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APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado é composta por uma parte introdutéria, contendo
uma biografia curta do autor, agradecimentos, um resumo geral (escrito em portugués e
inglés) alem de dois capitulos em formato de artigo cientifico.

O primeiro capitulo/artigo € uma revisdo sobre os aspectos bioguimicos da
emodina com foco nas acGes em plantas. Ele deve ser submetido a revista Phytochemestry
Reviews, cujo fato de impacto é 5.374, e por isso foi escrito seguindo as normas da
revista.

O segundo capitulo/artigo é um trabalho original, com dados coletados durante o
mestrado, e que deve ser submetido a revista Plant Physiology and Biochemistry, que
possui fator de impacto de 4.27. O modelo de escrita foi de acordo com as normas desta
revista.

Ambos capitulos, apesar do formato em linhas gerais serem escritos segundo as
normas da revista a serem submetidos, os dois foram adaptados para facilitar a avaliacdo
da dissertacéo.



RESUMO GERAL

A emodina é um metabdlito secundario predominante em diversas espécies de
ervas asiaticas das familias Fabaceae, Polygonaceae e Rhamnaceae, as quais sao
empregadas na medicina tradicional da regido ha mais de 2.000 anos. Dentre seus varios
usos e atuais aplicacbes a emodina se destaca por suas agdes anti-inflamatoria,
antioxidante, laxativa, antitumoral e alelopatica. Como ndo ha revisdes recentes sobre
esta antraquinona, o primeiro capitulo desta dissertagdo consiste em um levantamento
bibliografico detalhado sobre as acdes da emodina em plantas, considerando aspectos
praticos tais como solubilidade, papel ecoldgico e perspectivas de aplicacdo nos mais
diversos campos da ciéncia, tais como salde humana e agricultura. O segundo capitulo
consiste em um artigo original que explora a fitotoxicidade da emodina sobre crescimento
e metabolismo antioxidante de soja. Duas estratégias de exposicdo foram utilizadas:
exposicoes de curto (72 h) e médio prazo (15 dias). De modo geral, a exposicdo de curto
prazo demonstrou que a emodina pode estimular discretamente o crescimento das plantas
de soja, bem como a atividade de enzimas do sistema antioxidante. Em contraste, a
exposicdo de médio prazo revelou a fitotoxicidade da emodina para a soja na forma de
inibicdo do crescimento. Conclui-se, portanto, que a emodina possui atividade herbicida

e antioxidante, dependendo do tempo que as plantas sdo expostas a ela.

PALAVRAS-CHAVE: emodina, funcbes metabdlicas, fitotoxicidade, mecanismo de
acao, soja.



ABSTRACT

Emodin is a predominant secondary metabolite in several Asian herb species of the
Fabaceae, Polygonaceae and Rhamnaceae families, which have been used in traditional
medicine in the region for more than 2,000 years. Among its various uses and current
applications, emodin stands out for its anti-inflammatory, antioxidant, laxative, antitumor
and allelopathic properties. As there are no recent reviews about this anthraquinone, the
first chapter of this dissertation consists of a detailed bibliographical survey on the actions
of emodin in plants, considering practical aspects such as solubility, ecological role and
perspectives of application in the most diverse fields of science, such as human health
and agriculture. The second chapter consists of an original article that explores the
phytotoxicity of emodin on growth and antioxidant metabolism of soybean. Two
exposure strategies were used: short (72 h) and medium-term (15 days) exposures.
Overall, short-term exposure demonstrated that emodin can discretely stimulate the
growth of soybean plants, as well as the activity of enzymes of the antioxidant system. In
contrast, medium-term exposure revealed the phytotoxicity of emodin to soybeans in the
form of growth inhibition. Therefore, it is concluded that emodin has herbicidal and

antioxidant activities, depending on the time that the plants are exposed to it.

KEYWORDS: emodin, metabolic functions, phytotoxicity, mechanism of action,
soybean.
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Resumo

A emodina € um metabolito secundario predominante em diversas espécies de ervas
asiaticas, as quais sdo empregadas na medicina tradicional da regido ha mais de 2.000
anos. Dentre seus varios usos e atuais aplicacfes a emodina se destaca por sua acdo anti-
inflamatdria, antioxidante, laxativa, antitumoral e alelopatica, dentre outras.
Considerando que a Ultima revisdo e organizacdo dessas informac6es com enfoque em
plantas foi no inicio dos anos 2.000, apresenta-se neste estudo um detalhamento e
esclarecimento sobre diversos aspectos importantes para o desenvolvimento de pesquisas
com emodina, considerando desde aspectos praticos de pesquisa como solubilidade da
substancia, a perspectivas de aplicacdo pratica nos mais diversos campos como salde
humana e agricultura. Considerando, portanto, a importancia e amplo potencial
apresentado por essa antraquinona, tal atualizacdo de suas informacdes servird como

ferramenta de pesquisa e ajuda para futuros trabalhos com a emodina.
Palavras-chave: Emodina, Fungbes metabolicas, Alelopatia, Mecanismo de acéo
1. Introducéo
Os metabolitos secundarios das plantas sdo definidos como substancias que néo

participam diretamente de processos bioldgicos primarios como divisdo celular,

reproducdo, fotossintese e respiracdo. Por ndo estarem envolvidos diretamente nesses



processos, sdo geralmente produzidos em menor quantidade em relagdo aos metabolitos
primarios, de modo que por muito tempo se acreditou serem residuos metabdlicos ou
simplesmente intermediarios ndo funcionais. No entanto, com o desenvolvimento de
pesquisas na area, tornou-se evidente a importancia deles ndo somente para sobrevivéncia
das plantas, como para a medicina, agricultura, inddstria téxtil e outros (Bhatla 2018).

A classificagdo usualmente utilizada divide os cerca de 200000 metabdlitos
secundarios conhecidos em aminas, aminoacidos ndo-proteicos, peptideos, alcaloides,
glucosinolatos, glicosideos cianogénicos, acidos organicos, terpenoides, quinonas,
poliacetilenos e fendlicos (Marchiosi et al. 2020). Antraquinonas representam o maior
grupo de quinonas, além do maior grupo de pigmentos naturais com cerca de 700
compostos descritos. Elas sdo caracterizadas estruturalmente pela presenca de trés anéis
aromaticos, com dois grupos cetdnicos nas posi¢oes 9 e 10, sendo as quatro mais citadas:
emodina, fisciona, catenarina e reno (Duval et al. 2016; Malik e Mdller 2016). As
antraquinonas podem ser encontradas em diversos 0rgdos vegetais tais como raizes,
rizomas, frutos e flores (Mai et al. 2001; Diaz-Mufioz et al. 2018) de plantas de diversas
familias, dentre as quais, destacam-se Rhamanceae, Polygonaceae, Fabaceae, Liliace,
Xanthorrhoeaceae e Leguminosae (Shukla et al. 2017).

A emodina (Fig. 1), nomeada segundo a IUPAC como 1,3,8-trihidroxi-6-
metilantraceno-9,10-diona, é um metabdlito secundario presente em espécies vegetais
distribuidas por todo o globo (Duval et al. 2016). Ela possui um nimero consideravel de
funcBes bioldgicas, ganhando maior notoriedade por sua acdo antitumoral, além das
atividades em plantas (agindo como antioxidante, substancia alelopética, influenciando
na dispersdo de sementes e outros), que serdo o foco dessa reviséo.

OH @) OH

0

Fig. 1 Estrutura quimica da emodina.
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2. Caracteristicas quimicas e biossintese

Possuindo o anel antraceno tipico das antraquinonas, dois grupos ceténicos nas posi¢des
9 e 10, trés hidroxilas nas posicdes 1, 3 e 8 e um grupo metila na posicao 6, a emodina
apresenta coloracdo alaranjada, ponto de fusdo em condicéo padrdo de cerca de 257 °C e
alta insolubilidade em agua (O’Neil et al. 2001).

A biossintese das antraquinonas é um tema que acumula diversos estudos, alguns
abordados por meio de cultura de células vegetais, outros com fungos, e ainda com o uso
de micro-organismos geneticamente modificados (Han et al. 2001; Cummings et al.
2019). Apesar disso, a completa elucidacdo das vias responsaveis pela producéo desses
compostos ainda ndo aconteceu. Sabe-se, em termos gerais, que ha duas principais vias,
sobretudo se tratando de espécies arbdreas: 1) a via corismato/acido o-succinilbenzoico;
e 2) a via policetidica, na qual a emodina é biossintetizada (Shukla et al. 2017; Diaz-
Mufoz et al. 2018).

Embora ndo haja uma proposta para biossintese especifica da emodina, é possivel
sugerir uma rota analisando as vias de biossintese da hipericina, uma antraquinona
relevante por suas propriedades bioguimicas, e da qual a emodina é um dos precursores
(Kirakosyan et al. 2004).

E sabido que varias das enzimas que realizam as reaces para formacdo da
emodina, assim como boa parte das substancias quimicas semelhantes a elas séo
chamadas genericamente de policetideo cinases (PK) (Cseke et al. 2006). As PK realizam
0 processo que se inicia com a condensacdo entre uma molécula de acetil-CoA e uma de
malonil-CoA, podendo haver alteracbes como no momento da adi¢cdo dos blocos de
construcdo da cadeia policetidica, trocando-se um malonil-CoA por um propionato ou
mesmo acetato, uma vez que a exclusividade destes compostos nesta rota ndo esta
esclarecida (Karioti e Bilia 2010; Murthy et al. 2014).

A Figura 2 representa a biossintese da emodina, com uma sequéncia de reagdes
de condensacdo. Primeiramente, uma molécula de acetil-CoA condensa-se a quatro
moléculas de malonil-CoA. Em seguida, a condensacdo de mais trés moléculas de
malonil-CoA leva a uma cadeia octacetidica, que apés ciclizacdes e descarboxilagdes é
transformada em emodina antrona devido a acéo de policetideo cinase sintase ou somente
policetideo sintases (PKS) do tipo 111 (Bais et al. 2003; Kirakosyan et al. 2004). E para a
transformac&o final e biossintese da emodina, estudam apontam que a enzima envolvida

é a emodina antrona oxigenase (Karioti e Bilia 2010; Su et al. 2021).
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Fig. 2 Esquema de biossintese da emodina. PKS: Policetideo cinase sintase.

3. Ocorréncia em plantas

A emodina pode ser encontrada em diversas espécies vegetais, algumas comuns no Brasil,
como a babosa (Aloe vera) (Sanders et al. 2017) e o cani¢o-branco (Imperata cylindrica)
(Hagan et al. 2013), plantas pertencentes as familias Liliaceae e Poaceae,
respectivamente. Alguns géneros de ervas asiaticas, no entanto, representam o maior
grupo de espécies em que a emodina é encontrada, com destaque para aqueles inseridos
nas familias Fabaceae, Polygonaceae e Rhamnaceae (Izhaki 2002).

Pode-se dizer que, de maneira geral, a emodina é encontrada em todas as partes
das plantas, variando sua concentracdo de acordo com o érgao e a espécie. Por exemplo,
a presenca da emodina tem sido reportada em raizes (Guo et al. 2011; Chen et al. 2014),
rizomas (Zhang et al. 1988; Kumar et al. 2002), folhas (Samia e El-Sayyad Rass 2006;
Farooq et al. 2013), casca (Locatelli et al. 2012), sementes (Priya et al. 2013) e flores
(Zhang et al. 2005), sendo esses 6rgdos provindos de espécies de tamanhos muito
diversos, isto &, de arbustos a arvores.

Jeelani et al. (2017) analisando espécies do género Rumex, verificaram que as
especies R. crispus e R. orientalis possuem maior quantidade de emodina no caule, em

relacdo a raizes e folhas, sendo a maior diferenca encontrada na segunda espécie com
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cerca de seis vezes mais emodina no caule do que nas raizes. Nas espécies de R. dentalus
e R. nepalensis ndo houve padrdo de maior concentracao entre érgdos analisados, isto é,
a maior concentracao de emodina na planta variou de acordo com a origem do espécime
avaliado, e ndo pelo 6rgéo vegetal.

Essas diferencas de concentracdo de emodina em cada parte da planta podem estar
relacionadas as adaptagdes evolutivas das espécies, e como essa antraquinona teve suas
fungBes modificadas a depender do ambiente (Izhaki 2002). Esta hipotese j& estd bem
fundamentada e ganha mais forca quanto mais trabalhos a investigam, tal como fizeram
Fan et al. (2009, 2010) comprovando gque ndo somente as quantidades de aleloquimicos,
entre eles a emodina, diferiam entre amostras de Polygonum cuspidatum da China e Suica,
como também alguns metabolitos da amostra europeia, classificada 14 como invasora,
eram exclusivos e mais fortemente efetivos como aleloquimicos.

Neste sentido, Farooq et al. (2013) também comprovaram que ha diferencas de
contedo aleloquimico entre cari6tipos da espécie Rumex nepalensis, familia
Polygonaceae, demonstrando que, de maneira geral, uma maior quantidade de
cromossomos, representam maior quantidade total de antraquinonas, estando a emodina
inclusa nesta anélise.

Mediante isso, fica notorio a dificuldade de estabelecer concentra¢cdes ou mesmo
afirmar em quais Orgdos vegetais a emodina é mais comumente encontrada, sem
especificar espécie e regido de origem. Deve-se destacar que a técnica de extracdo e de
deteccdo sdo igualmente importantes para medir a concentracdo de um metabdlito
secundério (Zhao et al. 2005; Benova et al. 2010). O trabalho de Genovese et al. (2010)
aborda esse aspecto, realizando uma comparacao de qual técnica de extragdo para a casca
de Rhamnus alpinus L. (Rhamnaceae), considerando a determinacédo via HPLC, é mais
eficiente para a emodina e outros compostos, concluindo que a extracdo com metanol
100% é a mais indicada nesta situacao.

Duval et al. (2016) desenvolveram um trabalho extenso de revisdo sobre os
métodos de extracdo e andlise de antraquinonas, conceituando e exemplificando com
artigos o que é, por exemplo, a extragdo por micro-ondas e a andlise através de
cromatografia em fluido supercritico. Destacaram ainda as familias Fabaceae,
Polygonaceae e Rhamnaceae, as quais reinem 81% das espécies vegetais em que 0s
estudos de antraquinonas se concentraram. Este tipo de estudo tem se tornado mais
comum a medida que se torna mais evidente como 6rgdo, método de extracdo e anélise

podem influenciar nos resultados encontrados, com trabalhos apresentando abordagens
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similares para grupos de compostos até mesmo maiores, como 0s metabolitos secundarios
no geral (Menghini et al. 2018).

Ademais, é necessario considerar também as formas glicosiladas e agliconas da
emodina. Farooq et al. (2013), trabalhando com Rumex nepalensis, verificaram que entre
as antraquinonas, a substancia mais concentrada foi a emodina glicosilada (38,071 mg/g),
seguida da emodina aglicona, ou livre (5,631 mg/g), e enfatizaram que € algo esperado,
uma vez que muitos dos produtos naturais de plantas para serem melhor acumulados e
estocados seguem esse caminho metabdlico de glicosilagdo, o que aumenta sua
estabilidade e solubilidade. Desse modo, somente inovar no método de extracdo e até
recuperacdo da emodina como realizaram Wang et al. (2016) e Santos et al. (2017), pode
talvez ndo ser a melhor maneira de quantificar o potencial de emodina que uma planta

pode fornecer.

4. Alelopatia da emodina

Algumas das fungdes biologicas da emodina sdo as atividades imunossupressora,
antiviral, laxativa e anti-inflamatéria (Dong et al. 2016), além da atividade
anticancerigena, a qual tem ganho mais destaque e pesquisas, vide as revisdes especificas
de Srinivas et al. (2007) e Sanders et al. (2017) sobre o tema. Ja entre as acGes em plantas,
a alelopatia da emodina, de maneira isolada, comecou a ser explorada na década de 1990.

Inoue et al. (1992) investigando os efeitos da emodina sobre alface (Lactuca
sativa), grama timéteo (Phleum pratense) e amaranto verde (Amaranthus viridis),
perceberam que todas as espécies apresentaram uma reducdo de pelo menos 90% no
crescimento das raizes a 100 ppm (3,7 x 10 M) de emodina, com a alface sendo a espécie
mais sensivel com 80% de reduc&o ja na concentragao de 50 ppm (1,84 x 10 M).

Hasan (1998) realizou um estudo comparativo sobre a toxicidade da emodina
utilizando uma espécie monocotileddnea, e outra dicotiledonea, isto €, milho (Zea mays
var. everta) e girassol (Helianthus annuus), respectivamente. Ele verificou uma dose letal
mediana (LDso) a 65 mg.L™ sobre a germinaco de sementes de milho, e a 45 mg.L™*
sobre a germinagéo de girassol, representando uma maior sensibilidade por parte desta
ultima, que até hoje néo foi explicada ou discutida, podendo estar ou ndo relacionada com
a classe das plantas.

O mais recente trabalho de investigacdo da acdo alelopéatica da emodina isolada

foi o de Tucker Serniak (2016): utilizando o rabanete (Raphanus sativus) como planta
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modelo, ela constatou uma reducédo entre o tamanho médio das raizes tratadas com 200
mg.L* de emodina de aproximadamente 16% em relagdo ao controle.

Além dos trabalhos citados, outros buscaram avaliar o carater alelopatico da
emodina a partir de extratos de folhas ou raizes de plantas onde esta é encontrada, ou
ainda estruturas quimicas analogas a ela. Este foi 0 caso de Romagni et al. (2004), que
testaram a fitotoxicidade de analogos da emodina, por serem mais facilmente
solubilizados em agua.

Vrchotova e Sera (2008) trabalharam avaliando o extrato do rizoma de plantas,
das quais eles sabiam conter emodina e outros compostos, como a fisciona, na inibigédo
da germinac&o de sementes. Klionsky et al. (2011) e Sera (2012) usaram folhas secas de
plantas que contém emodina como parte de um substrato, e associaram os efeitos
alelopaticos encontrados com a sobrevivéncia e adaptacdo das espécies das quais foram
recolhidas as folhas, em novos habitats.

Ademais, Pinzone et al. (2018) verificaram que exsudatos das ervas Rhamnus
cathartica (Europa) e Fallopia japonica (Asia) afetam mais severamente espécies
arboreas de Ulmus e Betula (presentes na Europa, Asia e América do Norte) alopatricas
aelas, isto €, as espécies de Ulmus e Betula mais afetadas por R. cathartica, por exemplo,
foram as presentes na Asia e América do Norte. Os resultados do trabalho reforcam a
teoria de que a adaptacdo de algumas plantas esta ligada diretamente a producdo de
substancias alelopaticas, tal qual a emodina, e sua liberagdo no ambiente, bem como
plantas invasoras usam isto como ferramenta de adaptacéo.

Izhaki (2002) traz em sua revisdo um ponto importante que € como metabolitos
secundarios, ndo somente a emodina, afetam a disponibilidade de minerais no solo, e de
como isso afeta outras plantas. A emodina ja foi relacionada diretamente a diminuicédo de
manganés (Mn?*) e aumento de sodio (Na*) e potassio (K*) disponiveis em solo (Inderjit
e Nishimura 1999), e somado ao fato de que a emodina pode permanecer estavel neste
ambiente por meses (Inoue et al. 1992), este pode ser um outro tipo de mecanismo de
alelopatia da qual essa antraquinona se utiliza.

Hé& ainda de se considerar que esse tipo de acimulo de metabolitos secundarios no
solo afeta ndo somente plantas, como também micro-organismos e fungos. Zhang et al.
(2011) demonstraram como a maior concentragdo desses produtos naturais influenciaram
diretamente no decréscimo da atividade do fitopatégeno Pythium ultimum, representando
uma vantagem adaptativa. Além da inibig&o direta j& conhecida contra micro-organismos

importantes para a agricultura (Le Van 1984; Basu et al. 2005; Ayo et al. 2007),



15

apontando que a acdo da emodina como substancia alelopatica se da de diferentes

maneiras, as quais podem ocorrer inclusive simultaneamente.

5. Funcdes ecolbgicas

5.1. Dispersdo de sementes

Muitos frutos que dependem da dispersdo de animais contém metabdlitos
secundarios (Herrera 1982), sendo que a emodina ja foi encontrada nos frutos de algumas
espécies como Rhamnus prinoides (Abegaz e Peter 1995) e Senna obtusifolia (Yue et al.
2018) que se utilizam desta estratégia.

Para entender a influéncia da emodina neste mecanismo, é preciso pensar na
hipotese trade-off. Esta diz que o conteldo de metabdlitos secundarios em frutas de
espécies dependentes da dispersdo por animais € uma aposta. Por um lado, o conteido
quimico nas frutas evita o ataque de micro-organismos como fungos e bactérias, além de
evitar o ataque de predadores de sementes. Por outro, diminui a agdo de organismos
dispersores que agem como espécies mutualisticas (Cipollini e Levey 1997).

Essa hipotese foi testada para a emodina e teve suporte nos resultados do trabalho
de Tsahar et al. (2002), que apesar de ndo ser um trabalho definitivo por limitagdes como
analise somente de emodina livre (desconsiderando a abundante forma glicosilada), curto
tempo de analise de dois anos em campo, além dos possiveis efeitos sinergéticos de
metabolitos secundarios juntos, aponta justamente para o provavel papel da emodina
como protetor contra herbivoros e predadores de sementes, sem impedir a acdo de
dispersores do fruto de Rhamnus alaternus.

Além deste trabalho, o papel da emodina sobre a disperséo de sementes é discutido
por lIzhaki et al. (2002) e posteriormente por Tsahar et al. (2003), onde alguns outros
aspectos sdo considerados, enfatizando na relacdo entre o fruto e a espécie aviaria
Pycnonotus xanthopygos, propondo que a emodina poderia aumentar a distancia de
disperséo de sementes inclusive por causar um efeito retardante no funcionamento do
intestino das aves.

E necessario destacar, no entanto, que grande parte dos resultados encontrados

nestes trabalhos ndo sdo suficientes para comprovar todas as hipdteses e teorias propostas,
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como os préprios autores realcam. E, a emodina, por ser encontrada em diversas regides
geogréficas distintas, em espécies distintas, possui adaptacdes e desempenha papéis
ecoldgicos diversos a depender da situagao.

O trabalho mais completo nesta tematica realizou uma ampla analise de como a
emodina afeta negativamente o consumo de frutos por animais dispersores de sementes,
considerando parametros bioquimicos (biossintese), ecoldgicos (interagcdes diversas com
macro e micro-organismos) e dentro de um contexto evolutivo. A partir desta analise,
alguns padrdes foram notados, como, por exemplo: o conteddo de metabdlitos
secundarios decair em frutos a medida que eles amadurecem, tal qual para a emodina
(Levey et al. 2007).

5.2. Dissuasor alimentar

DeL.iberto e Werner (2016) fizeram uma reviséo dos efeitos das antraquinonas
como agentes de controle agricola e aplicacdo efetiva na protecdo de grdos de interesse
econémico e alimentar, destacando que além de agirem como dissuasor alimentar de
insetos, as antraquinonas podem ser efetivas contra mamiferos, peixes e até formigas.
Neste trabalho, a emodina foi uma das poucas antraquinonas citadas especificamente.

Um dos primeiros trabalhos a medir o potencial de dissuasor alimentar da emodina
isolada aplicou diferentes metodologias de avaliacdo. Uma primeira metodologia foi
avaliar o desfolhamento natural de espécies vegetais por herbivoros e relacionar o
aumento ou diminuicdo ao conteddo de emodina, o que apesar de resultados nao
definitivos, sugeriu que o menor desfolhamento de Rhamnus alnifolia foi devido seu
contetdo de emodina em conjunto a outros compostos quimicos (Trial e Dimond 1979).

Outra forma de avaliar o potencial dissuasor aplicado no mesmo estudo foi através
da aspercdo de 4 mg de emodina, diluidos em 1 mL de cloroférmio, nas folhas de Prunus
pensylvanica, a cerejeira de fogo, e comparar com plantas néo tratadas, pelos cinco dias
seguintes, o consumo das folhas por larvas da espécie de mariposa Lymantria dispar. O
controle somente com agua e somente com cloroférmio apresentaram maiores taxas de
consumo de folhas, chegando a taxas de consumo até 90% maiores, ndo sendo notado
diferengas apenas em dias de chuva intensa. Ademais, estes dados foram relacionados aos
encontrados em testes de toxicidade com larvas de L. dispar, que indicaram que a
emodina a 150 mg.L? foi capaz de causar uma mortalidade superior a 80%, e a

concentragéo de 450 mg.L™, uma mortalidade de 100% (Trial e Dimond 1979).
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No trabalho de Georges et al. (2008) o extrato metandlico de Cassia nigrans, que
tem a emodina como um dos principais metabdlitos em seu contetdo, foi capaz de
diminuir o peso corporal em 74% das larvas de Heliothis virescens, a lagarta-das-magas,
uma das principais pragas agricolas atuais para culturas como tabaco, soja e algodao.
Além disso, nesse mesmo estudo, a emodina isolada, na concentragdo de 12,5 pg.mL* foi
capaz de causar uma mortalidade de mais de 50% nas larvas de Anopheles gambiae, uma
das espécies de mosquito responsaveis por transmissdo da malaria, demonstrando nao
somente o potencial dissuasor, mas também inseticida deste metabdlito secundario.

Tashar et al. (2003), no entanto, ndo encontraram resultados estatisticamente
significativos na reducdo de ingestdo de comida tratada com emodina na espécie de
passaro Pycnonotus xanthopygos. Porém, é necessario destacar que este estudo possuiu
um outro foco, e, portanto, uma metodologia bem diferente dos acimas citados, ou do
trabalho de Akhatar et al. (2012), os quais demonstraram com bioensaios de escolha e
consumo de disco foliar que, para Trichoplusia ni, a emodina ndo € a antraquinona mais
efetiva como dissuasor alimentar.

Mais recentemente, aplicando extratos de Senna obtusifolia em plantacGes de soja,
Glycine max L., Yue et al. (2018) conseguiram reduzir o consumo indesejado dessa
leguminosa por Odocoileus virginianus, uma espécie de veado que comumente traz danos
econdémicos na regido do estudo. E, caracterizam o crisofenol e a emodina como
principais antraguinonas presentes no extrato.

O potencial da emodina como dissuasor alimentar € mais uma das diversas
funcionalidades que ela pode ter, e algo ainda a ser muito explorado de diversas maneiras,
inclusive em aspectos econémicos. Yue et al. (2020), por exemplo, demonstraram que
extratos de S. obtusifolia sobre plantas de soja também protege a espécie contra
Chrysodeixis includens, o looper de soja. Demonstrando a eficicia contra vertebrados e

invertebrados que DeLiberto e Werner (2016) apontaram.

5.3. Atividade antimicrobiana

O estudo de Anke et al. (1980) isolando emodina de espécies de Aspergillus, e
posteriormente avaliando seu potencial antimicrobiano, € um dos primeiros trabalhos a
demonstrarem tal efeito, sendo este metabdlito secundario capaz de inibir o crescimento

de 42% das espécies testadas.
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Basu et al. (2005) compararam a capacidade antimicrobiana da emodina com a da
fisciona em 12 espécies de bactérias, sendo seis gram positivas e as outras seis gram
negativas. A emodina se mostrou mais eficiente como bactericida de maneira geral, tanto
em numero total de espécies inibidas como também em Concentragdo Minima Inibitoria
(MIC), este Gltimo variando de 0,5 & 2 pg.mL™* em trés espécies de Bacillus.

Espécies de bactérias como Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi e Pseudomonas aeruginosa, causadoras de doengas humanas
conhecidas, também ja foram testadas e comprovadamente inibidas por concentracdes
acima de 2.000 pg.mL™ de emodina. No mesmo trabalho, o bioensaio toxicolégico com
a Artemia salina Leach apresentou uma LCso de apenas 42,77 pg.mL™ de emodina, um
valor bem abaixo dos 1.000 pg.mL™ requeridos, segundo Meyer et al. (1982) e Parra et
al. (2001), para uma substancia ser considerada um bioativo extraido de plantas (Ayo et
al. 2007).

De maneira similar a certos trabalhos de alelopatia que ndo utilizam a emodina
isolada, mas extratos de plantas que sabidamente contém emodina, ha estudos que
utilizam extratos obtidos a partir de diferentes metodologias para avaliar o potencial
antimicrobiano destes. Zhang et al. (2010), por exemplo, com 0 extrato aquoso de
aglomerados de algumas espécies de bambu, conseguiram inibir todos os micro-
organismos testados, tal qual o fungo Penicilliun citrinum e a bactéria Escherichia coli.

Outras metodologias de aplicacdo da emodina vém sendo feitas de modo a
aumentar as informacdes de seu uso como antimicrobiano. Neste sentido, avaliar o
potencial entre extratos, fraces de solventes e fitocompostos isolados (Rolta et al. 2020),
uso contra cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (Cao et al. 2015), além
da inibicdo do crescimento de biofilmes bacterianos (Janeckzo et al. 2017; Yan et al.
2017) sdo alguns dos testes que vem sendo realizados, aumentando a robustez de
informagdes sobre essa aplicabilidade da emodina.

Como mostrado, a emodina, seja ela extraida de plantas (Lee et al. 2013) ou fungos
(Luo et al. 2019), tem uma ampla atividade antimicrobriana. O mecanismo de agéo contra
esses micro-organismos ainda ndo esta totalmente esclarecido, mas alguns trabalhos dédo
indicativos sobre como a emodina afeta o funcionamento das células microbianas. Zhou
et al. (2011) realizaram alguns testes na bactéria gram positiva Staphylococcus aureus,
comprovando que a emodina foi capaz de aumentar a permeabilidade da membrana

celular, indicando danos a esta. Além de que as células tratadas apresentaram um
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decréscimo de atividade de 25,5 % e 53,8 % nas enzimas malato desidrogenase (MDH) e
succinato desidrogenase (SDH), respectivamente.

Li et al. (2016) trabalharam com a bactéria gram negativa Haemophilus parasuis,
causadora da doenca de Glasser, um micro-organismo importante no mercado de carne
suina. Neste estudo comprovaram que a emodina causa danos na integridade das
membranas celulares (exterior e interior) aumentando a permeabilidade, causando
mudanca no formato das células, plasmolise e até rupturas na parede celular de H.
parasuis. Com relacdo a MIC, os resultados foram similares nos trabalhos de Zhou et al.
(2011) e Li et al. (2016), sendo 20 pg.mL™ e 32 pg.mL* de emodina os valores para
Staphylococcus aureus e Haemophilus parasuis, nesta ordem.

Vale destacar que estes dados foram mais especificos para atividade
antimicrobiana de micro-organismos causadores de doencas em animais, incluindo os
seres humanos. Outros micro-organismos como fitopatdgenos ou relacionados de maneira

mais direta ao crescimento ou inibi¢do de plantas foram citados no tépico sobre alelopatia.

5.4. Atividade antioxidante

A investigacdo sobre os efeitos antioxidantes das antraquinonas acontece ha anos.
Malterud et al. (1993), por exemplo, ja trouxeram dados sobre peroxidacdo lipidica de
sete moléculas e também informac6es sobre a relacdo dessa atividade com a capacidade
de sequestrar radicais livres.

O potencial antioxidante da emodina foi descoberto por trabalhos que produzem
extratos diversos (metandlicos, etanélicos, hexanico, etc) de plantas, testam esses extratos
como antioxidantes, e a partir dai isolam as moléculas e as testam. Yen et al. (1998)
observaram que um extrato metandlico de sementes de Cassia tora L., na concentracdo
de 200 ppm, foi capaz de inibir em até 70% da peroxidacdo lipidica do &cido linoleico,
um método comum de avaliagéo de potencial antioxidante. O extrato metandlico foi entdo
fracionado em oito fracOes atraves de cromatografia com uma coluna Amberlite XAD-2,
estas entdo testadas novamente e a fracdo V (quinta), foi a com maior atividade
antioxidante: 85,8%. E, através de cromatografia por gel de filtracdo a emodina foi
identificada como principal componente da fragéo V.

Outros trabalhos utilizando diferentes metodologias também encontraram
resultados positivos para o potencial antioxidante da emodina (Ng et al. 2003; Jung et al.

2004; Martinez e Benito 2005). E, em paralelo, intensificam-se os estudos sobre
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mecanismo de acdo da emodina como agente antioxidante, com Yen et al. (2000)
propondo que este estaria relacionado a capacidade de captura de radicais livres.

Atraveés de andlises de quimica tedrica e computacional, como célculos de entalpia
de dissociacéo de ligacdes (BDE) dos grupos O-H na emodina, que mediram a diferenca
de calor entre a formacdo de emodina e radicais correspondentes. Ou ainda com 0s
estudos teoricos funcionais de densidade (DFT) foi perceptivo a importancia do grupo 3’-
OH e do anel, onde este se localiza, para o potencial antioxidante da emodina. Com isso,
demonstrou-se como a analise da estrutura quimica pode fornecer informacdes que
ajudam a entender os dados encontrados in vitro (Markovi¢ e Manojlovi¢ 2009).

Apesar disso, existem resultados contraditorios sobre o efeito antioxidante da
emodina. Qu et al. (2013) e Cui et al. (2014) atravées de estudos in vitro com células
animais (humanas e ndo humanas) relataram um efeito negativo em relacdo a atividade
antioxidante quando constataram os danos na membrana mitocondrial causados por
peroxidacao lipidica, aumento na concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
inibicdo da enzima superdxido dismutase (SOD), danos ao DNA e consequente efeito
citotoxico deste composto.

Brkanac et al. (2015) também encontraram que a emodina causou um aumento na
concentracdo de ROS, danos ao DNA e um desempenho ruim como agente antioxidante
em células sanguineas humanas. No estudo, eles expdem que parte desses resultados pode
ser explicado pelas variacdes na maneira que a emodina € disponibilizada as células ou
organismos, pela concentracdo, e se a emodina foi utilizada como composto isolado ou
como extrato, ou seja, como ela é biodisponibilizada.

Biodisponibilidade é um termo utilizado inicialmente na farmacologia para definir
a extensdo e taxa na qual determinada droga poderia ser encontrada na circulacdo geral
de um organismo (Van de Waterbeemd e Testa 2009), mas atualmente pode ser entendida
como a capacidade de uma substancia ser um bioativo, ou seja, capaz de impactar no
metabolismo e fisiologia de um sistema biolégico, mesmo que seja uma alteracdo que
objetiva a sua excrec¢do ou eliminagédo, considerando aspectos a absorgéo e distribuigédo
em tecidos (Stahl et al. 2002; Shahidi e Peng 2018).

Apbs revisbes e andlises, hoje, sabe-se que a emodina pode apresentar tanto
atividade oxidante, como antioxidante, a depender da dose e do sistema aplicado (Ya et
al. 2020). Tal concluséo explica todos os resultados positivos e negativos nos estudos
apresentados até aqui, incluindo também o fator de a¢do conjunta das antraquinonas ou

extratos mais genéricos (Tian e Hua 2005; Bathia et al. 2020).
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Recentemente, Rossi et al. (2020) fizeram um trabalho de teor mais fisico-quimico
e computacional, comprovando que a emodina pode sim ser entendida como agente
antioxidante, e um de alta poténcia. Entre as técnicas aplicadas incluem anélises por
cristalografia de raio x, DFT, e uma recente metodologia de analise de voltametria
hidrodinamica, chamada método de eletrodo de disco em anel rotativo (RRDE).

Vale destacar que foi descrito a maneira como a emodina age quimicamente com
duas moléculas superoxidos: a primeira se dando por um empilhamento de uma molécula
superdxido e a porgdo quinona da emodina, estabilizada através de um parecamento nt-,
resultando numa certa aromatizacdo da quinona pelo deslocamento de um elétron para o
anel, este mecanismo de empilhamento inclusive € o presente nos cristais de emodina
(Rossi et al. 2020). A segunda interagdo acontece com a hidroxila 3’, corroborando os
dados de Markovi¢ e Manojlovi¢ (2009) sobre a importancia desse grupo para o potencial
antioxidante da emodina, e que resulta num com complexo estavel (Rossi et al. 2020).

E necessario, no entanto, ressaltar que todos os dados aqui expostos sdo sobre
estudos in silico, in vitro e in vivo, com dados de animais humanos e ndo humanos, e que
até os dados sobre mudangas nas membranas mitocondriais, também ndo podem ser
entendidos como fielmente iguais as que podem ocorrer em células vegetais, uma vez que
para chegar até essas organelas celulares, 0 metabolismo vegetal pode afetar a acdo da
emodina acrescentando mais uma variancia em seu mecanismo. Esta escassez de dados
se da& entre outros fatores, pela dificuldade de tornar a emodina pura e isolada
biodisponivel as células, tecidos ou organismos, independente se vegetal, fungico ou
mesmo animal. Neste Gltimo caso, Li et al. (2020) comentam especificamente sobre a
absorcdo intestinal baixa, rapida degradacéo e que a utilizagdo oral da emodina apresenta

baixa biodisponibilidade em ratos.
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Resumo

e Aemodina é uma antraquinona encontrada majoritariamente em espécies asiaticas
das familias Fabaceae, Polygonaceae e Rhamnaceae. Apesar de suas diversas a¢es
metabdlicas como antitumoral e antioxidante serem amplamente exploradas, seu
potencial herbicida tem sido minimamente estudado.

e Neste trabalho, através de duas abordagens (curto e médio prazo) nés avaliamos
a fitotoxicidade da emodina em plantas de soja em hidroponia, principalmente sobre 0s
parametros biométricos (comprimentos de raizes e caules) e atividades de enzimas
antioxidantes (superdxido dismutase, catalase e peroxidase).

e A médio prazo (15 dias), nas plantas tratadas com emodina, observou-se uma
reducdo nos parametros biométricos de massa fresca e seca de raizes, de pelo menos
20% em relacdo ao branco, e de ao menos 60% em relacdo grupo controle, similar ao
gue aconteceu para a massa seca das raizes. A curto prazo (72 horas), a emodina
estimulou a atividade da superdxido dismutase e, 0os parametros biométricos foram
melhores em relacdo ao grupo branco, porém inferior ao grupo controle.

e  Conclui-se que a emodina apresenta potencial como herbicida natural, mas que
assim como estudos demonstraram a respeito de sua capacidade antioxidante, isso pode
variar a depender da metodologia utilizada, sendo necessario mais estudos para superar

as problemaéticas metodoldgicas e esclarecer os mecanismos de acéo.

Palavras-chave: Ensaios enzimaticos, emodina, fitotoxicidade, soja, antioxidante.
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1. Introducéo

A emodina (Fig. 1) é um metabdlito secundario da classe das antraquinonas, sendo
identificada de acordo com a IUPAC como 1,3,8-trihidroxi-6-metilantraceno-9,10-diona
(Dong et al., 2016). Esta substancia pode ser encontrada em diversas espécies vegetais,
porém, alguns géneros de ervas asiaticas representam o maior grupo de espécies em que
a emodina é encontrada, com destaque para aqueles inseridos nas familias Fabaceae,
Polygonaceae e Rhamnaceae (Izhaki, 2002; Hagan et al., 2013; Sanders et al., 2017).

OH O OH

O
Fig. 2 Estrutura quimica da emodina.

Até o momento, ja foram reportadas atividades antioxidante, imunossupressora,
laxativa, diurética, antibacteriana, antiparasitaria, antifungica, antiviral, inseticida,
herbicida e antitumoral para a emodina (I1zhaki, 2002 e Dong, et al., 2016). Citotoxicidade
para células animais e atividade anticancer sdo amplamente exploradas (vide as revisdes
de Srinivas et al. (2007) e Sanders et al. (2017)), embora o mecanismo de ac¢do ndo seja
completamente compreendido. E sabido, porém, que pode variar de acordo com o tipo
de tumor, j& havendo trechos genéticos considerados como promissores alvos de terapia
oncogénica (Wei et al., 2013; Zu et al., 2015).

Genericamente, a emodina inibe proteinas-cinases tais como as caseinas cinases
(CK) e as tirosinas cinases (Battistutta et al., 2000; Dong et al., 2016). Para células
vegetais, tem sido proposto que a emodina pode ser liberada no solo em sua forma
glicosilada (ou diretamente na forma aglicona) pelos rizomas e, em seguida, ser
decomposta a emodina-aglicona, que € a forma capaz de inibir o crescimento de plantas
vizinhas. Esta teoria foi proposta por Inoue et al. (1992) utilizando a erva Polygonum
sachalinense como modelo.

A emodina, no entanto, é encontrada em diversas plantas de tamanhos e de regides

variados, e sua concentracdo maxima variante nos diferentes 6rgdos vegetais como caule,
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semente, folha, raiz ou fruto, também contribuem para que sua a¢éo e mecanismo tenham
sofrido adaptacgdes regionais (Tsahar et al., 2002; Farooq et al., 2013; Priya et al., 2013;
Chen et al., 2014; Jeelani et al., 2017). Macias et al. (2007) relataram que assim como
outras antraquinonas e substancias pouco exploradas, a emodina possui um alto potencial
para uso como substancia alelopatica, mas ainda faltam estudos com metodologias
capazes de relacionar atividade biolégica com a estrutura quimica, e assim entender a
acdo e propor modelos especificos.

Devido a sua baixa hidrofilicidade, seu uso como substancia isolada em pesquisas
torna-se dificil, uma vez que a emodina pode estar presente numa solucdo, mas ndo estar
biodisponivel para as células, seja in vitro ou in vivo, tal qual discutido por Li et al. (2020)
para estudos com células animais. Para contornar essa situacdo, uma das estratégias
adotadas tem sido o uso de substancias analogas, com estruturas menores e mais
hidrofilicas (Romagni et al., 2004), ou ainda através de extratos contendo emodina como
principal metab6lito presente (Vrchotova e Sera, 2008; Klionsky et al., 2011; Sera, 2012).

O uso da emodina isolada como herbicida foi testado mais recentemente por
Tucker Serniak (2016) usando o rabanete como planta modelo, a uma concentracdo de
200 mg.L* de emodina. Além da acéo herbicida, a aplicagdo desta antraquinona (como
extrato) em plantacGes de soja (Glycine max (L.) Merrill) foi feita de modo a avaliar a
acdo protetora contra a espécie de veado Odocoileus virginianus (Yue et al., 2018), e
também contra a lagarta Chrysodeixis includens, uma das principais pragas deste grao
(Yue et al., 2020). Em ambos casos, sendo encontrados resultados positivos da emodina
como inseticida e contra herbivorismo.

A busca por alternativas aos agrotoxicos tradicionais para o controle de daninhas,
assim como de insetos e outras pragas, de maneira economicamente viavel e
ambientalmente sustentavel, € um dos principais desafios para agricultura atual (Carneiro
etal., 2015), ja que o uso, por vezes indiscriminado e incorreto, dos agrotoxicos quimicos
podem causar danos a saude humana (Elahi et al., 2019) e ao meio ambiente (Chauhan et
al., 2017).

Diante deste quadro, n6s investigamos a fitotoxicidade da emodina sobre plantas
de soja (Glycine max), considerando parametros biométricos tais como comprimento e
biomassas fresca e seca das raizes, alem dos efeitos sobre o metabolismo antioxidante
através da determinacdo das atividades da peroxidase (POD), superdxido dismutase

(SOD) e catalase (CAT), dados estes ainda escassos na literatura.
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2. Material e Métodos

2.1.Testes de solubilidade e toxicidade da emodina

Foram realizados teste de solubilidade da emodina em etanol, metanol e
dimetilsulféxido (DMSO), na concentracdo inicial de 1 mg.mL™. O metanol teve o menor
efeito solubilizante, seguido do etanol e do DMSO. No entanto, quando efetuado um teste
de toxicidade em plantas de soja nas condi¢des de crescimento do experimento de 15 dias
(descrito abaixo) utilizando somente solucdo nutritiva e os trés solventes (controle) a
0,5% e 1%, tanto as solu¢fes com DMSO quanto as com metanol, além da solu¢do com
etanol a 1%, levaram a morte das plantas, e por isso o etanol foi escolhido como agente
solubilizante da emodina na proporcao de 0,5% de volume final.

Uma solugdo inicial contendo emodina em etanol a 1,075 mg.mL? foi
desenvolvida. Para facilitar no processo de solubilizacdo em etanol, a solucdo foi
aquecida a 50 °C durante 5 min por trés vezes, intercaladas de agitacdo em vortex durante

1 min e, posteriormente, pelo tempo necessario para total solubilizacdo da emodina.

2.2. Procedimento gerais e cultivo das plantas (15 dias e 72 horas)

Sementes de soja (G. max (L.) Merrill), cv. BMX-poténcia, foram previamente
sanitizadas em solucdo de NaClO a 2% durante 5 min e, em seguida, lavadas
abundantemente com agua deionizada. Apds este procedimento, as sementes foram
depositadas entre duas folhas de papel Germitest® CEL-060, previamente umedecidas, as
quais foram enroladas e acondicionadas em tubos de PVC contendo um pequeno filme de
agua para a manutencao da umidade. A germinacdo ocorreu em camara escura (Tecnal
TE-400, Brasil) a 25 °C durante 3 dias.

Para o experimento de 15 dias, ap6s a germinacdo, duas plantulas foram
transferidas para um sistema hidrop6nico contendo 80 mL de solucdo nutritiva contendo
as formulagdes comerciais MAXSOL MX-21 e Nitrato de Célcio (Jaragua Agricola) a
pH 6,0. Os recipientes contendo as plantulas foram acondicionados em camara para
crescimento a 25 °C (z 2), fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro) e irradiancia de 400
umols de fotons.m™.s? durante sete dias. No oitavo dia de cultivo, umas das plantas foi
descartada e a outra cultivada por mais oito dias com numa solucdo contendo 20 puM

emodina dissolvida em etanol a 0,5%. A solucdo nutritiva foi substituida a cada 48 h para
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evitar a deficiéncia de nutrientes e para manutencdo de concentracdo constante de
emodina durante o periodo de cultivo. Ao final do experimento, foram determinados 0s
comprimentos e as biomassas frescas e secas de raizes e caules, area foliar aferida através
do software Easy Leaf Area (Easlon e Bloom, 2014), e massa fresca e seca das folhas.
Além do indice SPAD, o qual estima o teor de clorofila, aferido com o SPAD-502 (Konica
Minolta, Ramsey, NJ, EUA), conforme instrugdes do fabricante.

Para o experimento de 72 horas, apds a germinacdo 10 plantulas uniformes foram
transferidas para o sistema experimental hidrop6nico contendo 80 mL de solucdo
nutritiva comercial ja acrescentada com 20 UM de emodina dissolvida em etanol a 0,5%.
As mesmas condi¢fes de crescimento foram adotadas. Ao fim das 72 h, foram
determinados os comprimentos e as biomassas frescas das raizes.

Ademais, em ambos experimentos, cultivos com plantas receberam apenas
solucdo nutritiva (controle), e cultivos contendo solucdo nutritiva e etanol 0,5% foram

realizados para monitorar os efeitos do solvente nas variaveis analisadas (branco).

2.3. Determinacdo de conteludo total de proteinas e da atividade de enzimas

antioxidantes

Para determinacéo das atividades enzimaticas foi obtido um extrato bruto através
da homogeneizacgdo de 1 g de raizes de soja com nitrogénio liquido e 1,5 mL de tampéo
fosfato 100 mM (pH 7,5) contendo DTT 3,0 mM, EDTA 1,0 mM e 0,01 g de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) (Azevedo et al., 1998). Ap6s centrifugacdo a 16.000 rpm
por 30 min, o sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico para medir a atividade
da POD, SOD e CAT, e também para determinacdo do conteudo total de proteinas.

A atividade da POD foi determinada como descrito por Dos Santos et al. (2008).
O meio de reacdo (3 mL) continha tampédo fosfato 25 mM (pH 6,8), peréxido de
hidrogénio (H20.) 2,58 mM e guaiacol 10 mM. A atividade da POD foi calculada usando
um coeficiente de extingdo molar para o tetraguaiacol de 25,5 mM.cm™ (Devi e Prasada,
1996) e os resultados expressos em U.mg™ de massa fresca.

A atividade da CAT foi determinada por meio de espectrofotdmetro modelo
SPECTRUM SP 2000 UV, a 405 nm, através do consumo de H20. a partir do meio
reacional (Toméankova et al., 2006). O meio de reacédo (1,1 mL) continha 50 pL de tampé&o
fosfato 0,1 M (pH 7,0), 50 pL do extrato enzimatico e H,O2 27 mM, com os resultados

expressos em U.mg™ de massa fresca de raiz.
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A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método de Giannopolitis e
Ries (1977), tendo como base a capacidade da enzima de converter o anion superéxido
(02™) em H20- e oxigénio molecular (O2). O meio de reagdo continha tampé&o fosfato 50
mM (pH 7,8), nitrobluetetrazélio (NBT) 75 UM, L-metionina 13 mM, riboflavina 4 uM
e 20 pL de extrato enzimatico, totalizando 1,5 mL. A reducdo do NBT foi monitorada em
espectrofotdbmetro a 560 nm e uma unidade de enzima (U) para SOD definida como a
quantidade de enzima necessaria para causar 50% de inibicdo da taxa de reducao de NBT.

Os resultados foram expressos como U.g™* de massa fresca de raiz.

2.4. Andlise estatistica

Na avaliacdo de atividade enzimatica foram utilizados quatro sistemas (n=4), com
cada um contendo 10 plantas para cada um dos tratamentos (controle, branco e
tratamento), destacando que para este experimento foram também aferidos o tamanho e
massa fresca das raizes. E para a avaliacdo de parametros biométricos gerais durante
média exposi¢do (15 dias) foi um n =5, com uma planta cada, para cada tratamento.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada no pacote de software GraphPad
Prism® (versdo 6.0, GraphPad Software Inc., EUA) para testar a significancia das
diferencas observadas. O teste de comparagdo multipla de Tukey foi aplicado aos dados
de crescimento biométricos e atividade enzimatica com valores de P < 0,05 considerados

estatisticamente significativos.

3. Resultados

3.1. Parametros biométricos e indice SPAD — exposicdo de médio prazo (15 dias)

Dentre os parametros biométricos avaliados (mostrados na Tabela 1 — 15 dias),
massa fresca e seca das raizes foram dois dos quais houve diferenca estatistica também
entre o grupo branco (solucdo nutritiva + etanol 0,5%) e o tratado (solucdo nutritiva +
etanol 0,5% + emodina 20 uM). Quando comparado com o controle, o tratamento com
emodina reduziu as biomassas frescas e secas de raizes 72,7% e 60%, respectivamente.
Quando comparado com o branco, a reducdo destes parametros foi de 27% e 20%. O

tratamento com emodina também reduziu significativamente em 43,2% e 19,4% a
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biomassa seca das folhas quando comparado com os tratamentos controle e branco, nesta
ordem.

As biomassas frescas e secas de caules de plantas tratadas com emodina foram,
em média, 8% menor do que aquelas do tratamento branco, apesar de nao serem
estatisticamente diferentes entre si. Similar aos resultados que o indice SPAD apresentou,
ou seja, com os maiores valores no grupo controle, com uma média de 23,8. Branco e
tratamento tiveram médias de 10,9 e 8,9 respectivamente, representando nessa ordem uma
diminuicdo de 54,2% e 62,6% em relacédo ao grupo controle, mas sem diferenca estatistica

entre branco e tratamento.

Tabela 1 Dados biométricos obtidos das analises de raizes, caules e folhas — 15 dias.

Grupos .
Analloisados Raiz
Comprimento (cm) Massa Fresca () Massa Seca (g)
Controle 48,10 + 3,502 466+0,172 0,30 + 0,012
Branco 21,46 +1,79° 1,74+0,12° 0,15 +0,01°
Emodina 23,76 £ 4,00b 1,27 + 0,04° 0,12 +0,01°
Caule
Comprimento (cm) Massa Fresca () Massa Seca (g)
Controle 11,26 + 0,332 1,16 + 0,032 0,14 + 0,0052
Branco 7,02 +0,51° 0,57 + 0,02 0,11 + 0,004°
Emodina 7,62 + 0,49° 0,52 + 0,03 0,10 + 0,005°
Folha
Area (cm?) Massa Fresca (g) Massa Seca () SPAD
Controle 164,30 + 7,392 3,14 +0,16% 0,44 + 0,022 23,82
Branco 62,63 + 3,41° 1,25 +0,51° 0,31 +0,01° 10,9°
Emodina 50,54 + 3,76" 1,01 + 0,06° 0,25 + 0,02° 8,9°

Tratamento controle refere-se ao cultivo apenas com solucgéo nutritiva. No tratamento Branco as
plantas foram cultivadas na presenca de etanol 0,5%. No tratamento emodina as plantas foram
cultivadas na presenga de etanol 0,5% + emodina 20 uM. Os valores médios + EPM (n = 5)
marcados com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05, teste de comparacao
multipla de Tukey).
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3.2. Parametros biométricos, contetdo total de proteinas e ensaios enzimaticos —

exposic¢ao de curto prazo (72 h)

Os dados obtidos de comprimento e biomassa fresca das raizes das plantas do
cultivo de 72 h estdo mostrados na Figura 2a,b. Nos dois casos, 0 grupo controle
apresentou os resultados maiores. O grupo branco apresentou 0s menores resultados e as
plantas com emodina, numa posicdo intermediaria entre os dois, sendo todos

estatisticamente diferentes entre si.
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Fig. 2 (a): Comprimento das raizes; (b): Massa fresca das raizes. Os dados sdo referentes ao
cultivo das plantas de soja em 72 horas. Tratamento controle refere-se ao cultivo apenas com
solucédo nutritiva. No tratamento Branco as plantas foram cultivadas na presenca de etanol 0,5%.
No tratamento emodina as plantas foram cultivadas na presenca de etanol 0,5% + emodina 20
UM. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P <0,0001. As barras representam o Erro
Padrédo da Média.

O conteudo total de proteinas e as atividades de SOD, POD e CAT estdo mostradas
na Tabela 2. O conteldo total de proteinas ndo diferiu estatisticamente entre 0s grupos
analisados, apesar de 0s grupos branco e tratamento terem apresentado maiores valores
em relagdo ao grupo controle (6,29% e 33,71%, respectivamente). De modo similar, a
atividade da POD também foi maior nas plantas dos tratamentos branco e emodina do
que no tratamento controle.

Outro achado relevante foi o de que a emodina estimulou a atividade da CAT,
sendo 65,21% e 33,01% maior do que nos tratamentos controle e branco. A atividade da
SOD também foi estimulada pela emodina, sendo em média 54% maior comparada aos

tratamentos controle e branco.
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Tabela 2 Conteldo total de proteinas e atividades da SOD, POD e CAT de raizes de

plantulas de soja — 72 horas.

Grupos analisados
Controle Branco Emodina

Contelido Total de Proteinas

4 175+018  1,86+0,08 234045
(mg mL™)

Atividade da SOD
) 0,094 +0,003° 0,095+ 0,012° 0,146 + 0,010
(U.g™ de massa fresca)
Atividade da POD 279+0654 582+0845  7,22+1676
(U.mg™ de massa fresca)
Atividade da CAT

(Umg™ de massa fresca) 0,39 + 0,055 0,81 +0,059% 1,21 +0,2962

Tratamento controle refere-se ao cultivo apenas com solucéo nutritiva. No tratamento Branco as
plantas foram cultivadas na presenca de etanol 0,5%. No tratamento emodina as plantas foram
cultivadas na presenca de etanol 0,5% + emodina 20 pM. Os valores médios + EPM (n = 4)
marcados com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05, teste de comparagéo
multipla de Tukey).

4. Discussao

A diminuicéo estatisticamente significativa demonstrada para massa fresca e seca
das raizes, assim como para a massa seca das folhas do grupo tratado com emodina,
referente ao experimento de 15 dias mostrados na Tabela 1, demonstram a fitotoxicidade
da emodina sobre as plantas de soja. Estes novos dados acrescentam sobre os indicios do
potencial uso da emodina como herbicida natural, como levantado por Singh et al. (2010)
tratando-se de antraquinonas.

O comprimento das raizes das plantas submetidas a emodinaa 5,4 mg.L™ (20 pM),
se comparado apenas com o0 grupo controle, apresentou uma diminuicao de 50,6%. Inoue
etal. (1992) encontraram uma reducgédo no crescimento de raizes de alface (Lactuca sativa)
de aproximadamente 80% trabalhando com emodina a 50 mg.L™, valor bem superior a
concentracéo usada em nosso estudo. Ja na concentracdo de 100 mg.L™ a emodina inibiu
em torno 90% o crescimento das raizes tanto de alface, como de amaranto verde

(Amaranthus viridis) e grama timéteo (Phleum pratense) (Inoue et al., 1992).
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Hasan (1998) testou os efeitos fitotoxicos da emodina em milho e girassol, e em
concentragdes de 100 mg.L™, chegou a uma reducdo de crescimento de raizes de 71,8%
e 70,3%. No entanto, os estudos de Inoue et al. (1992) e Hasan (1998) desconsideraram
a interferéncia do solvente usado por eles para solubilizar a emodina, usando um controle
livre, de apenas agua e/ou solucdo nutritiva, e como visto nos dados do presente estudo,
ndo ha diferenca significativa entre o tratamento com emodina e o grupo tratado apenas
com solugdo nutritiva e etanol a 0,5% para crescimento de raizes, apontando um possivel
enviesamento de dados sem essas consideracdes.

Quando Fan et al. (2010) testaram a emodina a 500 mg.L™" e utilizaram um
controle com o solvente (metanol) utilizado para solubilizar a emodina, apesar de uma
diminuicdo de aproximadamente 30% no tamanho das radiculas de agrido (Lepidium
sativum), essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Tuker-Serniak (2016)
também utilizou o metanol para diluir a emodina, encontrando uma reducdo significativa
de 16,2% no tamanho das raizes de rabanete (Raphanus sativus) aplicando uma
concentragdo de emodina de 200 mg.L™.

O tempo é também um fator que precisa ser considerado nas analises. Os trabalhos
até aqui citados se utilizaram de espécies vegetais diferentes e com tempos de exposi¢do
da emodina sobre as plantas que variaram de 36 h até 14 dias (Inoue et al., 1992; Hasan,
1998; Fan et al., 2010; Tucker-Serniak, 2016). Quando consideramos 0 comprimento e
massa fresca de raizes das plantas do experimento de 72 h (Fig. 2), € notavel que apesar
do tratamento com emodina apresentar dados biométricos piores em relacdo ao grupo
controle, eles ainda sdo melhores do que os resultados do grupo branco.

O comprimento das raizes das plantas do grupo branco diminuiu em 61,85%, e do
grupo com emodina em 33,13%, em relacdo ao controle. O peso da massa fresca das
raizes apresentou resultado parecido, com reducdo de 46,41% e 22,59% dos grupos
branco e tratado, respectivamente. Estes resultados do experimento em curto prazo,
indicam um padrdo de reacédo diferente das plantas de soja expostas a emodina por mais
tempo, e que foram expostas quando estavam mais desenvolvidas (Tabela 1).

No experimento de 72 h, a emodina melhorou o desempenho das plantas quando
comparada ao grupo exposto ao etanol em 75,26 % em relagdo ao tamanho das raizes, e
em 44,45% sobre a biomassa fresca das raizes. Sendo assim, a emodina neste experimento
acurto prazo, e de exposi¢édo ap6s 3 dias de germinacdo, desempenhou um papel protetivo
as plantas no que se refere a exposi¢do ao etanol, uma substancia que em niveis anormais

é toxica afetando o crescimento vegetal (Lambers et al., 2008).



41

Ja os demais dados biométricos como area foliar e comprimento de caule e
também o indice SPAD, apesar de todos serem bem menores do que 0s encontrados no
grupo controle, eles ndo diferiram do grupo de plantas com etanol, sendo, portanto,
imprudente afirmar que a reducdo encontrada seja exclusivamente um efeito da acdo da
emodina. Tuker-Serniak (2016), a qual mediu comprimento e largura de folhas em seu
trabalho, também ndo encontrou diferenca significativa em relagdo ao controle.

Vaérios trabalhos, através de diferentes metodologias, tém descrito o potencial da
emodina como agente antioxidante (Yen et al., 1998; Yen et al., 2000; Martinez e Benito,
2005; Markovi¢ e Manojlovi¢, 2009). Porém, andlises da atividade enzimatica do sistema
antioxidante de plantas ainda ndo haviam sido descritos.

No presente trabalho foi demonstrado que apesar de um aumento na concentracéo
de proteinas totais vistos nos grupos branco e tratamento, essa diferenca ndo foi
significativa. De modo similar se deu a atividade da POD, mesmo com valores variando
em mais de 150%, como o grupo controle e o grupo tratado com emodina.

Alguns trabalhos relatam uma reducdo na atividade da SOD para estudos in vitro
em células animais humanas e ndo humanas quando expostas a emodina, sugerindo um
efeito oxidante (Qu et al., 2013; Cui et al., 2014). Ja a revisdo de Li et al. (2020) traz
dados contrarios, com aumento na atividade desta enzima, e relacionando este aumento a
capacidade da emodina de gerar uma resposta protetora contra estresse oxidativo.

Plantas expostas a estresses bidticos ou abidticos apresentam aumento nas taxas
de producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Como uma resposta de defesa, as
plantas podem estimular a atividade de SOD, CAT e POD com objetivo de eliminar ROS.
A atividade da SOD converte o anion superéxido (O2™) em peréxido de hidrogénio
(H202), enquanto POD e CAT detoxificam H202 em agua, evitando o estresse oxidativo
(Bhatla, 2018). Nos dados encontrados por nds sobre o0 aumento da atividade da SOD no
grupo tratado com emodina, junto aos parametros biométricos do experimento de 72 h,
apontam para uma funcéo protetora, acdo antioxidante, dentro dessas condic¢des descritas.

Em seu trabalho com a espécie fungica Aspergillus ochraceus, Lv (2014)
relacionou a concentragdo de emodina presente no produto fermentativo de duas
linhagens desta espécie com a atividade de SOD, CAT e quantidade de ROS. Sua anélise
sugere que a ndo alteracdo da SOD e aumento na CAT, é um indicativo de que a emodina
estd sendo capaz de atuar no lugar da SOD na neutralizacdo de ROS gerando H2O, e este
sendo eliminado pela agdo da CAT. Apesar de sua metodologia ndo utilizar emodina pura

e assim desconsiderar possiveis efeitos sinergéticos (Tian e Hua, 2005; Bathia et al.,
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2020), além de fazer sua analise em uma espécie de fungo e ndo em uma espécie vegetal
(uma dicotileddnea no caso da soja), sua analise também aponta para a emodina
possuindo acdo antioxidante.

Em nosso estudo, houve também um aumento na atividade da CAT nos grupos
com etanol e emodina, sendo o grupo com emodina, 0 com maior atividade entre todos.
Indicando que parte dos efeitos toxicos do etanol sobre as plantas de soja, foram reduzidos
pela acdo da emodina, a qual foi capaz de aumentar o efeito de todas as enzimas do
sistema antioxidante aqui testadas, o que pode ser visto nos dados nos resultados dos
dados biométricos deste experimento. Apesar disso, vale ressaltar que os dados do
experimento de 15 dias, com exposi¢do de médio prazo a emodina, diferem destes
resultados, revelando uma atividade diferente no metabolismo das plantas de soja, onde
a emodina passa a ter efeitos deletérios, quando em outras condi¢des de exposicao,

Atualmente, sabe-se que a emodina é uma molécula com atividade antioxidante,
mas que isso pode ser invertido a depender da dose, espécie analisada e metodologia
aplicada no estudo (Rossi et al., 2020; Ya et al., 2020). Em adicdo a problematica da alta
hidrofobicidade da emodina ja mencionada, outro fator crucial neste tipo de analise é que
a emodina precisa estar biodisponivel para as células a serem analisadas, e estar solvel

ndo necessariamente denota isto (Li et al., 2020).

5. Concluséo

Os novos dados aqui apresentados do experimento de 15 dias sobre a
fitotoxicidade da emodina sobre plantas de soja, uma importante espécie comercial,
corroboram alguns dos estudos sobre a acao alelopéatica desta antraquinona. Traz também
uma outra perspectiva, um estudo in vivo vegetal, sobre a acdo antioxidante da emodina
e que com os dados biométricos deste ensaio, apontam para uma ac¢do protetora quando
disponibilizada em outras condic¢des das do experimento de maior tempo. Estes resultados
se relacionam e representam mais um degrau para o entendimento da acdo da emodina
em plantas, e toda sua complexidade metodoldgica para aplicacdo, mas que uma vez
esclarecida, podera contribuir para o uso da emodina ndo somente na agricultura, como

também em diversas areas como na saude humana.
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