturais que exibam essa propriedade
funcional de antioxidacdo, atuando sozinhos ou sinergisticamente com outros aditivos, como

alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e reduzir o uso dos antioxidantes

sintéticos (RAMALHO; JORGE, 2006).
3.3.2 Antioxidante natural
Os antioxidantes naturais podem ser compostos fendlicos, quinona, lactona entre

outros. Eles compreendem uma vasta classe de compostos quimicos, que atuam de diferentes

meios na oxidagdo de lipidios, doando prétons (antioxidante primario), como 0s compostos
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fendlicos, e/ou quelando com catalisadores da reacdo de oxidagdo (sinergisticos), como 0s
acidos citrico e ascorbico. (CRUZ, 2014).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de diferentes matrizes alimentares ou
organicas, sendo muito comum a utilizacdo de vegetais e plantas. Estes abrangem uma série de
substancias quimicas com diferentes fun¢des organicas e mecanismos de atua¢do. Uma grande
quantidade de frutas, ervas e especiarias sdo fontes de compostos fendlicos. Essas substincias
frequentemente t€m demonstrado uma alta atividade antioxidante em sistemas in vitro, o que
sugere sua utilizacdo como conservante natural em alimentos propensos a oxidacao lipidica
(CRUZ, 2014).

Nos tdltimos anos, diversos pesquisadores tém descrito a presenca de antioxidantes e
compostos com atividade sequestradora de radicais em frutas, vegetais, ervas e extratos de
cereais. Entre os antioxidantes naturais mais utilizados, podem ser citados tocoferois,
compostos fendlicos e outros (RAMALHO; JORGE, 2006).

A utiliza¢do de antioxidantes naturais, apresenta vantagens devido a implicagdes na
area de saude, pois os consumidores estdo buscando cada vez mais alimentos ou aditivos
considerados naturais, € na funcionalidade, como, por exemplo, a maior solubilidade dos
antioxidantes naturais tanto em dgua como em 6leo, importante na preparacdo de emulsdes e
outras formulacdes, como os hidrogéis. H4 também vantagem em nivel preservacionista,
decorrente do aproveitamento dos residuos das inddstrias alimenticias, com destinacao
adequada desse residuo gerado, o que favorece o homem e o meio ambiente. Como exemplo,
destaca-se a industria de sucos e doces de frutas, que geram grande quantidade de sementes,
cascas e bagacos, que poderiam ser reaproveitadas como possiveis fontes de antioxidantes
naturais, em vez de serem desperdicadas (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007; MORALIS et
al., 2009).

H4 um grande interesse em ervas e especiarias como fontes naturais de antioxidantes,
destacando-se aquelas que sdo usadas ha muitos anos para realgar as caracteristicas sensoriais
dos alimentos, aumentando e/ou acrescentando sabor ao alimento, e, secundariamente, com
finalidade de conservacdo, devido as suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes
(MORAIS et al., 2009).

Na industria alimenticia, a oxidacdo lipidica € inibida por sequestradores de radicais
livres. Estudos tém demonstrado a possibilidade destes antioxidantes apresentarem alguns
efeitos toxicos. O galato de propila, por exemplo, quando em presenca de perdxido de
hidrogénio reage com fons ferrosos formando espécies reativas de oxigénio, as quais podem

posteriormente atacar alvos bioldgicos. Em funcdo dos possiveis problemas provocados pelo
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consumo de antioxidantes sintéticos, as pesquisas t€ém-se voltado no sentido de encontrar
produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou

fazer associacdo entre eles (SOUSA et al., 2007).

3.4 Métodos de avaliacio da atividade antioxidante

3.4.1 Método do sequestro do radical livre DPPH

O método de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) tem o
intuito de descobrir doadores de hidrogénio em produtos naturais, determinando o potencial
antioxidante principalmente em compostos fendlicos individuais e alimentos. E um dos
métodos mais utilizados para verificacdo da atividade antioxidante. A absorbancia encontrada
pela quantidade remanescente do radical DPPH depende e varia com os diferentes tipos e
concentracdes de antioxidantes (TIVERON, 2010). A Figura 3 ilustra a rea¢cdo do radical DPPH

com o antioxidante sintético BHT.

Figura 3 - Reagdo quimica entre o BHT e o radical DPPH
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Fonte: Tiveron (2010).

3.4.2 Método ABTS

O método do sequestro do radical ABTS 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) também é muito utilizado e simples de realizar. Assim como o radical DPPH, o
ABTS apresenta excelente estabilidade em determinadas condi¢des de andlise. Porém, de
acordo com Arnao (2000), esses radicais apresentam algumas diferencas, pois o radical DPPHe
ja vem pronto para uso e é solivel em solventes organicos, enquanto o ABTS necessita ser

gerado antes por reacdes quimicas (como o perssulfato de potdssio) ou enzimaéticas e, € solivel



21

tanto em 4gua como em solventes organicos, permitindo a andlise tanto de amostras hidrofilicas
como lipofilicas. A cor esverdeada representa a formacdo do radical ABTS e essa cor ocorre
devido a adi¢ao do perssulfato de potassio (TIVERON, 2010).

Conforme o antioxidante ¢ misturado com esse radical, ocorre a reducdao do ABTSe+
a ABTS, provocando a perda da coloragdo do meio reacional. O ABTSe+ apresenta forte
absor¢do no intervalo de 600 — 750 nm e pode ser facilmente determinado
espectrofotometricamente, sendo um radical estdvel na auséncia de antioxidantes (TTVERON,

2010). A Figura 4 representa a reacdo citada.

Figura 4 - Redugdo do ABTS por um antioxidante e sua formacao.
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Fonte: Huang; Ou; Prior, (2005).

3.5 Fenolicos Totais

Os compostos fenodlicos sdo definidos quimicamente como uma classe de substincias
organicas aromadticas com pelo menos um grupo hidroxila ligado diretamente a um anel
benzénico. Sao substincias conhecidas também por fornecer prote¢ao contra diversas doengas
como doenca cardiaca corondria, acidente vascular cerebral e certos tipos de canceres
(MIRANDA, 2010).

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fendis
simples, dcidos fendlicos (derivados de dcidos benzdico e cindmico), cumarinas, flavonoéides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisdveis, lignanas e ligninas. Dentre as diversas classes
de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fendlicos t€ém recebido muita
atencao nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in
vitro (SOUSA et al., 2007).

Eles agem como agentes redutores, doadores de hidrogénio e possuem atividade
antioxidante devido as suas propriedades de oxirreducdo. Ou seja, esses compostos
interrompem a propagacao da auto-oxidacdo em cadeia de radicais livres ao contribuir com a

doa¢do de um 4tomo de hidrogénio para a formacdo de um radical mais estdvel que ndo inicia
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ou propaga o processo oxidativo (PINHEIRO; CARPES, 2012). Os intermedidrios formados
pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromadtico presente na estrutura destas substancias (SOUSA et al., 2007).

A A. annua, apresenta alta capacidade antioxidante e a mesma estd relacionada ao alto
conteddo de compostos fendlicos presentes (ROSTKOWSKA, 2012). Em vista disso, o efeito
antioxidante devido aos anéis benzénicos € atribuido a presenca de grupamentos hidroxilas em
seus compostos fendlicos e, entre as classes de compostos quimicos com essa atividade, podem-

se destacar os polifendis, flavonoides e taninos (MORALIS et al., 2009).



23

4 METODOLOGIA
4.1 Matéria Prima e extracao

A matéria-prima vegetal, A. annua foi doada seca pelo Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA-UNICAMP).

Foram realizadas trés formas de preparacdo do chd da A. annua como pode ser
observado na Figura 5. Sendo que em cada modo de preparo, foi pesado 1 grama da planta a
cada 200 mL de 4gua.

A seguir, apresentam-se as formas de preparo:

A. As folhas foram fervidas em dgua por 10 minutos e deixadas em repouso a temperatura
ambiente até a mistura esfriar. Posteriormente, a mesma foi filtrada para retirada das folhas.
B. Foi adicionada 4gua fervente nas folhas secas. A mistura foi agitada e deixada em repouso
em temperatura ambiente durante 10 minutos, sendo posteriormente filtrada para retirada das
folhas.

C. Ap6s a adi¢do de dgua fervente nas folhas, a mistura foi agitada e o contetido coberto durante

10 minutos. Em seguida, foi filtrada para retirada das folhas.

Figura 5 - Os trés modos de preparo do cha das folhas de A. annua.
it | =¥ ". _;' - =

Fonte: A autora.

ApO6s a preparacdo das trés formas de chds, foram realizados os testes de atividade

antioxidante e andlise do teor de compostos fendlicos.
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4.2 Determinacao da atividade antioxidante

4.2.1 DPPH

Apés a obtencdo das trés formas de chds, foi preparado as concentracdes para a
utilizagdo nos testes. O primeiro teste foi a avaliacdo da atividade antioxidante por meio do
método do sequestro dos radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), realizada de acordo
com a metodologia de Lopes-Lutz et al. (2008) seguida de pequenas modificagdes. As
concentragdes utilizadas foram de 5000, 1000, 500 e 250 ug mL'. Para a dilui¢io da primeira
concentracdo foi utilizado 1 mL do ch4, junto com 4 mL de d4gua em tubos de ensaio (dilui¢ao
de 5000 para 1000 pg mL™"). Para as outras duas concentracdes foram utilizadas 1 mL de ch4
e 1 mL de 4gua. Uma solugio etandlica de DPPH foi preparada na concentracdo de 40 pg mL e
adicionadas em tubos de ensaio.

Para a avaliacdo, 2,7 mL da solu¢do de DPPH foram adicionados em tubos de ensaio,
seguidos da adicdo de 0,3 mL de cada dilui¢do do extrato aquoso dos trés tipos de preparo dos
chds de A. annua (5000, 1000, 500, 250 e 0 ug mL™'). Em paralelo, foi preparado também em
um tubo de ensaio, o branco para retirada da cor e o controle negativo foi preparado contendo
todos os reagentes, exceto o extrato. Para a comparacdo das atividades o padrao BHT foi
avaliado nas mesmas concentragdes citadas acima. Apds 60 minutos deixados no escuro,
leituras foram realizadas utilizando o espectrofotometro no comprimento de onda de 517 nm.

A atividade antioxidante (AA%) foi calculada usando a seguinte Equacao (1):

(Acn —Aa (1)

AA% = x100
Acn

Em que:

AA % = Porcentagem de atividade antioxidante.

Aamo = Absorbancia do DPPH com a amostra.

Acn = Absorbancia do DPPH com o etanol.
4.2.2 ABTS
O segundo teste realizado foi do radical ABTS ((2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-

acido sulfonico]), de acordo com Antunes et al. (2010). Para o ensaio foram misturados 10 uL

do extrato aquoso dos trés tipos de preparo dos chds de A. annua (5000, 1000, 500, 250 ¢ 0 pg
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mL ") e 990 uL da solugio do radical ABTSe+. As amostras foram deixadas no escuro durante
6 minutos e apds esse tempo, a absorbancia foi monitorizada espectrofotometricamente a 735
nm. A absorcdo de uma amostra contendo a mesma quantidade de etanol e uma solug¢do do
radical ABTSe+ atuou como controle negativo. A porcentagem de inibicao do radical ABTSe+

pelas amostras foi calculada de acordo com a seguinte Equacgao (2):

B (Acn —Aa 2)
AA% = T X100

Em que:
AA % = Porcentagem de atividade antioxidante.
Acn= Absorbancia do controle negativo

Aam = Absorbancia da amostra

Os valores foram comparados com uma curva para varias concentragdes do padrao

BHT (5000, 1000, 500, 250 e 0 pg mL™).
4.3 Determinacio dos fenoélicos totais

O teor de compostos fendlicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu
de acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Reagiu-se 0,50 mL da
amostra diluida (2,5; 1,25e 0,625 g L") com 2,5 mL de 0,2 mol L' do reagente Folin-Ciocalteu.
Posteriormente 2 mL de solugdo saturada de carbonato de sédio (75 g L) foi adicionado a
mistura reacional. As leituras de absorbancia foram realizadas a 760 nm apds incubacdo a
temperatura ambiente durante 2 h. O 4cido galico (16,125; 31,25; 62,5; 125;250 e 500 pg mL ™)
foi utilizado como padrdo de referéncia e os resultados foram expressos em miligramas de
equivalente de 4cido galico (mg GAE) por grama de peso seco de material vegetal. Todos os

testes foram realizados em triplicata.
4.4 Analise Estatistica
Para a avaliacdo dos dados dos testes antioxidantes o experimento foi disposto em

delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (3 x 5), sendo 3 (3 métodos

de preparo do ch4) e 5 concentracdes (5000, 1000, 500, 250 e 0 ng mL™"), com 3 repeticdes. J4
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para o teor de fendlicos totais, o experimento também foi disposto em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (3 x 3), sendo 3 (3 métodos de preparo do
chd) e 3 concentracdes (2,5; 1,25 e 0,625 g L), com 3 repeti¢des. O programa estatistico
utilizado foi o Sistema de Andlise de Variancia para Dados Balanceados - Sisvar (FERREIRA,
2011), sendo os dados submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Os resultados foram plotados em graficos de
barras com os valores de porcentagem em relacio as concentracdes analisadas (DPPH e ABTYS).
Ja para o teste do teor de fendlicos totais os resultados foram plotados em graficos de barras
com os valores de equivalentes ao dcido gélico, expressos em miligramas de dcido gélico (mg
GAE) por grama de peso seco de material vegetal. O software empregado foi o GraphPad Prism

versao 5.01.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise do teste do Radical livre DPPH

Nota-se através dos resultados que fatores como a polaridade do solvente, tempo,
temperatura e agitagdo, utilizados no preparo dos extratos, influenciam na extragdo das
substancias bioativas dos vegetais, de forma que os extratos preparados a partir de diferentes
modos de preparo, mesmo sendo da mesma espécie vegetal, podem apresentar atividade
antioxidante diferentes como verificado através dos testes realizados.

Ap6s o tempo determinado de reagdo das amostras no teste de DPPH, pode-se notar a
diferenca de coloragdo entre as concentracdes utilizadas e em cada modo de preparo. Na Figura
6 ¢ mostrado o resultado da reacdo nos quatro tratamentos, onde em cada teste, os tubos de
ensaio estdo ordenados da direita para esquerda de forma crescente de concentragdo, ou seja,
da menor concentragdo para maior.

Sendo observado na (Figura 6 a), o teste da amostra utilizando o preparo fervente, na
(Figura 6 b), utilizando o preparo tampado, na (Figura 6 c¢), o preparo sem tampar e na (Figura
6 d) o preparo com o antioxidante sintético BHT.

Em todas as amostras, notou-se que na menor concentragdo a solu¢do apresentou uma
colorag@o roxa e com a maior concentracao a solug@o apresentou uma cor amarelada. Isso se
deve a reducdo do DPPH na solu¢do, onde o antioxidante doa um hidrogénio (oxida) para o
composto DPPH (reduz). Sendo assim quanto maior a concentracdo, mais clara € a coloragao

da solugdo (amarelada) e quanto menor a concentracao, mais escura € a coloracdo da solucao.

se do método DPPH dos quatro tratame

(b)

Fonte: A autora.

Observa-se no teste DPPH realizado, que os modos de preparo testados sdo

estatisticamente diferentes (p > 0,05). Pode-se notar que as trés amostras apresentaram



28

porcentagem de atividade antioxidante maior que a porcentagem antioxidante utilizando o BHT
em algumas concentragdes utilizadas. Através dos dados apresentados (Figura 7), verificou-se
que, dentro de cada tratamento, os resultados apresentaram uma atividade dose-dependente,
onde a porcentagem de atividade antioxidante é dependente da concentracio, ou seja, quanto
maior a concentra¢do, maior foi a porcentagem de antioxidante nas quatro amostras, sendo a
maior concentracio de 5000 pg mL!, seguida de 1000 ug mL"!, depois 500 ug mL1 e a menor
porcentagem foi com a concentracdo de 250 ug mL!. Verificou-se que a amostra fervente foi

o tratamento que apresentou maior atividade antioxidante em todas as concentracdes utilizadas.

Figura 7 - Atividade antioxidante do teste do radical livre DPPH
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Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas para comparar a concentracao entre as amostras
(trés modos de preparo ou BHT) e mintsculas para comparar a concentragdo dentro das
amostras (trés modos de preparo ou BHT), ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: A autora.

Melo et al. (2008), em seu estudo da capacidade antioxidante das frutas, verificou
também que extratos aquosos de frutas como da acerola, mamao Formosa, caju e mamao Havai
exibiram uma porcentagem de sequestro do radical acima de 70%. Essas amostras foram
classificadas como frutas com forte capacidade antioxidante, superiores a porcentagem
antioxidante do padrao BHT. Resultados esses similares ao presente estudo, onde o percentual
também foi acima de 70 % para concentragdes de 5000 e 1000 ug mL"1 e esses foram superiores
ao BHT.

De acordo com Ferrari (2013), o resultado do seu estudo de atividade antioxidante do
extrato etandlico de Quassia amara, em comparagdo ao antioxidante comercial BHT,
demonstra o potencial uso dessa planta na substituicdo desse produto. O mesmo pode ser

verificado no presente trabalho, onde a atividade antioxidante da A. annua, no teste do radical
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livre DPPH foi superior ao antioxidante BHT, demonstrando um potencial na substitui¢dao dos
antioxidantes sintéticos.

Corroborando com o trabalho Sousa et al. (2007), analisaram a atividade antioxidante
pelo método DPPH de cinco espécies de plantas e verificaram que com o aumento da
concentracdo houve um aumento na atividade antioxidante. Da mesma forma Silva (2014),
estudou a porcentagem da atividade antioxidante da Raphanus sativu, utilizando as
concentra¢des de 250, 500, 1000 e 5000 ug mL™'. Pode-se observar que os resultados da
porcentagem da atividade antioxidante aumentaram com o aumento das concentragdes, sendo
que na concentragio de 5000 ug mL!, obteve-se a maior porcentagem de atividade antioxidante
(59,37%), similarmente ao resultado do presente trabalho (81,02 % - Modo de preparo — A —

Fervente).

5.2 Analise do teste utilizando o método ABTS

Abaixo segue as imagens do teste ABTS realizado nas diferentes concentragdes € nos
diferentes modos de preparo. A Figura 8 representa o resultado da reacdo nos quatro
tratamentos, onde em cada teste, os tubos de ensaio estdo ordenados da esquerda para direita de
forma crescente de concentrag@o, ou seja, da menor concentragdo para maior.

Sendo observado na (Figura 8 a), o teste da amostra utilizando o preparo fervente, na
(Figura 8 b), utilizando o preparo tampado, na (Figura 8 c¢), o preparo sem tampar e na (Figura
8 d) o preparo com o antioxidante sintético BHT.

Em todos os tratamentos foi verificado que com uma menor concentracdo a amostra
estava com a colorag@o azul mais forte e essa cor é devido a reacdo exemplificada por Huang;
Ou; Prior, (2005), onde o antioxidante doa hidrogénio (oxidando) e o radical ABTS recebe esse
hidrogénio (reduzindo). Sendo assim quanto maior a concentracao mais clara € a coloragdo da

solucdo e quanto menor a concentragdo mais escura € a coloragio da solugio.
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do método ABTS dos quatro tratamentos.
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Fonte: A autora.

No gréfico representado na Figura 9, observa-se que nas trés amostras, A (fervente),
B (sem tampar) e C (tampando), a porcentagem de atividade antioxidante foi maior conforme
superior foi a concentragdo, mostrando assim um efeito dose-dependente. Entretanto, na
amostra utilizando o antioxidante sintético BHT as concentracdes de 5000 e 1000 pug mL!
apresentaram valores estatisticamente iguais e maiores quando comparados com as outras duas
concentragdes (250 e 500 ug mL™") utilizadas.

Verificou-se que a atividade antioxidante do padrao sintético BHT, foi a que obteve
em todas as concentracdes (250, 500, 1000, 5000 ug mL") as maiores porcentagens de atividade
antioxidante respectivamente (66,07; 86,72; 97,26; 99,76%) e isso pode ser justificado devido
a seletividade do método como foi citado por Arnao (2000). J4 entre as trés amostras, A
(fervente), B (sem tampar) e C (tampando) observou-se da mesma forma que no teste do DPPH
que a amostra fervente foi a que obteve os maiores resultados de atividade antioxidante entre

os trés tratamentos.
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Figura 9 - Atividade antioxidante pelo método de ABTS.
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Médias seguidas pela mesma letra, maitisculas para comparar a concentracao entre as amostras
(trés modos de preparo ou BHT) e mintsculas para comparar a concentragdo dentro das
amostras (trés modos de preparo ou BHT), ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: A autora.

Floegel et al. (2011), avaliaram a capacidade antioxidante de algumas frutas, vegetais
e bebidas pelo método ABTS e DPPH onde pode ser verificado que nas trés variedades testadas,
o percentual de atividade antioxidante pelo método ABTS foi maior do que o do método de
DPPH. Isso também foi verificado no presente trabalho, onde as porcentagens pelo método do
ABTS nos trés tipos de preparo, A, C e B na concentragdo de 5000 ug mL™! foram superiores
as porcentagens do método de radical livre DPPH e também quando foi utilizado o antioxidante
sintético BHT. Isso pode ser devido a diversos fatores como, diferentes radicais utilizados,
tempo de reacdo em cada método, entre outros fatores intrinsecos de cada método.

De acordo com Oliveira (2014), os resultados antioxidantes mostraram que o extrato
das folhas da Copernicia prunifera tem uma capacidade antioxidante elevada frente aos radicais
DPPHe e ABTS++. Ambos os métodos se baseiam na redug@o ou perda da absorbancia da
solucdo alcodlica de DPPHe e ABTSe+. E essa alta capacidade antioxidante pode ser observada

também no extrato das folhas da A. annua, pelos mesmos dois métodos.

5.3 Analise do teste de fenolicos totais do cha

O método de Folin-Ciocalteu, utilizado para a determinacdo dos compostos fendlicos
¢ também um método de determinagdo da capacidade antioxidante, baseado nas propriedades
redox das substancias. Assim, os valores da concentragdo dos compostos fendlicos expressam

a capacidade antioxidante da amostra em estudo, confirmando uma correlacdo altamente
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significativa entre o valor do método de Folin-Ciocalteu, o método DPPH e ABTS (OLIVEIRA,
2014).

O teor de fendlicos totais foi determinado pelos valores da absorbancia das amostras e
por uma curva de calibracio construida com o padrio dcido gélico, representada na Figura 10,
cuja equacgdo da reta foi utilizada para o cédlculo da quantidade de compostos fendlicos nos
extratos. O coeficiente de correlagdo foi de R = 0,9703, sendo similar ao coeficiente de
correlacdo de Sousa et al. (2007), o qual foi de R = 0,999. O autor citado realizou o teste para

determinar o teor de compostos fendlicos de 5 espécies de plantas.

Figura 10 - Gréfico da curva da concentracao de acido galico pela absorbancia.
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Fonte: A autora.

Na Figura 11, observa-se que estatisticamente os modos de preparo diferem um do
outro, ou seja, houve diferenca significativa entre o teor de compostos fendlicos presentes nos
trés modos de preparo do cha de A. annua. O modo de preparo A (fervente), foi o que obteve o

maior valor, seguido do preparo C (tampado) e depois do preparo B (sem tampar).
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Figura 11 - Teste de fendlicos totais utilizando os trés tipos de preparo de Artemisia annua.
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Médias seguidas pela mesma letra, ndao diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo

teste de Scott-Knott.
Fonte: A autora.

A correlacdo entre os métodos de Folin-Ciocalteu e o método do radical livre DPPH,
foi observado no presente trabalho e no estudo de Quintao et al. (2013). Os resultados obtidos
desse autor corroboram com os obtidos no presente trabalho, os quais mostram uma relagao
positiva entre o conteddo fendlico total e o teste de DPPH de extratos de plantas. No estudo, o
maior conteido fendlico total de extratos de plantas resultou em maior atividade antioxidante.

Sousa et al. (2007), obtiveram resultados similares ao presente estudo, onde ao realizar
o teste de fendlicos totais na planta Terminalia brasiliensis, utilizando o reagente Folin-
Ciocalteu, o valor encontrado foi de 38,53 mg de EAG/ g de material vegetal seco, enquanto
que o teste de fendlicos com a folha de A. annua, utilizando o modo de preparo A (fervente),
foi de 33,16 mg EAG/g de cha.

Asolini; Tedesco; Carpes (2006), estudaram o teor de compostos fendlicos dos extratos
etandlicos de chés de diferentes espécies de plantas. O teste realizado pelos extratos de Sdlvia
e Camomila, resultaram em aproximadamente 25 mg EAG/g de folha seca. Esse valor de
equivaléncia encontrado pelos autores corrobora com o valor encontrado no teste de fendlicos
realizado com o modo de preparo B (sem tampar) do chd de A. annua, que foi um valor médio
de 25,55 mg EAG/g de cha.

Cai et al. (2004), analisaram o contetudo de fendlicos totais de 112 espécies de plantas
da tradicional medicina Chinesa associada com a atividade anticancer. Uma dessas plantas
analisadas foi a A. annua, a qual apresentou valor de compostos fendlicos totais de extrato

aquoso e metandlico respectivamente 34,4 e 35,1 mg EAG /100g de peso seco. Resultados esses
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que corroboram com os valores analisados de fendlicos da mesma planta no presente trabalho,
os quais apresentaram valores de EAG similares aos valores do extrato aquoso do autor citado,
sendo esses para a amostra fervente (32,26 mg EAG/g chd), amostra sem tampar (25,55 mg

EAG/g cha) e amostra tampado (30,94 mg EAG/g cha).
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6 CONCLUSAO

Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante significativa contra os radicais
ABTS e DPPH. A andlise antioxidante demonstrou que o extrato da A. annua tem uma
capacidade elevada de reduzir os radicais DPPH e ABTS, demonstrando ac¢do antioxidante
natural. Com isso, foi evidenciado que houve diferenca significativa entres os trés modos de
preparo, demonstrando influéncia desses nos resultados obtidos.

Por meio dos métodos DPPH e ABTS, observou-se que todas as amostras do cha de
A. annua e o padrdao BHT apresentaram uma atividade dose-dependente, ou seja, a medida em
que aumentou a concentra¢do a atividade antioxidante aumentou. Dessa forma, nota-se que
quanto maior a concentracdo de compostos fenodlicos, maior € a capacidade antioxidante.
Observou-se também que nos dois métodos antioxidantes a amostra A (fervente) teve maior
atividade. Este resultado pode ser devido aos maiores valores de compostos fendlicos obtidos

pelo mesmo tratamento por meio do método de Folin-Ciocalteu.
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