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RESUMO

N

A toxoplasmose € uma zoonose importante devido a capacidade de seu agente causal,
Toxoplasma gondii, de infectar um grande nimero de vertebrados e ser associada com
infec¢do congénita ou doenga oportunista em pacientes imunocomprometidos. O tratamento
tradicional mostra efeitos adversos levando a pesquisa de compostos de baixa toxicidade
como a artemisinina, seus derivados e a infusdo da planta Artemisia annua. A utilizagdo de
silicio no solo de culturas de A. annua e seu papel no conteido de artemisinina ainda nao
foram estudados. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do silicio sobre a fisiologia
da planta A. annua e o papel da infusdo destas plantas sobre o controle da infec¢ao de T.
gondii em cultura celular. Foi utilizado o delineamento inteiramente ao acaso (DIC), no qual
A. annua foi plantada em solo com aplicagdo de cinco diferentes dosagens de silicato de
calcio/magnésio (0, 200, 400, 800 e 1600 kg ha'l), em cinco repeticdes € mantida em casa de
vegetacdo. A andlise de macronutrientes foliares mostrou um aumento significativo apenas
para o nitrogénio, na presenga da maior dosagem de silicato no solo. As quantidades de
micronutrientes e silicio foliares bem como a altura da planta ndo foram significativamente
alteradas em quaisquer dosagens de silicato no solo. A aplicacio de 400 kg ha™' de silicato
induziu a maior drea de tricomas glandulares totais que foi associada com os tricomas
glandulares intactos, como observado por microscopia eletronica de varredura, € com o mais
alto conteido de artemisinina nas folhas e na infusdo da planta, como determinado por
cromatografia em camada fina (TLC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
respectivamente. Os tratamentos de células HeLa, simultaneamente ou apés a infec¢do por 7.
gondii, com infusdo de A. annua cultivada sem ou com silicato (400 kg ha™') aplicado ao solo,
induziram decréscimo dependente da dose na proliferacdo parasitiria, como também
verificado para o tratamento das células com artemisinina pura. Em conclusio, o uso de silicio
teve efeito positivo sobre as dreas de tricomas glandulares e seu conteido de artemisinina,
mas este resultado ndo foi associado com melhor eficicia da infusdo de A. annua sobre a
replicacdo intracelular de 7. gondii. Estes resultados sugerem que outros componentes além
da artemisinina poderiam contribuir para este efeito, como os flavondides presentes nas folhas

de A. annua que podem atuar em sinergismo com a artemisinina e melhorar a sua eficicia.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, Artemisia annua, artemisinina, silicio, alternativas

fitoterapicas.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is an important zoonotic disease due to ability of its causal agent,
Toxoplasma gondii, to infect large number of vertebrates and to be associated with congenital
infection or opportunistic disease in immunosuppressed patients. As the traditional treatment
has shown adverse effects, low-toxicity compounds including artemisinin and its derivatives
have been researched, as well Artemisina annua tea infusion. The use of silicon in the soil of
A. annua crops and its role on artemisinin content has not been studied yet. This study aimed
to investigate the effects of silicon on A. annua plant physiology and the role of the tea
infusion obtained from these plants in the control of 7. gondii infection in cell culture. The
experimental design was a completely randomized design (CRD), in which A. annua was
planted in the soil with five different doses of calcium/magnesium silicate (0, 200, 400, 800
and 1600 kg ha™') and five replications, and maintained in a greenhouse. Analysis of foliar
macronutrients showed a significant increase only for nitrogen, in the presence of the highest
dose of silicate in the soil. The foliar micronutrient and Si concentrations as well the plant
height were not significantly changed with any silicate doses in the soil. The use of 400 kg
ha' of silicate induced the highest total glandular trichome area that was also associated with
the intact glandular trichomes, as observed by scanning electron microscopy, and with the
highest artemisinin content in plant leaves and tea infusion, as determined by thin layer
chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC), respectively.
HelLa cell treatments along with or after 7. gondii infection, with infusion of A. annua grown
in the soil without or with silicate (400 kg ha™), induced a decrease of parasite proliferation in
a dose-dependent manner, as also seen for cell treatment with pure artemisinin. In conclusion,
the use of silicon had positive effect on the glandular trichome areas and artemisinin contents,
but this outcome was not associated with a better efficacy of A. annua tea infusion on T.
gondii replication. These findings suggest that other components rather than artemisinin could
be contributing to this effect, such as flavonoids present in its leaves, which may act in

synergism with the artemisinin and improve its efficacy.

Keywords: Toxoplasma gondii, Artemisia annua, artemisinin, silicon, herbal alternatives.
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1. INTRODUCAO

1.1 Silicio no solo e nas plantas

O silicio € o segundo elemento mais abundante na superficie da terra, respondendo por
mais de 31% da crosta terrestre em peso. Devido a sua forte afinidade com o oxigénio, existe
na natureza sempre na forma de silica ou de silicato, que sdo combinados com varios metais
(CHEN et al., 2000).

Embora ndo seja essencial, do ponto de vista fisioldgico, para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, a sua absorc¢do traz indmeros beneficios. Efeitos benéficos da
adubacdo com silicio sdo observados em varias espécies vegetais, especialmente quando estas
sdo submetidas a estresse biético ou abidtico (KORNDORFER et al., 1999; DATNOFF et al.,
2001).

Entre os vérios beneficios da aplicacdo do silicio no solo, pode-se destacar a diminui¢ao
na susceptibilidade a fungos patogénicos e insetos; amenizacdo de estresses abidticos
(componentes ndo vivos do ambiente) de varias formas; redu¢do do estresse a salinidade e a
transpiracdo; e na cana-de-agicar, pode atuar na protecdo das folhas contra os danos da
radiacao ultravioleta (TISDALE et al., 1993; EPSTEIN, 1994; MARSCHNER, 1995). Todos
esses efeitos benéficos sdo na sua maioria atribuidos a sua deposicdo em diferentes 6rgaos.
Contudo, para a planta beneficiar-se do silicio, um alto acimulo é necessario (MA et al.,
2011).

Virias plantas sdo capazes de absorver o dcido monosilicico [H4SiO4 ou Si(OH)4],
também denominado de dcido ortosilicico ou simplesmente 4cido silicico, em quantidades que
dependem da espécie, de sua concentracdo na solu¢do do solo e da dgua disponivel para
planta (DATNOFF et al., 1991). A silica é a forma em que o 4cido silicico pode ser
irreversivelmente desidratado e formar silica estavel, SiO, ou diéxido de silicio.

O diéxido de silicio (Si0;) € o mineral primario mais abundante nos solos, constituindo
a base da estrutura da maioria dos argilominerais. Todavia, a maior parte do silicio encontrado
em solos das regides tropicais estd na forma de quartzo, opala (SiO,.nH,0O) e outras formas
ndo-disponiveis as plantas em razdo do seu avancado grau de intemperizagdo. Assim,
apresenta sérias limitagdes quimicas para o desenvolvimento das plantas, podendo ser citadas
elevada acidez, baixa capacidade de troca catidnica (CTC), baixa saturacdo por bases e alta

capacidade de fixacdo do fésforo (BARBOSA FILHO et al., 2001). Presente na solu¢do do
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solo na forma de dcido monosilicico, a maior parte do silicio estd na forma ndo dissociada
(pK1 = 9,6), a qual é prontamente absorvida pelas plantas (RAVEN, 1983; WERNER;
ROTH, 1983).

Os principais drenos sdo a precipitacdo do silicio em solu¢do, formando minerais; a
polimerizacdo do 4cido silicico; a lixiviagdo; a adsorcdo em 6xidos e hidroxidos de ferro e
aluminio; e a absor¢do pelas plantas (LIMA FILHO et al., 1999). A quantidade de silicio
disponivel para as plantas pode ser reduzida também pela compactag¢do do solo, pois aumenta
o nivel de dcidos polissilicicos, diminuindo o teor de 4cido monossilicico MATYCHENKOV
et al., 1995).

As fontes de silicio normalmente utilizadas em pesquisas sdo os metassilicatos de sédio
e potdssio, além do 4cido silicico. Na Europa, principalmente os produtores de pepino e
roseiras usam o metassilicato de potdssio no controle de mildio por meio de pulverizagao
foliar (BELANGER et al., 1995). As escérias bdsicas de siderurgia (silicatos de cdlcio e
magnésio) sdo usadas comercialmente como corretivos do solo devido a sua basicidade e
como fontes de silicio. Os termofosfatos magnesianos (silicofosfatos de magnésio) também se
caracterizam como fontes de silicio (LIMA FILHO et al., 1999).

O diéxido de silicio (SiO;) representa de 50 a 70% da massa de solo. A maioria dos
solos tem silicio na solucdo entre 100 e 500 uM na forma de 4cido monosilicico (H4Si04).
Portanto, todas as plantas cultivadas em solo irdo conter algum silicio em seus tecidos,
embora a concentracdo de silicio na parte aérea varie de 0,1% a 10% sobre o peso seco entre
as espécies de plantas, apesar de algumas plantas apresentarem contetidos maiores (EPSTEIN;
BLOOM, 2006; MA et al., 2011).

As dicotiledoneas sdo conhecidas como ndo acumuladoras de silicio e tendem a ter
concentracdes teciduais iguais ou menores que 0,5% (MARSCHNER, 1995). As
acumuladoras contem mais de 1% de silicio e a taxa de Si/Ca maior que 1. As plantas que
contem de 0,5-1% ou mais de 1% de silicio, mas a taxa Si/Ca menor que 1 sdo intermedidrias
(DATNOFF et al., 2001). S¢6 as plantas conhecidas como acumuladoras de silicio tendem a ter
concentracoes relativamente altas, maiores que 5% (EPSTEIN, 1994).

Em termos de matéria seca, as espécies de plantas sd@o consideradas acumuladoras
quando a concentracdo de silicio representa mais de 1 g kg'1 de matéria seca. Bons exemplos
de acumuladoras sdo trigo, aveia, cevada, sorgo, milho, cana-de-acticar e o arroz que t€m em
torno de 10 g kg'. Algumas espécies aquéticas apresentam melhor desempenho de

acumulagio chegando a ter um contetido acima de 50 g kg”' (KORNDORFER et al., 1998).
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1.2. Uso de silicio na agricultura

A partir do decreto lei N° 4.954, de 14 de janeiro de 2.004 (regulamenta a lei 6894 de
16/01/1980) que dispde sobre a legislacdo de fertilizantes, o silicio foi considerado pela
legislac@o brasileira como micronutriente benéfico as plantas. O silicato de potdssio € a unica
fonte de silicio solivel regulamentada para uso na agricultura.

Na agricultura, o silicio € considerado um dos principais constituintes inorganicos da
planta e através de sua aplicacdo no solo hd melhora no crescimento das mesmas pelo
equilibrio na absorc¢do, no transporte e distribui¢do de nutrientes e no aumento da resisténcia a
doencas (CHEN et al., 2000; MA et al., 2011).

Os efeitos positivos do acimulo de silicio variam e diferem entre as espécies de plantas,
o que € atribuido a presenga de genes especificos que primeiramente foram descritos em arroz
e posteriormente em milho e cevada, e estdo envolvidos na absorcdo de silicio (BELANGER
et al., 2003). O trigo € uma espécie de planta conhecida por acumular concentragdes
relativamente grandes de silicio e por se beneficiar com o tratamento feito com este elemento.
A partir dessa premissa, buscou-se identificar e caracterizar a presenga de genes
transportadores de silicio no trigo, e também determinar a sua funcionalidade e localiza¢do
(BELANGER et al., 2003).

Os resultados destas pesquisas permitiram a identificagdo e clonagem de um gene de
transporte de silicio que apresentou alta homologia (> 80%) com a proteina de influxo de
silicio em arroz conhecida como Lsi. O gene (TaLsil), transportador Lsil de silicio em trigo,
foi localizado na membrana plasmatica, caracteristica tipica de outros membros da familia
Lsil. A atividade do transportador Talsil foi confirmada em um sistema heterélogo, e sua
eficiéncia no transporte de silicio foi compardvel a do gene transportador em arroz Lsil. A
descoberta desses transportadores proporciona uma oportunidade tinica para a compreensao e
otimizacdo da absor¢do de silicio como estratégia de controle de doencas de plantas
(MONTPETIT et al., 2012; BELANGER et al., 2003).

Na cultura do arroz, o transporte de silicato do solo para as paniculas é mediado por
diferentes genes que controlam o acimulo de silicato e alguns ja foram identificados (MA et
al,, 2011). O gene Lsi 1 (Low silicon Rice 1), codifica uma proteina da familia das
aquaporinas. As aquaporinas pertencem a familia de proteinas MIP (major intrinsic protein) e
encontram-se presentes em todas as formas de vida. Nas plantas as aquaporinas sao agrupadas

em 4 sub-familias, PIPs (plasma membrane intrinsic proteins), TIPs (tonoplast intrinsic
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proteins), NIPs (nodulin intrinsic proteins) e SIPs (small and basic intrinsic proteins),
localizadas na membrana plasmaética de células radiculares. Lsil, pertencente a um grupo NIP
da familia aquaporina, é responsavel pela absorcao de silicio do solo para as células da raiz
em ambas as dicotiledoneas e monocotiledoneas, embora seus padrdoes de expressdo e
localizagdo celular diferem para diferentes espécies de plantas. O transporte subsequente de
silicio para fora das células da raiz em direcdo ao cilindro central do caule é mediado por um
transportador de efluxo ativo, Lsi2. Lsil e Lsi2 sdo polarmente localizadas nos lados proximal
e distal, respectivamente, de ambas exoderme e endoderme na raiz do arroz. O silicio na seiva
do xilema € apresentado na forma de 4cido monosilicico e € descarregado pelo Lsi6, um
homologo de Lsil em arroz. Lsi6 também estd envolvido na transferéncia intervascular de
silicio no nd, o que é necessdrio para a distribui¢do preferencial de silicio para as paniculas
(MA; YAMAII, 2006). Raizes laterais contribuem para a absorcao do silicio, mas os pélos
radiculares, que sao formados a partir de células epidérmicas, ndo. Isto pode explicar a falta
de um sistema transportador de silicio nestas estruturas (MA et al., 2001).

Trabalhando com morangos, Wang e Galleta (1998) viram que através da aplicacdo
foliar de silicio que houve aumento no teor de clorofila e no conteido de acidos organicos e
declinio do conteddo de carboidratos soliveis, bem como aumento nos niveis de glicolipidios
e fosfolipidios, o que pode contribuir para a manutencdo da permeabilidade da membrana,
induzindo a expansdo celular e favorecendo o crescimento da planta.

Outros autores como Tesfagiorgis e Laing (2011) pesquisando a aplicagcdo foliar de
silicio solivel em abobrinha (Cucurbita pepo L.), verificaram o efeito da concentracdo, da
frequéncia de aplicacdo e do escorrimento foliar na severidade de oidio (Podosphaera
xanthii). Os melhores resultados foram obtidos quando a frequéncia de pulverizagdo foi
aumentada, e quando foi permitido que o silicio alcangasse a zona de raiz das plantas. Quando
o silicio foi aplicado nas folhas, o contato direto entre o spray e o patégeno aparentou ser o
principal mecanismo de acdo envolvido no controle da doenca, e parte do silicio aplicado foi
absorvida pelas raizes das plantas, desempenhando, portanto, um importante papel na saide
das plantas.

A deposicao de silicio na parede celular de folhas de trigo foi correlacionada com a
localizagdo de silica nos tricomas, dando a rugosidade e a dureza das folhas, atuando desta
forma, como uma barreira fisica que impede a penetracio de herbivoros e agentes patogénicos
através da parede celular (RAFI et al., 1997; EPSTEIN, 2009). Duas hipéteses podem explicar

como o silicio aumenta a resisténcia das plantas contra a infeccao pelo patégeno: na primeira
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a camada de silicio insoldvel é depositada em células epidérmicas impedindo a penetracdo
pelo patégeno ("hipétese da barreira mecéanica") e na segunda o silicio afeta a resposta do
vegetal em nivel bioquimico e molecular, onde uma série de estudos tem mostrado aumento
em compostos de defesa das plantas, como os fendlicos, fitolexinas e proteinas de resisténcia
das plantas (EPSTEIN, 2009).

Virios estudos de genoma em Arabidopsis, arroz e trigo suplementados com silicio
comparados a plantas controles (sem adi¢cao de silicio) também tem mostrado uma expressao
diferenciada de um grande nimero de genes envolvidos nos mecanismos de defesa da planta
hospedeira. Com base no exposto, este elemento pode desempenhar um papel importante no
alivio de estresses bidticos de plantas cultivadas em casa de vegetacdo e no campo
(DATNOFF, 2011).

Arnon e Stout (1939) estabeleceram conceitos de essencialidade que sdo utilizados até
hoje por nutricionistas e fisiologistas de plantas. A essencialidade para estes pesquisadores
pede que os trés principios ocorram ao mesmo tempo. O primeiro estabelece que a deficiéncia
torne impossivel para a planta completar o estddio vegetativo ou reprodutivo do seu ciclo de
vida; o segundo que tal deficiéncia seja especifica para o elemento em questdo, podendo ser
corrigida ou impedida somente com o seu fornecimento; e o terceiro que o elemento esteja
diretamente envolvido na nutri¢do da planta, sendo constituinte de um metabdlito essencial ou
exigido para a acdo de um sistema enzimadtico, independentemente dos possiveis efeitos em
corrigir alguma condi¢do microbioldgica ou quimica desfavordvel do solo ou outro meio de
cultura.

Por estes critérios, o silicio ndo foi reconhecido como um elemento essencial para o
crescimento das plantas. A principal razdo é que ndo ha nenhuma evidéncia de seu
envolvimento com o metabolismo das plantas, exceto para Equisetum arvense (‘cavalinha’ ou
‘rabo de cavalo’) que dentre as espécies terrestres, € a Unica para qual a essencialidade para o
silicio foi demonstrada. As dificuldades e limitacdes encontradas pelas plantas, em retirar o
silicio do meio nutriente devem ser consideradas (HOFFMAN; HILLSON, 1979; EPSTEIN,
1994).

No entanto, os pesquisadores Epstein e Bloom (2006) trazem um novo critério de
essencialidade. Segundo eles, um elemento € essencial se preenche pelo menos um dos
critérios citados a seguir: o primeiro estabelece que o elemento seja parte de uma molécula
que ¢ um componente intrinseco da estrutura ou do metabolismo da planta e o segundo que a

planta possa ser tdo severamente privada do elemento que exiba anormalidades em seu
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crescimento, desenvolvimento ou reprodugdo, isto €, seu desempenho em comparagdo com
plantas menos privadas.

A caréncia de silicio pode resultar em diminui¢ao da capacidade bioldgica da planta em
resistir as condi¢des adversas do meio ambiente (RAFI et al., 1997). Entretanto, ndo sdo
conhecidos os mecanismos bioquimicos responsédveis pelos efeitos da deficiéncia de silicio,
nao havendo, portanto, evidéncia para qualquer ligacdo organica (BIRCHALL et al., 1996).
Mesmo sendo dificil comprovar a essencialidade do silicio devido a sua abundancia na
biosfera, seu fornecimento é benéfico em determinadas circunstancias, para a maioria das

plantas superiores (WERNER; ROTH, 1983; MARSCHNER, 1995).

1.3 Artemisia annua e artemisinina

A planta Artemisia annua L. pertence a familia Asteraceae que abrange mais de 300
espécies. Pertencem a este género importantes plantas com atividade terapéutica, tais como A.
absinthium, A. dracunculus, A. vulgaris e A. ponticum (LEE, 2002).

Artemisia annua é uma espécie anual, herbdcea e sua altura pode variar entre 30 e 250
cm, dependendo da sua localizacdo e de caracteres agronOmicos implicados em seu
crescimento. A planta possui flores heterogdmicas, amarelas que variam de 2 a 3 mm
(FERREIRA et al., 2010b). As folhas sdo simples, alternadas e possuem a maior concentragao
e sintese do principio ativo principal, a artemisinina, havendo pequenas concentragdes nos
caules e nenhuma produgao nas raizes (LOMMEN et al., 2007).

Os tricomas glandulares e ndo glandulares de A. annua diferem em suas fungdes. Os
tricomas ndo glandulares sao encontrados nas superficies aéreas da planta e agem como uma
barreira mecanica contra temperaturas extremas, alta intensidade de luz e perda excessiva de
dgua, mas nao produzem nem armazenam artemisinina (FERREIRA; JANICK, 1996). Por
outro lado, os tricomas glandulares sdo estruturas secretoras que produzem e armazenam o0S
Oleos essenciais em plantas e a artemisinina € acumulada nestas glandulas, atingindo seu
maximo contetido imediatamente antes da floracdo (FERREIRA; JANICK 1996; IIJIMA et
al., 2004; TEOH et al., 2006; COVELLO et al., 2007; OLSSON et al., 2009). Duke e Paul
(1993) monitoraram o desenvolvimento dos tricomas glandulares nas folhas de A. annua que
iniciaram com a diferenciacdo das células foliares em células glandulares. A folha mais jovem
foi diferenciada pela formagao de uma estrutura bisseriada de 10 células, consistindo de duas

células-tronco, duas células basais e trés pares de células secretoras, cujas cuticulas separam
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da parede celular para formar um saco bilobado que eventualmente se rompe para liberar seu
conteddo. A propagacdo da planta dd-se naturalmente por fecundacdo cruzada, mas pode
também propagar-se vegetativamente através de técnicas artificiais de propagacgdo in vitro
(MAGALHAES, 1996).

Apesar de ser conhecida pelos homeopatas chineses desde 340 d.C. no tratamento da
febre, a infusdo de Artemisia descrita no livro Zhou Hou Bei Ji Fang (Handbook of
Prescriptions for Emergency Treatment) somente foi introduzida na alopatia atual entre 1970
e 1980 (OU-YANG et al., 1990; RIDLEY, 2003). Em pesquisa cientifica realizada na China
na década de 1970, a planta mostrou ter atividade anti-maldria. Naquele pais, a planta cresce
com facilidade e tem altos teores de artemisinina, que chegam a 1,2% do peso da planta seca
(LEE, 2002). Mais precisamente em 1972, foi isolado o principio ativo, a artemisinina ou
ginghaosu, um composto cristalino identificado como terpeno, utilizado na cura da maldria
(Plasmodium berghei, Filo Apicomplexa) em diversos paises, nos continentes da Africa, Asia
e América do Sul (WHO, 2001). Outras espécies do gé€nero Artemisia também ja foram
avaliadas, mas somente A. aspiacea e A. capillares demonstraram atividade anti-maldria
(LEE, 2002). A férmula empirica da artemisinina ¢ CsH»,Os e a estrutura € conhecida como
sesquiterpeno com um anel de lactona.

A artemisinina e seus derivativos semi-sintéticos (arteeter, artemeter ¢ artesunato) tem
sido usados em associagdo com outros medicamentos para controle da maldria, consistindo as
terapias combinadas com artemisinina (ACTs) que sdo recomendadas pela Organizacao
Mundial de Sadde desde o ano de 2001, visando evitar a resisténcia do parasito (WHO, 2006).
Segundo Mutabingwa (2005), as ACTs agem com eficicia e diminuem a taxa na qual a
resisténcia emerge e se espalha. A artemisinina tem acdo rapida e ndo hd relatos de resisténcia
do parasito da maldria (Plasmodium falciparum) a este composto e seus derivados. No corpo
humano, os derivados da artemisinina sdo metabolizados a dihidroartemisinina, que € o
principal agente ativo (RIDLEY, 2002). O metabolismo de derivados da artemisinina tem
meia-vida curta (1-2 horas) no sangue quando ingeridos pela via oral, mas meia-vida maior
(7-9 horas) quando administrados por via intramuscular (FERREIRA et al., 2010a).

O preparo de uma dose didria de 4,5 a 9 g de folhas secas de A. annua em 1 litro de
agua fervente (infusdo) € recomendado pela atual farmacopéia da Republica da China como
remédio para febre e maldria (RATH et al., 2004). Estudos realizados na China mostram que a
utilizacdo de 72 a 125 g de folhas secas por dia durante trés dias consecutivos sdo altamente

eficientes. Outros estudos demonstraram que a infusdo de A. annua € segura para o tratamento
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de maldria em gestantes, sendo a DLsy de 162,5 g Kg'1 (WILLCOX et al., 2007). O estudo da
utilizacdo da infusdo de A. annua preparada de acordo com farmacopéia chinesa no
tratamento da maldria demonstrou um eficiente controle do parasitismo; entretanto, foi
observada recrudescéncia da infec¢ao, sugerindo a utilizacdo de uma combinag¢do com outros
antimalaricos (MUELLER et al., 2004).

O mecanismo de agdo da artemisinina na maldria esta relacionado com sua ligacdo com
o grupo heme, que na presenca de células vermelhas, oxida as proteinas e destr6i a membrana
celular do plasmédio de forma seletiva. Assim, sua acdo € limitada ao parasito, acarretando
pouco ou nenhum efeito colateral ao paciente. Outro efeito benéfico que pode ser citado é
gerado pela lactona presente em sua formula molecular que quando transformada em
dihidroartemisinina, € mais eficaz que a artemisinina além de ser capaz de originar outros
derivativos, como o artemeter (solivel em lipideos) e o artesunato (artesunato solivel em
adgua) (KLAYMAN, 1985; BALINT, 2001). Eckstein-Ludwig e colaboradores (2003)
obtiveram dados que evidenciaram a a¢do da artemisinina pela inibicdo de PFATP6 (dnica
seqiiéncia similar a ATPase-Ca”* (SERCA) no genoma do parasito) fora do vactiolo alimentar
depois de ativacao pelo ferro.

Para a planta produzir 6leos essenciais e principios ativos com fungdes terapéuticas é
necessario um manejo adequado da cultura visando condi¢des ideais para a sua fisiologia
(estado metabodlico, diferenciacdo dos tecidos de sintese), bem como condi¢des
ecofisiologicas e ambientais apropriadas para o seu desenvolvimento (SANGWAN et al.,
2001). Vérios fatores bidticos e abidticos podem afetar de forma negativa a produgdo de
artemisinina e outros metabdlitos secunddrios na planta. Estudando o efeito da deficiéncia
hidrica e da temperatura no actimulo da artemisinina e produ¢do de fitomassa em A. annua,
Marchese (1999) concluiu que apesar de um acimulo significativo de artemisinina na planta
sob estas condicdes de estresse, houve reducao significativa na massa da matéria seca foliar,
nao resultando em maior acimulo de artemisinina por planta.

Segundo Ferreira (2004), a producao de artemisinina pode ser feita tanto em culturas in
vitro quanto in vivo. No entanto, as melhores fontes in vitro sdo aquelas culturas em que a
planta toda ou a parte aérea da plantula apresenta tricomas glandulares. Outros fatores que
foram observados em culturas in vitro sdo a necessidade de transferéncia das plantulas do
escuro para o claro (16h/dia), sugerindo que a fotossintese e os cloroplastos
consequentemente estdo envolvidos na biossintese da artemisinina (RAO; NARASU, 1998).

A quantidade de artemisinina é minima ou completamente ausente em cultura de calos e
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células vegetais e seu nivel caiu significativamente em culturas onde houve o aumento da
parte aérea e diminui¢ao do crescimento das raizes através do uso de hormonios (FERREIRA;
JANICK, 1996). Delabays (1997) relatou que o material genético (planta), as condicdes de
cultivo, o clima e as variagdes geograficas levam a diferentes niveis de artemisinina nas folhas
e flores variando de 0,01 a 1,4% do peso de matéria seca.

No Brasil, o estudo da Artemisia teve inicio em 1988, no Centro de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agrarias (CPQBA) da Universidade de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP,
quando foi estabelecido um intercambio entre o0 CPQBA e o governo buscando através do
melhoramento genético a obtengdo de hibridos com maiores teores do principio ativo e
posteriormente com o isolamento da artemisinina (MAGALHAES et al., 1999; LEE, 2002).
Os pesquisadores brasileiros trouxeram sementes da China, do Vietna e de outras regides da
Asia desenvolvendo um hibrido adaptado e atualmente patentearam o principio ativo isolado
através de tecnologia totalmente desenvolvida pelos mesmos.

Atualmente, a planta é considerada fonte rica em terpenos, hidroxilatados e flavonédides
metoxilados (FERREIRA et al., 2010a), fazendo com que o uso da infusdo de A. annua
represente uma alternativa vidvel e segura como solu¢do em paises onde o principio ativo ou
seus derivativos nao chegam a populacgdo carente que necessita da medicagdo. Assim, ndo s6 a
artemisinina tem chamado a atencdo dos pesquisadores, como também vérios flavonéides que
ja foram isolados da planta. Entretanto, somente alguns destes flavondides foram testados
para sua atividade antimaldrica, anticancerigena, antioxidante ou outras func¢des bioldgicas
relevantes em ensaios in vivo ¢ in vitro (FERREIRA et al., 2010a).

O conteido dos flavondides parece acumular em maiores quantidades durante o
florescimento (FERREIRA et al., 2010a). A infusdo clédssica da planta € uma fonte rica em
compostos fendlicos antioxidantes e artemisinina (RATH et al., 2004; WILLCOX et al.,
2007). Ja foi demonstrado que A. annua € uma dentre um grupo de quatro plantas medicinais
que contem os mais altos niveis de capacidade de absorbdncia de radicais de oxigénio
(ORAC) e a alta capacidade antioxidante da planta estd relacionada ao alto contetdo de
compostos fendlicos (BRISIBE et al., 2009).

Nas tltimas décadas tem sido sugerido que a eficicia de A. annua é devido ao efeito
sinérgico de seus varios componentes (artemisinina e flavondides) presentes no extrato, que
podem colaborar com a artemisinina no controle da maldria causada por P. falciparum
(BHAKUNI et al.,, 2001; BILIA et al., 2006; BRISIBE et al., 2009). Carbonara e

colaboradores (2012) analisaram o perfil quimico da infusdo aquosa de A. annua preparada
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com as partes aéreas da planta por 1, 24 e 48 horas. Os autores analisaram o conteido de
artemisinina por HPLC-ELSD e dos outros compostos pela combinacao de diversas técnicas,
concluindo que o contetido de artemisinina pouco variou entre os trés diferentes extratos (em
torno de 0,12%), além de serem identificados varios outros compostos, inclusive alguns
flavonoides.

Muitas polimetoxiflavonas (casticina, artemitina, crisosplenetina e cirsilineol) presentes
no extrato podem colaborar com a artemisinina no controle da doenca causada por P.
falciparum (BHAKUNI et al., 2001; BILIA et al., 2006). A preparacao aquosa da planta
contendo baixa concentragcdo de artemisinina possui a vantagem de reduzir o risco do parasito
em criar resisténcia a substancia pura que j4 € utilizada em associacdo com outros
medicamentos no controle da maldria (ACTs), podendo mesmo ser mais eficiente em sua
funcdo no tratamento da doenca (LIU et al., 1989; RATH et al., 2004; MUELLER et al.,
2004; PRAYGOD et al., 2008;).

A infus@do de A. annua também ¢ utilizada em medicina veterindria. Lans e
colaboradores (2007) utilizaram a infusdo para o tratamento de verminoses e giardiase em
porcos e verificaram diminui¢do de 81,6% a 83,2% do desenvolvimento de Cryptosporidium
parvum em camundongos. Bhakuni e colaboradores (2001) demonstraram atividades
biologicas do extrato de A. annua no controle de infec¢des bacterianas causadas por
Salmonella typhi, Proteus vulgares, Staphylococcus aureus, como também sua atividade
alergénica.

Em outro estudo, Wang e colaboradores (2007) verificaram que um derivativo de
artemisinina (SM905) apresentou alta atividade inibitdria na proliferacdo de células do baco e
da reacdo linfocitdria mista, bem como da producao de IL-2 e IFN-y, por meio de inibi¢do da
fosforilagdo da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK). Deste modo este derivativo
demonstrou potente atividade imunossupressora in vitro e in vivo. No entanto, quando foi
utilizado o extrato total de A. annua, obteve-se um efeito mais estimulatério que inibitorio

enfatizado pela alta produgdo de IL-12.

1.4 Toxoplasma gondii e toxoplasmose

A toxoplasmose é uma doenca parasitiria causada pelo protozodrio do Filo
Apicomplexa, Toxoplasma gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1908). Esta enfermidade

acomete todos os vertebrados de sangue quente (mamiferos e aves) inclusive humanos, mas
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seus hospedeiros definitivos sdo membros da familia dos Felideos (DUBEY et al. 2005).
Atualmente, estima-se que mais de um terco da populacdo adulta do mundo, tenha sido
exposta ao protozodrio 7. gondii, embora a maioria das infec¢des seja assintomdtica em
individuos adultos imunocompetentes (RHOTOVA, 1993; TENTER et al., 2000).

Durante o ciclo de vida, 7. gondii apresenta quatro formas principais de
desenvolvimento: taquizoitas, bradizoitas, merozoitas e esporozoitas (LEKUTIS et al., 2001),
com duas fases no seu ciclo de vida: uma assexuada, que ocorre na maioria dos hospedeiros
vertebrados e uma sexuada que ocorre somente em hospedeiros felinos domésticos. A forma
taquizoita apresenta caracteristicas antigénicas peculiares, induzindo uma forte resposta
inflamatéria que causa danos teciduais importantes e que € responsavel pelas manifestacoes
clinicas da doenca (BLACK; BOOTHROYD, 2000; TENTER et al., 2000; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004). Com a pressao da resposta imune do hospedeiro pode haver conversao
em bradizoitas que sdo as formas de multiplicacdo lenta, persistindo no hospedeiro dentro de
cistos teciduais sem ativar a resposta inflamatéria do hospedeiro (DUBEY et al., 1998). No
entanto, sdo caracteristicos de infec¢des cronicas, podendo ser identificados nos musculos
cardiaco e esquelético, cérebro e retina.

A infeccdo pode ocorrer por ingestdo de carnes ou derivados mal cozidos contendo
cistos tissulares de 7. gondii ou pela ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com
oocistos esporulados provenientes de fezes de felideos e por vetores mecanicos como caes,
moscas, baratas, ratos (NEVES et al., 1995; DUBEY, 1996). J4 a transmissdo vertical, ocorre
pela transferéncia de taquizoitas através da infecc¢do transplacentdria, geralmente associada a
infeccdo ou reinfeccdo durante o curso do periodo gestacional (TENTER et al., 2000;
CARRUTHERS, 2002). Ainda é citada a transmissdao pelo contato com secrecdes como
saliva, urina, esperma e leite, ou ainda por 6rgdos transplantados e acidentes laboratoriais
(NEVES et al., 1995; DUBEY, 1998).

A doenga quando adquirida apds o nascimento é de baixa morbidade e letalidade, mas
quando adquirida durante a gravidez pode acarretar danos ao concepto, como lesdes no
sistema nervoso central e retina, podendo ainda, levar a morte fetal ou ao abortamento
(BLACK; BOOTHROYD, 2000). Os riscos da infeccdo e as consequéncias clinicas da
transmissdo estdo diretamente associados ao periodo de gestacdo da infeccdo, do estado
imunolégico da gestante e do nimero e viruléncia dos parasitos transmitidos ao feto

(TENTER et al., 2000). Em relag@o a transmissao congénita estima-se que entre 1 e 10 recém-
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nascidos sdo infectados em cada 10.000 nascimentos (TENTER et al., 2000; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004).

A doenca também € uma importante infec¢do oportunista em individuos
imunossuprimidos (TOMAVO et al., 1992; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2003; LUDER
et al., 2003), onde a reativacdo da infeccdo latente pode causar doenca sintomdtica como a
encefalite toxopldsmica grave levando o paciente ao 6bito (LUFT; REMINGTON, 1992). Em
pacientes com cancer ou transplantados sob terapia imunodepressora, também € importante,
principalmente devido a reativagao de cistos teciduais (AMBROISE-THOMAS; PELLOUX,
1993).

De acordo com sua patogenicidade a camundongos existem pelo menos trés linhagens
clonais de 7. gondii (gendtipos I, 11 e III) (HOWE; SIBLEY, 1995). As cepas do gendtipo |
sdo extremamente virulentas para camundongos, enquanto as do genétipo II sdo pouco
patogénicas para camundongos (BOHNE et al., 1993). A transmissdo vertical de T. gondii
parece ter uma maior importincia epidemioldgica na linhagem virulenta a camundongos
(gendtipo I), enquanto que animais e humanos clinicamente sadios infectados com a linhagem
do gendtipo II parecem desempenhar o papel de reservatérios para toxoplasmose. Linhagens
clonais do tipo II em humanos sio mais comumente isoladas de infec¢Oes cronicas e
congénitas na Europa, enquanto que linhagens isoladas de pacientes com toxoplasmose ocular
na América do Sul sdo predominantemente do tipo I e linhagens do tipo III sdo mais
comumente isoladas de animais (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; PETERSEN, 2007).

Resultados falso-negativos podem ocorrer nos métodos de diagnéstico fetal, levando a
erros no diagndstico da doenga em criangas recém-nascidas. Assim, todas as criancas nascidas
de maes com toxoplasmose aguda devem ser submetidas a exames soroldgicos e clinicos para
a deteccao de possivel infeccdo e sequelas. Havendo a confirmagdo do diagndstico materno
e/ou neonatal, o tratamento deve ser iniciado o mais precocemente possivel (LOPES et al.,
2009).

O tratamento mais utilizado € a associacdo de sulfadiazina com a pirimetamina, mas
estdo disponiveis sulfonamidas triplas (sulfamerazina, sulfametazina e sulfapirazina),
clindamicina, dapsona e atovaquona (HILL et al., 2005), tanto para o tratamento de humanos
como animais. No entanto, esses medicamentos podem causar efeitos adversos tais como a
supressdo da medula dssea e alergias devido ao uso das sulfonamidas, especialmente em

pacientes com AIDS (HOLFELS et al., 1994).
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1.5 Toxoplasmose e artemisinina

Devido a importancia da toxoplasmose e os efeitos adversos da terapia tradicional
disponivel para seu tratamento, torna-se evidente a necessidade do uso de novos agentes
efetivos e alternativos no tratamento da doenca. Como os agentes que causam a maldria e a
toxoplasmose sdo do mesmo Filo (Apicomplexa), alguns compostos antimicrobianos sao
efetivos no tratamento de ambas as doencgas. A infusdo de Artemisia pode ser uma destas
alternativas, desde que sua eficdcia no controle de 7. gondii seja demonstrada.

Ou-Yang e colaboradores (1990) demonstraram que o crescimento de 7. gondii foi
inibido pelo uso de artemisinina. O experimento in vitro testou a habilidade da artemisinina
em inibir a formagdo de placas em fibroblastos por 7. gondii. O tratamento com 1,3 pg mL"
de artemisinina durante 14 dias eliminou o parasito por completo, sendo que sua utilizacao no
pré-tratamento das células hospedeiras ou de T. gondii ndo teve efeito sobre o crescimento do
parasito. Aparentemente, estudos prolongados com fibroblastos humanos demonstraram nao
haver nenhuma toxicidade. Dos seis derivativos da artemisinina analisados, a
dihidroartemisinina 1- propil-eter-artemisinina e 1-butil-artemisinina tiveram resultados
comparaveis ao da artemisinina. O arteeter € o artemeter foram mais efetivos, contudo o
artemeter demonstrou ser 10 vezes mais potente que a artemisinina.

Em 1994, Holfels e colaboradores, estudaram o efeito de diferentes agentes
microbicidas sobre taquizoitas de 7. gondii, inclusive o arteeter (artemisinina éter) que na
dose de > 0,5 ug mL™ teve efeito inibitério da replicacdo intracelular de T. gondii in vitro.

O efeito do artesunato, dihidroartemisinina e a combinacdo de artesunato e
dihidroartemisinina na infeccdo por 7. gondii foram analisados por Sarciron e colaboradores
(2000) in vivo e in vitro. Eles concluiram que a inibicdo do crescimento do parasito in vitro
chegou a 70% com 0,1 a 0,5 pg mL™" de dihidroartemisinina por 96 horas. Contudo, o nimero
de taquizoitas diminuiu de 40% a 50% com artesunato, dihidroartemisinina e a combinacdo de
ambos (1:1). In vivo, a combinacdo entre artesunato e dihidroartemisinina (1:1) diminuiu os
cistos cerebrais em torno de 40% apds somente 5 dias de tratamento.

Jones-Brando e colaboradores (2006) trabalharam com quatro derivativos de
artemisinina que diminuiram a atividade de 7. gondii e a citotoxicidade em comparagcdo ao
trimetoprim, um dos compostos de relativa baixa toxicidade que € usado para o tratamento da
toxoplasmose em seres humanos. Outros compostos, tais como a pirimetamina, apresentam

uma maior atividade anti-Toxoplasma, entretanto a toxicidade € elevada, particularmente ao
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longo de periodos prolongados de administragio (GEORGIEV, 1994). A disponibilidade de
compostos de baixa toxicidade, capazes de prevenir e tratar 7. gondii nos seres humanos,
representaria um grande avan¢o no tratamento de infeccdes para individuos
imunocomprometidos. Além disso, a disponibilidade de tais compostos também permitiria
definir o papel de T. gondii em ensaios clinicos dirigidos.

Os efeitos da infusdo de A. annua sobre a infeccdo in vitro e in vivo de T. gondii
investigados por Oliveira e colaboradores (2009) mostraram que a infusdo da planta pode ser
uma ferramenta terapéutica tutil no controle da infec¢do devido a sua baixa toxicidade e sua
acdo inibitdria direta no parasito.

Hencken e colaboradores (2010), trabalhando com 23 novos derivativos de trioxanos de
dehidroartemisinina (DART), encontraram oito derivativos de tiazol e dois de carboxamida,
ou seja, todos derivativos de artemisinina que efetivamente exerceram uma inibi¢do de
crescimento de 7. gondii, com ICsy variando de 0,25-0,42 uM, comparédvel em eficicia com
artemeter (ICsp = 0,31 uM) e 100 vezes mais inibitérios que drogas de uso corrente, como o
trimetoprim (ICsp = 46 uM).

Como T. gondii € responsavel por um nimero considerdvel de infec¢des congénitas e
abortamentos em animais € humanos, além de despertar grande preocupacdo como infeccdo
oportunista em pacientes imunocomprometidos, estudos que enfatizam os aspectos bdsicos da
biologia do parasito que possam trazer avancos no tratamento, diagndstico e prevengdo da
toxoplasmose sao intensamente estimulados (TENTER et al., 2000; CARRUTHERS, 2002;
MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

Considerando-se a conveniéncia de tentar aprimorar o tratamento da toxoplasmose, que
apresenta semelhancas taxonOmicas com o parasito causador da maldria, foi considerado
oportuno verificar se a infusdo de A. annua cultivada em solo com diferentes aplicacdes de
silicato € eficaz no controle da infec¢@o por 7. gondii em cultura celular. Os efeitos benéficos
da adubacdo do solo com silicio t€ém sido observados em vdrias espécies vegetais,
especialmente quando estas sdo submetidas a estresses bidtico ou abiético. Como o principio
ativo principal (artemisinina) € depositado em tricomas glandulares da planta A. annua e o
silicio também se acumula nestas estruturas da planta, o uso do silicio no solo pode melhorar
o armazenamento de artemisinina, melhorando sua eficicia no controle de algumas
patologias. Até o presente momento, a influéncia do uso de silicio \[Dl]no solo sobre a planta A.

annua ou sobre seu principio ativo, a artemisinina, ainda nao foi investigada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da infusdo de Artemisia annua cultivada em solo com aplicagdo do silicato

de célcio e magnésio sobre o controle de Toxoplasma gondii in vitro.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito do silicato de cdlcio e magnésio aplicado ao solo em diferentes dosagens
sobre as caracteristicas agrondmicas (altura da planta, conteido de macro e micronutrientes, e
de silicio nas folhas), drea dos tricomas glandulares e conteido de artemisinina nas folhas de

A. annua.

- Avaliar a absorcdo e acimulo de silicio no solo apds a aplica¢do de diferentes dosagens de

silicato no solo.
- Avaliar o efeito da infusdo de A. annua cultivada em solo com aplica¢do de silicato de

calcio e magnésio em diferentes dosagens, comparativamente a artemisinina pura, sobre a

replicagdo intracelular de taquizoitas de 7. gondii em cultura celular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

A etapa experimental da aplicacdo de silicato de cdlcio e magnésio no solo foi
conduzida na casa de vegetacdo do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), Uberlandia, MG até a coleta final do material vegetal.

O solo a ser utilizado nos experimentos foi primeiramente analisado no Laboratério de
Analises de Solos do ICIAG — UFU (ANEXOS 1 e 2). O solo foi caracterizado como
latossolo vermelho eutroférrico, pH 4cido, baixa fertilidade, classe textural muito argilosa.
Ap6s peneiracao foram adicionados 10 kg de solo nos vasos e 0s seguintes macronutrientes:
1,11g/vaso de nitrogénio (N, uréia, 45% N), 2,5 g/vaso de fésforo (P, SSP, 18% P,0s) e
8,33g/vaso de potassio (K, KCI, 60% K,O). Também foi adicionada uma mistura de
micronutrientes (FTE BR12 contendo 9% de zinco [Zn], 1,8% de boro [B], 2% de manganés
[Mn], 0,8% de cobre [Cu], 0,1% de molibdénio [Mo] e 3% de ferro [Fe]) na dosagem de 0.5
g/vaso. Todos estes fertilizantes foram adquiridos de Heringer Fertilizantes, Uberaba, MG.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC), com 5
tratamentos e 5 repeticdes. Os tratamentos diferiram nas dosagens de silicio aplicado na forma
de silicato de célcio e magnésio (Recmix, 11,24% silicio; Agronelli Industria e Comércio de
Insumos Agropecudrios Ltda, Uberaba, MG) no solo, como segue: T1 = 0 kg ha'l, T2 =200
kg ha', T3 = 400 kg ha”, T4 = 800 kg ha' e T5 = 1600 kg ha” de silicato de célcio/
magnésio, correspondendo a T1 = 0 g/vaso, T2 = 8,90 g/vaso, T3 = 17,79 g/vaso, T4 = 35,59
g/vaso e TS = 71,17 g/vaso de silicato, respectivamente.

Em seguida, procedeu-se a semeadura e plantio de Artemisia annua. As sementes de
Artemisia annua foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Pedro Melillo Magalhdes do
Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agrarias (CPQBA) da Universidade de Campinas
(UNICAMP), Campinas, SP e sdao provenientes de hibridos que passaram pelo processo de
melhoramento genético por cruzamentos controlados. Para a semeadura foram utilizadas
bandejas plésticas de 72 células em substrato Plantmax (Eucatex Agro, Paulinia, SP, Brazil)
com o intuito de melhorar a germina¢do das sementes.

ApOs a obten¢do de germinagdo satisfatoria, as plantulas com cerca de 4 a 8 semanas e
15 cm de altura foram transplantadas para vasos com capacidade de 10 Kg de solo de acordo

com o delineamento experimental citado, sendo plantada uma planta por vaso. As plantulas
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foram aleatoriamente distribuidas na casa de vegetacdo (ICIAG - UFU) e irrigadas

periodicamente de acordo com o cdlculo da capacidade de retencdo de dgua do solo.

3.2 Avaliacao da altura da planta e coleta de amostras para analises

As folhas foram coletadas aleatoriamente em todas as plantas de todos os tratamentos e
todas as repeti¢cdes quando as plantas tinham em torno de 6 a 8 meses, antes do estdgio de
florescimento quando o contetddo de artemisinina geralmente diminui. Imediatamente antes da
coleta das folhas, a altura das plantas de cada repeticdo em todos os tratamentos de aplicacdo
de silicato no solo foi determinada, com o auxilio de uma fita métrica graduada em
milimetros, do colo da planta (ponto onde a raiz e o caule se encontram) ao broto terminal
(4pice da planta).

O material coletado (folhas) foi lavado com detergente e dgua destilada, seco em estufa
de circulacdo forcada (45°C, 48 h), moido em moinho tipo Willey, embalado em sacos
plasticos identificados e conservado em temperatura ambiente. Posteriormente, parte do
material foi submetido as andlises de macro e micronutrientes e quantificacao do silicio foliar

e outra parte foi colocado em infusao e liofilizado para andlise do contetido de artemisinina.

3.3 Analises de macro e micronutrientes em folhas de Artemisia annua

A andlise de macro e micronutrientes foi realizada em folhas de A. annua em todos os
tratamentos de aplicacdo de silicato no solo de acordo com protocolos padronizados

(EMBRAPA, 1999) no Laboratério de Andlises de Solos, ICIAG - UFU.

3.4 Quantificacao do silicio foliar

A andlise do silicio foliar foi realizada no Laboratério de Fertilizantes (LAFER), ICIAG
- UFU, seguindo os protocolos de Elliott e Snyder (1991) e adaptado por Korndorfer et al.
(2004). As folhas secas e moidas de todos os tratamentos foram submetidas ao Método
Amarelo, onde o silicio € extraido a partir da oxidacdo da matéria organica, isto €, da
eliminacdo do carbono do tecido vegetal com dgua oxigenada (digestdo). Em seguida, foi
adicionado hidréxido de sédio a solucdo digestora com a finalidade de melhorar a efici€ncia

do oxidante (H,0,) e aumentar o pH da solucao, visando manter o silicio do tecido vegetal em
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solucdo (ELLIOTT; SNYDER, 1991). As amostras foram autoclavadas e no sobrenadante foi
adicionado HCI a 50% e molibdato de amodnio a 20% (pH 7,0-8,0). Apds 5 a 10 minutos, foi
adicionado 4cido oxdlico e a leitura da reacdo foi realizada em espectrofotometro, no
comprimento de onda de 410 nm onde é obtida uma curva padrao de silicio na planta apés
desenvolvimento da coloracdo amarela. Em paralelo, foi realizada uma curva padrao de silicio
variando de 0 a 8 mg L' e os dados foram calculados em relacdo a esta curva de referéncia.
Os resultados foram expressos como percentagem de silicio foliar em relacdo ao peso seco

das folhas (mg  planta™).

3.5 Analise dos tricomas glandulares nas folhas de Artemisia annua

Como a artemisinina e o silicio depositam-se nos tricomas glandulares, foi verificado se
os tratamentos com aplicacdes de silicato no solo alteravam o tamanho de tricomas,
principalmente os glandulares. O estado de integridade dos tricomas glandulares de A. annua
foi analisado em micrografias eletronicas de varredura. Primeiramente, foi coletada uma folha
no ter¢co médio de cada planta em todos os tratamentos com aplicagcdo de silicato no solo. As
folhas coletadas pela manha, foram lavadas, secas, cortadas em pedacos menores e
imediatamente fixadas em Karnovsky modificado (glutaraldeido a 2%, tampao cacodilato de
sédio a 0,05 M, pH 7.2) (KARNOWSKY, 1965). Este material foi enviado ao Laboratério de
Histopatologia Vegetal e Biologia Estrutural das Plantas no Centro de Energia Nuclear da
Agricultura (CENA), Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba, SP sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Neusa L. Nogueira.

A andlise ultraestrutural das folhas de A. annua foi realizada pela técnica de
microscopia eletronica de varredura, de acordo com método descrito por Kitajima e Leite
(1999). A poés-fixagao foi feita com tetréxido de 6smio a 1% em tampao cacodilato de sédio a
0,05 M, pH 7,2, por 1 hora. Apés este procedimento, as amostras foram imersas 3 vezes em
dgua destilada e desidratadas em concentragdes crescentes de dlcool (30%, 50%, 70% e 80%).
Em seguida, foram realizadas 3 lavagens com dlcool 100% e as amostras foram secas ao
ponto critico através de didéxido de carbono liquido (Balzers CPD 030, Balzer Union Inc.,
Hudson, NH, EUA). As amostras secas foram montadas em pequenos cilindros de metal,
banhadas em ouro 20 nm no evaporador (Balzers MED 010 vacum evaporator; Balzer Union
Inc.). As imagens obtidas em microscépio eletronico de varredura (Zeiss LEO 435 VP, Zeiss

Leica, Cambridge, Inglaterrra) a 20 kV foram digitalizadas. Parte deste material foi coberto
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com carbono para as microandlises de raio X em microscopio de varredura (Zeiss 940 DSM-
A, Carl Zeiss Inc., Oberkochen, Alemanha).

As medidas das dreas dos tricomas glandulares totais e intactos foram obtidas pelo
software ImageJ (Wayne Rasband, National Institute of Mental Health, EUA) das imagens
provenientes da microscopia de varredura, como anteriormente descrito (CORNELISSEN et

al., 2003).

3.6 Analise do conteido de artemisinina em folhas de Artemisia annua

A andlise do contetido de artemisinina em folhas de A. annua foi realizada por
cromatografia de camada fina (TLC) de acordo com a metodologia descrita por Quennoz et al.
(2010). As folhas secas e moidas foram enviadas ao Centro de Pesquisa em Plantas
Medicinais Mediplant, Conthey, Suica. Inicialmente, 5 mL de tolueno foram adicionados a
100 mg de cada amostra em um homogeneizador (Ultra-Turrax, Polytron PT 20.00,
Kinematica GmbH, Kriens-Luzern, Sweden) por 30 segundos e entdo procedeu-se a
centrifugacdo das amostras a 2,000 X g por 5 minutos. Um microlitro do extrato da planta foi
imediatamente aplicado a 15 mm da borda inferior da placa de TLC pré-recoberta por silica
gel (60F254, Merck, Darmstadt, D, 10X20 cm).

Padrdes (100 ng de artemisinina pura) foram aplicados nas bordas da placa evitando-se
assim, erros que pudessem ocorrer nas posicoes 1 e 15. Uma amostra conhecida, previamente
analisada por HPLC, foi aplicada na segunda posi¢do, possibilitando checar a qualidade da
placa utilizada. Uma segunda amostra desconhecida (posi¢do 4) foi aplicada novamente na
posic@o 11 com o intuito de determinar a precisdo da corrida. A placa de TLC foi considerada
inutilizavel quando obtido um valor da amostra conhecida muito diferente do esperado. As
placas também foram descartadas quando o desvio padrio foi maior que 10%. A
cromatografia foi realizada na placa de silica usando-se n-hexano e dietil-eter (6:5, v/v) como
eluentes em tina gémea de imersao (Camag). A distancia de migracao foi de 60 mm e o tempo
de migracdo em torno de 6 minutos. O pré-equilibrio com a tina de fundo plano (Camag)
levou 30 minutos, sendo a migracdo ascendente e linear. A placa de desenvolvimento foi seca
por 3 minutos, imersa por 1 s na solucdo de acido acético, dcido sulfirico e anisaldeido
(100:2:1, v/v/v) e entdo aquecida (TLC III, Camag) a 105°C por aproximadamente 5 minutos

para a derivacdo termal in situ dos pontos de artemisinina.
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A leitura foi realizada em um scanner de TLC (Camag, Muttens, Suica) em absorbancia
de 530 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem (gramas de artemisinina por 100 g

de matéria seca).

3.7 Preparacao da infusiao de Artemisia annua

A partir desta etapa, todos os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Immunoparasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, UFU. A infusdo de A. annua em
todos os tratamentos de aplicacdo de silicato no solo foi preparada como descrito por Oliveira
et al. (2009). Em resumo, 10 g de folhas secas e moidas foram adicionadas a 100 mL de 4gua
destilada fervente, sendo a mistura agitada e mantida coberta por 10 minutos a temperatura
ambiente. O material da planta foi removido por filtracio e a infusdo foi resfriada em
temperatura ambiente. Uma parte da solucio estoque de infusdo de A. annua (100 mg/mL) foi
distribuida em aliquotas de 1 mL, liofilizada e armazenada a 4°C até ser analisada quanto ao
seu conteudo de artemisinina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Outra parte
da solug¢do estoque da infusdo foi filtrada (poro da membrana de 0.2 pum; Millipore

Corporation, Bedford, MA, EUA) e imediatamente utilizada em ensaios de citotoxicidade.

3.8 Analise do contetido de artemisinina na infusao de Artemisia annua

A solucdo estoque liofilizada de A. annua (100 mg mL™) foi ressuspendida em 1 mL de
acetonitrila (Sigma-Aldrich), vigorosamente agitada, centrifugada a 13.400 g por 5 minutos e
o sobrenadante foi filtrado (filtro de 0.2 um, Millipore Co.) antes de ser submetido em HPLC.
O contetdo de artemisinina nas amostras foi determinado utilizando o sistema Shimadzu
Prominence HPLC com detec¢dao UV/vis, (SPD-M20A, DAD) e o software LC Solution
(Shimadzu Co., Kyoto, Japao).

As andlises basearam-se na curva de calibracdo obtida com a artemisinina pura (Sigma-
Aldrich) proveniente de diluicdes duplas seriadas variando de 500 a 31,25 pg mL™" . A coluna
utilizada para separar a artemisinina nas amostras foi a Shimadzu Shim-pack VP-ODS; 150
mm x 4.6 mm, 5 um. A taxa de fluxo foi estabelecida em 1 mL min™' e o volume de injecdo
da amostra foi 20 pL. Os cromatogramas foram registrados de 0 a 12,5 minutos pelo sistema
detector DAD. Os valores de area do pico cromatografico foram utilizados para estimar os

niveis de artemisinina nas amostras.
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3.9 Avaliacao dos efeitos da infusao de A. annua e artemisinina sobre a infeccao por

Toxoplasma gondii in vitro

3.9.1 Cultura de células

As células HeLa utilizadas nestes experimentos foram provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA). As células foram cultivadas em meio
RPMI-1640 (Gibco, Paisley, Inglaterra), suplementado com 25 mM de HEPES, 2 mM de L-
glutamina, 100 U mL™" de penicilina, 100 ug mL™" de estreptomicina (todos reagentes obtidos
de Sigma-Aldrich) e 10% de soro bovino fetal inativado (SBF) (Cultilab, Campinas, Brasil) -

meio completo — em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO..

3.9.2 Ensaios de citotoxicidade

A citotoxicidade das amostras de infusdo de A. annua e artemisinina pura foi avaliada
para a viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT como descrito por Mosmann (1983). As
células HeLa foram cultivadas em placas de 96 pogos (1 x 10° células/pogo) em triplicata na
presenca de dilui¢des duplas seriadas da solucdo estoque de infusdo de A. annua (10.000 a
156,25 ug mL™") ou artemisinina (400 a 3,125 ug mL™") em meio completo. O controle
consistiu de células incubadas apenas com meio. Apds 24 h de incubacdo a 37°C e 5% de
COa,, as células foram lavadas e incubadas com 10 uL de brometo de tiazolil azul de tetrazdlio
(MTT, Sigma-Aldrich) a 5 mg mL"' em 90 uL de meio completo, por 4 horas antes do
término da cultura. Particulas de formazan foram solubilizadas em dodecil sulfato de sddio
(SDS) 10% e N, N-dimetilformamida (DMF) 50%. Os valores de absorbancia foram
determinados a 570 nm apds 30 minutos em leitor de placas (Titertek Multiskan plus, Flow
Laboratories, McLean, VA, EUA). Os resultados foram expressos em porcentagem de

viabilidade das células em relacdo aos controles.

3.9.3 Parasitos

Taquizoitas de Toxoplasma gondii (cepa 2F1, RH) foram propagados em células HeLa,
mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com penicilina, estreptomicina e 2% de SFB a

37°C e 5% de CO,. A cepa transgénica 2F1, que expressa constitutivamente [-galactosidase
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citoplasmatica foi gentilmente cedida pelo Dr. Vern Carruthers, University of Michigan

Medical School, EUA.

3.9.4 Condicoes experimentais de tratamento e infec¢ao in vitro

Ap06s o cultivo de células HelLa em placas de 96 pogos (2 x 10* células/poco/200 pL)

em meio completo por 24 h a 37°C e 5% CO,, foram realizadas trés condi¢des experimentais:

3.9.4.1. Pré-tratamento dos parasitos antes da infeccio de células hospedeiras

Taquizoitas 2F1 (RH) de T. gondii foram pré-tratados por 1 h a 37°C e 5% CO, com
dilui¢es duplas seriadas da infusdo de A. annua (2500 a 156 pg mL™) obtida dos tratamentos
sem silicato (T1 = 0 kg ha'l) ou com silicato (T3 =400 kg ha'l) no solo ou com artemisinina
pura (100 a 1,5 pg mL™") ou com meio somente (controle). Em seguida, parasitos foram
incubados com monocamadas de células HelLa em uma taxa de infeccdo de 3:1
(parasito:célula hospedeira) por 24 h a 37°C e 5% CO,. A quantifica¢io da proliferacio
intracelular de 7. gondii foi determinada por ensaio colorimétrico com [-galactosidase
(JONES-BRANDO et al., 2006) descrito a seguir no item 3.9.5. Dois experimentos

independentes foram realizados com quatro repeti¢des para cada condi¢do experimental.

3.9.4.2. Tratamento das células hospedeiras apos infeccao parasitaria

As monocamadas de células HelLa foram lavadas com meio e infectadas com taquizoitas
de T. gondii 2F1 (RH), com taxa de infec¢do de 3:1 (parasito:célula). Apds 3 horas de
incubacdo a 37°C e 5% de CO,, as células foram novamente lavadas para remover os
parasitos ndo aderentes e, em seguida, tratadas com diluicdes duplas seriadas da infusdo de A.
annua (2500 a 156 ug mL") obtida dos tratamentos sem silicato (T1 = 0 kg ha™) ou com
silicato (T3 = 400 kg ha™) no solo ou artemisinina pura (100 a 1,25 pg mL™). Como controle,
as células infectadas foram incubadas apenas com meio. Apds 24 h de incubagdo a 37°C e 5%
de CO,, a proliferacdo intracelular de 7. gondii foi determinada por ensaio colorimétrico com
B-galactosidase (JONES-BRANDO et al.,, 2006) descrito a seguir no item 3.9.5. Dois
experimentos independentes foram realizados com quatro repeti¢des para cada condi¢do

experimental.
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3.9.4.3. Tratamento das células hospedeiras simultaneamente a infeccao parasitaria

As monocamadas de células HeLLa foram lavadas com meio e infectadas com taquizoitas
de T. gondii 2F1 (RH), com taxa de infec¢do de 3:1 (parasito:célula) e imediatamente tratadas
com dilui¢des duplas seriadas da infusdo de A. annua (2500 a 156 pg mL") obtida dos
tratamentos sem silicato (T1 = 0 kg ha'l) ou com silicato (T3 = 400 kg ha'l) no solo ou
artemisinina pura (100 a 1,25 pg mL™). Como controle, as células infectadas foram incubadas
apenas com meio. Apds 24 h de incubagdo a 37°C e 5% CQO,, a proliferacdo intracelular de 7.
gondii foi determinada por ensaio colorimétrico com B-galactosidase (JONES-BRANDO et
al., 2006) descrito a seguir no item 3.9.5. Dois experimentos independentes foram realizados

com quatro repeticoes para cada condi¢ao experimental.

3.9.5 Quantificacdo da proliferacio intracelular parasitaria

A proliferacdo intracelular de 7. gondii foi determinada por ensaio colorimétrico com [3-
galactosidase (JONES-BRANDO et al., 2006). Em todas as condicdes experimentais de
tratamento e infeccdo, foi preparada em paralelo uma curva de referéncia com diluicdes
duplas seriadas de taquizoitas de 7. gondii 2F1 (RH) variando de 1 x 10° a 15,625 x 10°
parasitos em 100 pL. de meio com 2% SFB. Apés 24 h de incubacédo a 37°C e 5% de CO,, as
placas foram centrifugadas a 250 g durante 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e
parasitos em excesso foram removidos das monocamadas por lavagem com solu¢do salina
tamponada com fosfatos (PBS, pH 7,2) gelada. Logo apds este procedimento, as células foram
lisadas com 100 pL de tampao de lise gelado (HEPES a 100 mM pH 8,0, MgSO4 a 1 mM,
Triton X-100 a 0,1%, Ditiotreitol a 5 mM) por 15 minutos. Em seguida, foi removido o
tampao de lise e adicionados 160 uL/pogo de tampao de ensaio (tampao fosfato a 100 mM pH
7,3, P-mercaptoetanol a 102 mM e MgCl, a 9 mM) e 40 pL de CPRG (B-D-
galactopiranosideo vermelho de clorofenol; Roche, Indianapolis, IN, EUA) a 3 mM foram
adicionados. Apds 30 min em temperatura ambiente no escuro, a atividade enzimatica da 3-
galactosidase foi determinada a 570 nm em leitor de placas (Molecular Devices, Palo Alto,
CA, EUA). Os resultados foram expressos como o nimero de taquizoitas calculados em

relacdo a curva de referéncia com taquizoitas 2F1.
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3.10 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrao da média (SEM). A andlise
estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versio 5.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, EUA). Diferencas no conteido de macro e micronutrientes foram
analisadas por ANOVA e pds-teste para tendéncia linear ou teste de comparagdes multiplas de
Tukey. As diferencgas estatisticas encontradas para a concentragdo de silicio foliar, altura de
planta, drea dos tricomas glandulares, conteido de artemisinina e proliferacdo intracelular
parasitdria foram determinadas por ANOVA e pds-teste de comparacdo mudltipla de

Bonferroni. Diferencgas significativas foram consideradas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Andlise das caracteristicas agronomicas: macro e micronutrientes, altura da planta e

silicio foliar

Na andlise do teor de macronutrientes nas folhas de A. annua cultivadas com aplicacio
de diferentes dosagens de silicato no solo, o teor de nitrogénio aumentou apenas para a
dosagem mais elevada de silicato (1600 kg ha), em comparacdo com todos os outros
tratamentos (p < 0,001) (Fig. 1A). Os outros macronutrientes analisados (P, K, Ca, Mg e S)
(Fig. 1), bem como todos os micronutrientes (B, Cu, Mn, Fe e Zn) (Fig. 2) ndo mostraram
diferencas significativas para quaisquer das aplicag¢des de silicato no solo.

A altura da planta ndo diferiu significativamente entre os tratamentos com aplicacao de
silicato em diferentes concentracdoes (Fig. 3A). Na andlise do teor de silicio foliar, foi
observada uma tendéncia para maior teor de silicio foliar com aplicacdo de 400 kg ha™' de

silicato no solo, embora sem significancia estatistica (Fig. 3B).

Apés a aplicagdo de diferentes dosagens de silicato no solo, foi também realizada a
andlise de silicio no solo (ANEXO 3). Foi observado um crescente aumento nos teores de
silicio no solo com as dosagens crescentes de silicato de calcio e magnésio (0, 200, 400, 800 e

1600 kg ha™).
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Fig. 1. Teor de macronutrientes nas folhas de Artemisia annua apds a aplicagdo de silicato de calcio e
magnésio no solo em diferentes dosagens (0, 200, 400, 800 e 1600 kg ha'l). (A) Nitrogénio (N), (B)
Fésforo (P), (C) Potéssio (K), (D) Calcio (Ca), (E) Magnésio (Mg) e (F) Enxofre (S). As barras
representam a média + SEM de cinco repeticdes para cada condi¢do experimental. Diferencas
estatisticas foram determinadas por ANOVA e pds-teste para tendéncia linear e teste de comparagdo

multipla de Tukey (***p < 0,0001).
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Fig. 2. Teor de micronutrientes nas folhas de Artemisia annua apés a aplicacio de silicato de célcio e
magnésio no solo em diferentes dosagens (0, 200, 400, 800 e 1600 kg ha'l). (A) Boro (B), (B)

Manganés (Mn), (C) Cobre (Cu), (D) Ferro (Fe) e (E) Zinco (Zn). As barras representam a média +
SEM de cinco repeti¢des para cada condi¢do experimental. Ndo foram observadas diferencas

estatisticas como determinado por ANOVA e pés-teste de comparacao multipla de Tukey.
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Fig. 3. Altura da planta (A) e teor de silicio nas folhas (B) de Artemisia annua apds a aplicagdo de
silicato de célcio e magnésio no solo em diferentes dosagens (0, 200, 400, 800 e 1600 kg ha'l). As
barras representam a média + SEM de cinco repeti¢des para cada condigcdo experimental. Ndo foram
observadas diferengas estatisticas como determinado por ANOVA e pds-teste de comparagio miltipla
de Bonferroni.
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4.2 Analise dos tricomas glandulares totais e intactos

Foi observado um aumento significativo na drea de tricomas glandulares totais com
aplicacdo de 400 e 800 kg ha' de silicato no solo, em comparacdo ao controle (sem silicato)
(p < 0,01) (Fig. 4A). Além disso, a maior drea de tricomas glandulares totais foi verificada
com a dosagem de 400 kg ha™ de silicato no solo (32,5 mg kg' de silicio) quando comparada
a todos os outros tratamentos (p < 0,05) (Fig. 4A). Resultados semelhantes foram observados
quando as dreas de tricomas glandulares intactos foram analisadas (p < 0,01) (Fig. 4B). Estes
resultados podem ser visualizados por microscopia eletronica de varredura (Fig. 5), mostrando
os tricomas glandulares rompidos (Fig. 5A, sem tratamento de silicato) e um ndmero
crescente de tricomas intactos ou ndo rompidos (Fig. 5SB-E, 200-1600 kg ha” de silicato),

particularmente evidente para a aplicacdo de 400 kg ha™ de silicato no solo (Fig. 5C).
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Fig. 4. Area dos tricomas glandulares totais (A) e intactos (B) de folhas de Artemisia annua apés a
aplicacdo de silicato de célcio e magnésio no solo em diferentes dosagens (0, 200, 400, 800 e 1600 kg
ha'l). As barras representam a média + SEM de cinco repeti¢des para cada condi¢do experimental. As
diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA e pés-teste de comparagdo multipla de
Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001).
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Fig. 5. Fotomicrografia da superficie abaxial das folhas de Artemisia annua por microscopia eletronica
de varredura. As plantas foram cultivadas em solo sem aplicacdo de silicato (A) ou com 200 (B), 400
(C), 800 (D) e 1600 (E) kg ha™ de silicato de calcio e magnésio no solo. Setas indicam tricomas
glandulares intactos e asteriscos indicam tricomas glandulares rompidos. Painel A (ampliacdo de
100X; escala da barra de 200 pm). Painéis B-E (ampliacdo de 100X; escala da barra de 100 pm).
Inser¢des no painel A (ampliagdo de 523X; escala da barra de 20 um), painéis B-E (ampliacdo de
500X; escala da barra de 20 um).
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4.3 Analise do teor de artemisinina

O teor de artemisinina em amostras de folhas de A. annua obtidas dos tratamentos com
diferentes aplicagdes de silicato no solo foi avaliado por TLC. Foi observada uma tendéncia
de maior concentra¢io de artemisinina para o tratamento com 400 kg ha' de silicato, embora
a significancia estatistica fosse encontrada apenas em comparagdo com a concentragdo de 800

kg ha™ de silicato no solo (Fig. 6).
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Fig. 6. Teor de artemisinina determinado por cromatografia de camada fina (TLC) em folhas de
Artemisia annua cultivada em solo com aplicagdo de silicato de cédlcio e magnésio em diferentes
dosagens (0, 200, 400, 800 e 1600 kg ha’l). As barras representam a média + SEM de cinco repetigdes
para cada condi¢do experimental. As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA e pds-
teste de comparag@o multipla de Bonferroni (*p < 0,05).
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O teor de artemisinina em amostras de infusdo de A. annua obtidas das diferentes
aplicacoes de silicato no solo foi determinado por HPLC. As concentragdes de artemisinina
variaram de 9,855 ug mL™" a 130,487 ug mL™, ndo sendo possivel detectar artemisinina nas
amostras obtidas para a concentracdo de 800 kg ha™' de silicato no solo (Fig. 7).

As amostras obtidas da planta sem aplicacdo de silicato no solo apresentaram 56,7 pg
mL" de artemisinina e valores crescentes foram detectados com 200 kg ha™ de silicato no
solo (66,5 pg mL"' de artemisinina). O maior teor de artemisinina (130,5 pug mL™) foi
detectado em amostras de folhas provenientes da aplicacdo de 400 kg ha™ de silicato no solo
(p <0,01).

Os cromatogramas obtidos mostrando o pico de artemisinina (5,7 min) em cada amostra

de infusdo estdo ilustrados na Figura 8.
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Fig. 7. Teor de artemisinina determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em
amostras de infusdo de Artemisia annua cultivada em solo com aplica¢do de silicato de cdlcio e
magnésio no solo em diferentes dosagens (0, 200, 400, 800 e 1600 kg ha’l). Diferencas significativas
foram obtidas comparando-se com o controle (0 kg ha''de silicato) ou quando indicado por ANOVA e
pos-teste de comparagdo multipla de Bonferroni (**p < 0,01; ***p < 0,001).
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Fig. 8. Cromatogramas representativos da purificacdo de amostras de infusdo de Artemisia annua
cultivada em solo com aplicagdo de silicato de cilcio e magnésio no solo em diferentes dosagens, em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). (A) 0 kg ha™ de silicato; (B) 200 kg ha™ de silicato;
(C) 400 kg ha™ de silicato; (D) 800 kg ha™' de silicato; (E) 1600 kg ha™ de silicato. Setas indicam o
pico de artemisinina (5,7 min) de acordo com a curva de referéncia
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4.4 Analise de citotoxicidade das infusoes de A. annua e artemisinina

Considerando-se que o maior teor de artemisinina foi determinado por ambas as
andlises (TLC e HPLC) em amostras obtidas da aplicacdo de 400 kg ha™ de silicato no solo,
foi avaliada a citotoxicidade das amostras de infusdo de A. annua somente para aquelas
obtidas com 400 kg ha! de silicato comparativamente a aquelas sem silicato no solo bem
como a artemisinina pura. Foram utilizados ensaios de MTT a fim de estabelecer as
concentracdes 6timas a serem utilizadas nos experimentos de infec¢ao por 7. gondii in vitro.

A viabilidade celular foi superior a 90% para a artemisinina pura (Fig. 9C), 80% para a
infusdo obtida da planta sem aplica¢do de silicato no solo (Fig. 9A) e 70% para a infusdo
obtida com 400 kg ha™ de silicato (Fig. 9B) em qualquer uma das concentracdes analisadas.
Visando a continuidade dos experimentos com infec¢do por 7. gondii in vitro, as
concentragdes da infusio de A. annua que variaram de 156 a 2500 pg mL’' foram
estabelecidas por corresponderem a viabilidade celular acima de 87%. Como controle, as
concentracdes de artemisinina pura variando de 1,25 a 100 pug mL™ foram estabelecidas,

correspondendo a viabilidade celular acima de 90%.
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Fig. 9. Ensaio de citotoxicidade determinado pelo ensaio de MTT. As células HeLa foram cultivadas
em placas de 96 pocos na presenca de infusdo de Artemisia annua cultivada em solo sem silicato (A)
ou com 400 kg ha™ de silicato de calcio e magnésio no solo (B), variando de 156 to 10.000 pg mL"
por 24 horas. Em paralelo, células foram cultivadas na presen¢a de artemisinina pura, variando de 3 a
400 pg mL™" (C) ou somente com meio de cultura (controle). Os resultados foram expressos em
porcentagem de células vidveis em relacdo ao controle.

50



4.5 Efeito da infusao de A. annua e artemisinina sobre a infeccao por Toxoplasma gondii
in vitro

Os efeitos das amostras de infusdo de A. annua obtidas sem silicato e com 400 kg ha™!
de silicato no solo, comparativamente a artemisinina pura, sobre a proliferacao intracelular de
T. gondii foram avaliados sob trés condi¢des experimentais (Figs. 10-12).

Em um primeiro experimento, foram analisados os efeitos dos tratamentos da infusdo e
artemisinina sobre o parasito antes da infec¢ao da célula hospedeira (Fig. 10). As amostras de
infusdo obtidas sem aplicac@o de silicato no solo foram capazes de diminuir a proliferacdo
parasitdria apenas na concentracdo mais elevada (2500 pg mL™') em relacdo ao controle
infectado e ndo tratado (p < 0,05) (Fig. 10). Por outro lado, as amostras de infusdo obtidas
com aplicagdo de 400 kg ha' de silicato foram incapazes de alterar o crescimento do parasito
em qualquer das concentracdes analisadas. A proliferacdo intracelular do parasito foi
diminuida pelo tratamento com artemisinina pura em todas as concentracdes analisadas (p <
0,05), embora sem resposta dependente da dose.

Em um segundo experimento, os efeitos dos tratamentos da infusdo e artemisinina sobre
a célula infectada com T. gondii foram analisados (Fig. 11). Os resultados mostraram que a
proliferacdo intracelular parasitaria foi reduzida de maneira dose-dependente para ambas as
infusdes com e sem silicato, a partir das concentracdes de 312 e 625 pg mL’,
respectivamente, em relagdo ao controle infectado e ndo-tratado (p < 0,001; p < 0,05). Mais
uma vez, o tratamento com artemisinina também inibiu o crescimento do parasito (p < 0,01),
embora sem resposta dependente da dose.

Em um terceiro experimento, os efeitos dos tratamentos da infusdo e artemisinina sobre
a célula simultaneamente a infeccdo foram investigados (Fig. 12). O tratamento com a infusdo
sem silicato foi capaz de diminuir a replicacdo do parasito em todas as concentracdes
analisadas em comparagdo ao controle infectado e nado tratado, mas uma resposta dose-
dependente foi observada somente a partir da concentracdo de 312 pg mL" em diante (p <
0,001). Para o tratamento da infusdo com silicato, houve uma redu¢do dose-dependente
somente a partir da concentracdo de 625 pg mL" (p <0,001). A artemisinina também reduziu
o crescimento do parasito de forma dose-dependente em todas as concentracdes analisadas (p

<0,001).
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Fig. 10. Quantificacdo da proliferacdo intracelular de Toxoplasma gondii (cepa 2F1 expressando B-
galactosidase) por ensaio colorimétrico na condi¢do experimental de pré-tratamento do parasito antes
da infec¢do. Taquizoitas 2F1 foram pré-tratados por 1 horaa 37°C e 5% CO, com artemisinina (1,25
a 100 pg mL") ou infusdo de Artemisia annua (156 a 2500 ng mL") cultivada sem silicato ou com
400 kg ha de silicato de célcio e magnésio no solo. Em seguida, taquizoitas foram incubados com
monocamadas de células HeLLa na propor¢ao de 3:1 (parasito: célula hospedeira) por 24 horas a 37°C e
5% CO,. A atividade enzimatica da B-galactosidase foi revelada pela adicdo do substrato CPRG e a
leitura da absorbancia realizada a 570 nm em leitor de placas. Os dados foram expressos em média +
SEM do ndmero de taquizoitas em relacdo a uma curva de referéncia e sio representativos de dois
experimentos independentes realizados com quatro repeticoes.
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Tratamento da célula hospedeira apds infeccao
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Fig. 11. Quantificacdo da prolifera¢do intracelular de Toxoplasma gondii (cepa 2F1 expressando B-
galactosidase) por ensaio colorimétrico na condi¢do experimental de tratamento das células
hospedeiras apés a infec¢do. Células Hel.a foram cultivadas em placas de 96 pogos por 24 horas a
37°C e 5% CO, e entdo infectadas com taquizoitas 2F1 na propor¢do de 3:1 (parasito: célula
hospedeira) por 3 horas a 37°C e 5% CO,. Ap6s lavagem, as células foram tratadas com artemisinina
(1,25 a 100 ug mL™) ou infusdo de Artemisia annua (156 a 2500 pg mL™) cultivada sem silicato ou
com 400 kg ha'de silicato de célcio e magnésio no solo por 24 horas a 37°C e 5% CO,. A atividade
enzimatica da B-galactosidase foi revelada pela adi¢do do substrato CPRG e a leitura da absorbancia
realizada a 570 nm em leitor de placas. Os dados foram expressos em média + SEM do nimero de
taquizoitas em relacdo a uma curva de referéncia e s@o representativos de dois experimentos
independentes realizados com quatro repeti¢des.
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Tratamento da célula simultaneamente a infeccéao
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Fig. 12. Quantificacdo da prolifera¢do intracelular de Toxoplasma gondii (cepa 2F1 expressando B-
galactosidase) por ensaio colorimétrico na condi¢do experimental de tratamento das células
hospedeiras simultaneamente a infeccdo. Células HeLa foram cultivadas em placas de 96 pocos por 24
horas a 37°C e 5% CO,. As células foram entdo infectadas com taquizoitas 2F1 na propor¢édo de 3:1
(parasito: célula hospedeira) e tratadas com artemisinina (1,25 a 100 pg mL'l) ou infusao de Artemisia
annua (156 a 2500 ug mL’l) cultivada sem silicato ou com 400 kg ha'de silicato de cdlcio e
magnésio no solo por 24 horas a 37°C e 5% CO,. A atividade enzimdtica da B-galactosidase foi
revelada pela adicdo do substrato CPRG e a leitura da absorbancia realizada a 570 nm em leitor de
placas. Os dados foram expressos em média + SEM do nimero de taquizoitas em relagdo a uma curva
de referéncia e sdo representativos de dois experimentos independentes realizados com quatro

repeticoes.
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5. DISCUSSAO

Como os medicamentos aprovados para a prevengdo e tratamento da toxoplasmose
apresentam limitacdes em eficdcia e podem ter vérios efeitos adversos, hd um interesse
crescente na pesquisa de novas drogas antimicrobianas menos téxicas aos humanos. Entre
elas, destacam-se os produtos naturais de plantas com propriedades medicinais devido a sua
ampla faixa de atividades bioldgicas (GEORGIEV, 1994; JONES-BRANDO et al., 2006).
Neste contexto, foi avaliado no presente estudo o papel da infusdo de A. annua obtida de
plantas cultivadas em solo com aplicacdo de diferentes dosagens de silicato sobre o controle
da infec¢do por T. gondii in vitro.

O efeito das diferentes dosagens de silicato no solo sobre o teor de macronutrientes nas
folhas de A. annua foi verificado apenas para o nitrogénio, que mostrou quantidades
aumentadas em amostras provenientes da maior dosagem de silicato no solo (1600 kg ha™).
Sabe-se que o nitrogénio € um importante componente de aminodcidos, proteinas, enzimas,
acidos nucleicos, pigmentos, hormdnios e muitos outros compostos (HORTENSTEINER;
FELLER, 2001). Ferreira (2007), investigando o papel dos macronutrientes em folhas de A.
annua, demonstrou que o nitrogénio foi o elemento mais importante enquanto que o potissio
foi o0 menos requerido para o crescimento da planta e acimulo de biomassa foliar. Em outro
estudo similar, o nitrogénio foi aplicado ao solo e foi verificado um aumento na porcentagem
de biomassa, 6leos essenciais e teor de artemisinina (SINGH; LAI, 2001). No presente estudo,
entretanto, o aumento no conteido de nitrogénio induzido pela maior dosagem de silicato no
solo ndo teve influéncia na altura da planta bem como no teor de artemisinina. Além disso,
Figueira (1996) verificou que o ndo fornecimento de macronutrientes (nitrogénio, fosforo,
potdssio, cdlcio, magnésio e enxofre) em quantidades adequadas a planta A. annua, limitou a
producdo de artemisinina e dcido artemisininico. Os resultados obtidos no presente estudo
demonstraram que a planta A. annua apresentou um crescimento adequado mesmo em
condi¢des de baixa fertilidade do solo, como determinado pela sua caracterizagdo quimica
inicial, e seu contetido do principio ativo ndo foi significativamente afetado. Além disso, A.
annua mostrou-se tolerante a acidez do solo.

O teor dos micronutrientes analisados (boro, cobre, manganés, ferro e zinco) também
ndo foram significativamente alterados sob quaisquer aplicacdes de silicato no solo,
mostrando que a cultura de A. annua possuia quantidades suficientes de micronutrientes para

permitir o seu crescimento e desenvolvimento, bem como a producdo de seus principios
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ativos. De acordo com esses resultados, estudos anteriores avaliando o teor de micronutrientes
em A. annua verificaram que a quantidade de artemisinina nas plantas foi diminuida na falta
de cobre e, especialmente, do boro (SRIVASTAVA; SHARMA, 1990). Além disso, plantas
deficientes em boro ndo floresceram, levando a uma redugdo de 50% no teor de artemisinina
(BRISIBE et al., 2008).

A altura da planta, bem como o teor de silicio nas folhas de A. annua, ndo mostraram
alteracdes significativas com as diferentes aplicacdes de silicato no solo, embora fosse
observada uma tendéncia para resposta dose-dependente na altura das plantas e maior teor de
silicio foliar para a dosagem de 400 kg ha" de silicato aplicado ao solo. Estes resultados
sugerem que possivelmente pode haver uma concentragdo 6tima de silicato, acima da qual os
efeitos benéficos da aplicacdo de silicato no solo ndo sdo observados para a A. annua. Neste
estudo a dose 6tima para A. annua foi de 400 kg ha™ de silicato que corresponde a 32,5 mg
kg de silicio. A absorcdo de silicio no solo também mostrou aumento dose-dependente com
as dosagens crescentes de silicato no solo. Assim, o silicio pode ser util no cultivo de A.
annua como ocorre em muitas outras espécies de plantas, através da prote¢do das plantas de
varios fatores bidticos e abidticos, agindo como uma barreira de defesa fisica ou quimica
(EPSTEIN, 2009).

Até o presente momento nao ha dados na literatura mostrando o efeito da aplicacdo de
silicato no solo sobre os tricomas de A. annua ou quaisquer outras plantas medicinais. Estudos
anteriores mostraram a deposicdo de silicio na parede celular em folhas de trigo (RAFI et al.
1997). Os tricomas foram identificados por microscopia eletronica de varredura e
microandlise de raios-X, mostrando a localizacdo de silica agindo como uma barreira fisica
(EPSTEIN, 2009). Como a artemisinina € armazenada nos tricomas glandulares das partes
aéreas de A. annua (DUKE; PAUL, 1993; BALINT, 2001), é possivel investigar o efeito de
silicio sobre o teor de artemisinina na andlise ultraestrutural destas estruturas.

Os resultados mostraram que a aplicacio de 400 kg ha™ de silicato de célcio e magnésio
no solo induziu a maior drea de tricomas glandulares totais que foi também relacionada com
os tricomas glandulares intactos, como observado por microscopia eletronica de varredura
como tricomas fechados ou nao-rompidos. Estes tricomas intactos provavelmente continham
maior teor de artemisinina que os tricomas abertos ou rompidos, os quais foram encontrados
em abundancia nas folhas obtidas sem aplica¢do de silicato no solo. Estes resultados foram

confirmados quando o teor de artemisinina em folhas e infusdo de A. annua foram avaliados
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por TLC e HPLC, respectivamente, mostrando que o tratamento com 400 kg ha™ de silicato
no solo induziu o maior teor deste principio ativo.

As propriedades de solubilidade da artemisinina tem sido tema de recentes
questionamentos sobre a utilidade terapéutica das infusdes de A. annua (CARBONARA et al.,
2012). A artemisinina apresenta baixa solubilidade em 4gua, labilidade em condi¢des 4cidas
ou bdsicas e baixa estabilidade em solventes neutros, o que deve estar em mente na andlise de
seus efeitos terapéuticos em infusdes de folhas de A. annua (CARBONARA et al., 2012). A
baixa quantidade de artemisinina (0,1 a 1% em peso seco) na planta tem representado outro
fator importante que questiona a utiliza¢do das infusdes. No entanto, foi recentemente descrito
que vdérios constituintes fendlicos como &cidos clorogénicos t€ém papel no aumento da
solubilidade de artemisinina e eficiéncia da extragdo em preparacdes aquosas (CARBONARA
et al., 2012).

No presente estudo, foi detectado um elevado teor de artemisinina em preparagdes
aquosas de A. annua, mesmo quando a planta foi cultivada sem aplicacdo de silicato no solo
(56,7 ng mL"! de artemisinina), e valores crescentes foram detectados com 200 kg ha' (66,5
ng mL" de artemisinina) e 400 kg ha” (130,5 pg mL" de artemisinina) de silicato, como
determinado por HPLC. Estes resultados foram superiores aos encontrados por Mueller e
colaboradores (2000) (24,5 pg mL™) e Jansen (2006) (24,2 pg mL™"), utilizando preparagio de
infusdo e métodos de andlise semelhantes. Além disso, o tratamento com 400 kg ha'! de
silicato no solo induziu um maior teor de artemisinina que aqueles previamente relatados sem
aplicacdo de silicato no solo (94,0 pg mL'l) (MUELLER et al., 2004; RATH et al., 2004).
Estes resultados mostram claramente uma grande variacdo no teor de artemisinina nas
preparacdes de infusdo das folhas, indicando que muitos fatores, tais como temperatura,
tempo de contato, proporcdo de material e solvente, genética da planta, podem influenciar a
solubilidade da artemisinina e seus subsequentes efeitos terapéuticos (VAN DER KOOY;
VERPOORTE, 2011). Neste contexto, € provdvel que as preparagdes de infusdo de A. annua
obtidas com a aplicacdo de 1600 kg ha' de silicato e, especialmente, com 800 kg ha™ de
silicato no solo podem ter sido afetadas por alguns desses fatores que influenciaram a
solubilidade da artemisinina, resultando em seu baixo teor. Estes problemas ndo foram
evidenciados para as amostras analisadas por TLC, uma vez que o teor de artemisinina foi
determinado em folhas secas de A. annua e expresso em percentagem de peso seco, embora as

amostras provenientes da aplicacdo de 800 kg ha” de silicato mostraram um menor teor de
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artemisinina em comparag¢do com aquelas obtidas da aplicagdo de 400 kg ha' de silicato no
solo.

Embora o uso da infusdo de A. annua ndo seja comum para controlar a toxoplasmose,
comparativamente com a maldria, utilizando medicamentos nao convencionais, esta
alternativa terapéutica foi pesquisada no controle da proliferacdo intracelular de 7. gondii,
visto que a capacidade para controlar a replica¢do dos taquizoitas pode ser util no tratamento
da toxoplasmose aguda primdria ou na reativacdo de infeccdo cronica. Além disso, esta
alternativa terapéutica utilizando a infusao de A. annua pode representar uma tentativa para
prevenir um possivel risco de resisténcia do protozodrio que poderia ocorrer através da
utilizacdo de artemisinina pura como acontece na malédria (PHYO et al., 2012).

Antes dos ensaios de proliferagdo parasitaria, foi analisada a citotoxicidade das amostras
de infusdo de A. annua obtidas da aplicacdo com 400 kg ha'' de silicato no solo, pois
mostraram o maior teor de artemisinina, comparativamente as amostras obtidas sem aplicacdo
de silicato no solo e a artemisinina pura, utilizando-se ensaios de MTT. Como a viabilidade
celular foi superior a 90% para a artemisinina pura e 70-80% para as amostras de infusdao em
todas as concentracdes analisadas, foram selecionadas as concentragdes variando de 156 a
2.500 pg mL! para as infusdes e de 1,25 a 100 pg mL"' para a artemisinina pura a serem
utilizadas nos experimentos com tratamento e infecc¢do de 7. gondii in vitro.

O tratamento das células hospedeiras infectadas com as amostras de infusdo de A. annua
(obtidas das culturas com ou sem aplicagdo de silicato no solo) foi capaz de diminuir a
proliferacdo intracelular do parasito de maneira dose-dependente, sugerindo assim pouca
influéncia da aplicagdo de silicato no solo. No entanto, este efeito inibidor foi alcancado com
doses mais baixas da infusdo das plantas obtidas da aplicagc@o de silicato em compara¢do com
aquelas obtidas sem aplicacdo de silicato no solo. De modo semelhante, quando o tratamento
das células hospedeiras com as amostras de infusdo foi realizado simultaneamente a infec¢ao,
também houve inibicdo da proliferacdo de 7. gondii, embora mais pronunciada para o
tratamento com a infusdo obtida sem aplicacdo de silicato no solo. Por outro lado, o pré-
tratamento do parasito com as amostras de infusdo antes da infec¢ao mostrou-se menos eficaz
no controle da proliferacdo de 7. gondii para ambas as infusdes (obtidas de plantas com e sem
aplicacdo de silicato no solo). No entanto, apenas a concentragdo mais elevada da infusao
obtida sem aplicacdo de silicato mostrou significativa redu¢do da proliferacdo parasitaria.
Finalmente, a artemisinina pura foi capaz de diminuir a proliferacdo intracelular do parasito

em todas as condi¢des experimentais, de acordo com vdrios relatos anteriores.
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Jones-Brando e colaboradores (2006) investigaram quatro derivados de artemisinina que
apresentaram um aumento da atividade anti-Toxoplasma e uma diminui¢do da citotoxicidade
em comparacdo com trimetoprim. Os derivativos sintéticos insaturados, conhecidos como
carba artemisinina, também mostraram capacidade de inibir as vdrias etapas do ciclo litico de
T. gondii, emergindo como agentes terapéuticos para a prevencdo e tratamento da
toxoplasmose em seres humanos (D'ANGELO et al., 2009).

O mecanismo de acdo da artemisinina no parasito da maldria € devido a inibi¢do da
ATPase-cdlcio do reticulo endoplasmatico do sarcoplasma (SERCA) (WOODROW et al.,
2005). Entretanto, Nagamune e colaboradores (2007) avaliando mutantes derivados
quimicamente de 7. gondii que eram resistentes a inibicdo da proliferagdo por artemisinina in
vitro, concluiram que a resisténcia nao foi devida as altera¢des moleculares na expressao de
SERCA, mas na indugdo da secrecdo de proteinas do micronema, um processo calcio-
dependente que € desencadeado pela artemisinina. Estes estudos sugerem uma homeostase do
calcio no mecanismo de acdo de artemisinina contra o0s parasitas apicomplexas
(NAGAMUNE et al., 2007). Sarciron e Gherardi (2000) sugeriram, por sua vez, uma inducao
da produgdo de IL-12 por macréfagos, indicando que ocorre ativacdo de mecanismos da
imunidade celular inata no hospedeiro que podem contribuir para o controle da infec¢ao por
T. gondii.

O uso da infusdo de A. annua em T. gondii foi demonstrado pela primeira vez em
estudo prévio deste grupo, mostrando que a infusdo da planta pode ser potencial alternativa
terapéutica para controlar o crescimento do parasito em ambas as condi¢cdes experimentais in
vitro e in vivo (OLIVEIRA et al., 2009). No presente estudo, foi demonstrado que a aplicacdo
de silicato no solo teve efeito positivo sobre as dreas de tricomas glandulares e,
consequentemente, nos teores de artemisinina, mas este resultado nao foi associado com uma
melhor efic4cia da infusdo de folhas de A. annua cultivada com aplicacao de silicato no solo
sobre a replicacdo de 7. gondii. Estes dados sugerem que outros componentes, além da
artemisinina, poderiam contribuir para o efeito da infusdo. Neste contexto, sabe-se que a
infusdo de A. annua é rica em compostos fendlicos antioxidantes (principalmente
flavonéides), mas os niveis de artemisinina sdo mais baixos em tais chds (RATH et al., 2004).
Como o contetddo da artemisinina nas folhas de A. annua é cerca de 1%, questiona-se se todos
os efeitos benéficos do cha tradicional de A. annua sdo atribuidos exclusivamente a

artemisinina (FERREIRA et al., 2010a). Além disso, a infusdo de A. annua contem outros
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compostos como os flavondides presentes em suas folhas que podem atuar em sinergia com a
artemisinina, melhorando assim a sua eficicia (FERREIRA et al., 2010a).

Entre as vantagens da utilizacdo da infusdo de A. annua destaca-se a possibilidade de
cada pais produzir e preparar os seus proprios medicamentos a partir da planta, sem a
necessidade de purificagdo, o que provoca a perda de outros compostos valiosos das plantas,
como por exemplo, os flavondides flavonas e cumarinas. Além desta vantagem, hd dados na
literatura mostrando que o teor de artemisinina no sangue € alto o suficiente apds se beber o

chd de A. annua (MUELLER et al., 2004; RATH et al., 2004; FERREIRA et al., 2010a).
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6. CONCLUSOES

A aplicacdo de silicato de cédlcio e magnésio no solo sobre as caracteristicas
agrondmicas da planta A. annua foi benéfica, tendo a dosagem de 400 kg ha™' de silicato
resultado em aumento das dreas dos tricomas glandulares totais e intactos, significando maior
capacidade de armazenamento de artemisinina € em maior teor de artemisinina em folhas e

infusdo de A. annua.

A planta A. annua absorveu e acumulou maiores quantidades de silicio em sua parte

aérea na dosagem de 400 kg ha™' de silicato de cdlcio e magnésio aplicado ao solo.

A infusdo de A. annua cultivada com aplicacdo de silicato de célcio e magnésio teve
pouca influéncia no controle da replicacdo de 7. gondii em cultura celular, uma vez que
ambas as infusdes obtidas com ou sem aplicacdo de silicato foram capazes de reduzir

significativamente a proliferacdo parasitaria.

Outros compostos presentes na infusdo de A. annua, especialmente os flavondides,
podem estar contribuindo para a eficdcia da infusdo de A. annua no controle da infec¢do por

T. gondii in vitro.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS AGRARIAS - AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISES DE SOLOS E CALCARIOS

Av. Amazonas, n° - Bloco 4C Sala 102 - Campus Unmiarana - Uberlandia - MG
Fone; Fax (034) 3218-2225 Ramal 215 e-mail: labas@iinmarama uin.br

Laudo de Analise de Solo

Data 26/08/2009

Solicitante:

Laudo N°® 321/2009

PROF. GASPAR KORNDORFER Municipio:  UBERLANDIA - MG
Proprietario: CRISTINA ROSTKOWSKA Telefone: () -
Propriedade: CRISTINA ROSTKOWSKA Convénio: PESQUISA
Cod. Lab. :  1072/2009 Cultura:
Amostra: 01 Talhdo:
Resultados da Analise Quimica:
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M.O. = Método Colorimétrico;
B - [BaCl.. 2H.O 0,125% a quente];

Cu. Fe. Mn. Zn - [DTPA 0.005 mol L' + TEA 0.1 mol

cmele din"x 10 = mmeolc dm'; mg dm"

+ CaCl. 001 mol L' apH 7.3];

ppn: dag kg' =%

Niveis ideais de nutrientes no solo segundo Boletim de recomendagio CFSEMG(1999). Argila P meh™ Prem. | Pmenh™
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O laboratorio ndo responsabiliza por interpretacdes dos resultados das analises.
Para recomendagdes de calagem e adubac&o, consulte um Engenheiro Agrénomo
Este laudo ndo tem fins juridicos.
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS AGRARIAS
LABORATORIO DE MANEJO DE SOLOS - LAMAS
Av. Amazonas. sn - Campus Umuarama:; CP 593
Bloco 2E. Sala 5 - Fone/Fax (034) 3218-2225 Ramal 234

e-mail - elias@ufu.br

PRODUTOR: CRISTINA ROSTKOWSKA
PROPRIEDADE: CRISTINA ROSTKOWSKA
MUNICIPIO: UBERLANDIA - MG
SOLICITANTE: PROF. GASPAR KORNDORFER
DATA: 25/08/09

IDENTIFICACAO Areia Grossa Areia Fina  Silte  Argila Classe Textural
PRODUTOR LABOR. g kg XXXXXXXXXXXXXX
01 1072 72 26 252 650 MUITO ARGILOSA

Obs: Para obter textura em % basta dividir os resultados por 10. % = g*=/10

Prof. Dr. Elias Nascesfies ges

Responsiavel Técnico

CREA 34425/D
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ANEXO 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

INSTITUTO DE CIENCIAS AGRARIAS - LAFER
Grupo de Pesquisa "STLICTONA AGRICULTURA"

Av. Amarzonas, s/m.° - Bloco 4C sala 111
Caixa Postal: 593 38.400-902 - Uberlindia/MG - BRASIL
Fone: (034) 3218-2225 - Ramal 216 - E-mail: lafer@iciag.ufu.br

SOLICITANTE: Cristina/ UFU

LOCAL: Uberlandia - MG

IDENTIFICAGCAO: Experimento Artemisia

DATA ENTRADA: 18/08/2009 DATA SAIDA: 20/08/2009
IDENTIFICAGAO ARQUIVO:C#(07623-07627) ANALISTA: Giovannaviola

ANALISE DE SILICIO NO SOLO

Si
" 4L AFER L e el RiSh FaziMunicipio | o b
(mg kg”)
1 7623 Am 2C = UFU /Uberlandia MG 7.8
2 7624 Am 3C - UFU/Uberlandia MG 37.1
3 7625 Am 4C . UFU /Uberlandia MG 32.5
4 7626 Am 5C 8 UFU/Uberlandia MG 41,7
5 7627 Am6C - UFU/Uberlandia MG 49.1

BSERVACOES: Valores de Si no solo < 6-8 mg dm indicam que pode haver resposta a aplicacao de

adubos contendo Si para cana-de-acucar.

Sem mais para o momento,
Atenciosamente,

Prof. Dr. Gaspar H. Kornddrfer
Grupo de Pesq. Silicio na Agricultura - LAFER/ICIAG/UFU



