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1. Introducao

O cancer constitui um dos principais problemas de satde publica no mundo, sendo
responsavel por elevados indices de morbidade e mortalidade (Sung ef al., 2021; INCA,
2022). Diante desta realidade, a busca por novas alternativas terapéuticas tem estimulado o
interesse por produtos naturais, especialmente devido a sua ampla diversidade quimica e ao
potencial de seus metabolitos secundarios como fontes de moléculas bioativas. Nas ultimas
décadas, esses compostos contribuiram para_avangos importantes na terapia do cancer,
embora desafios relacionados a descoberta e a aplicagdo clinica de novas moléculas ainda
persistam (Huang e Ding 2021).

A avaliagdo das propriedades biologicas de extratos vegetais e 0leos essenciais pode
ser realizada por diferentes metodologias in vitro, incluindo ensaios de citotoxicidade e
métodos destinados a avaliagdo de mediadores relacionados a processos inflamatdrios, como a
quantificagdo indireta de 6xido nitrico pela reagdo de Griess (Sun et al., 2003 e Tsikas 2007).

Entre as espécies de interesse, Siparuna guianensis Aublet pertence a familia
Siparunaceae e apresenta ampla distribui¢do na América do Sul, ocorrendo principalmente na
Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica. No Brasil, ¢ conhecida popularmente como negramina,
capitil e limdo-bravo. Na medicina tradicional, folhas, cascas e frutos sdo utilizados no
preparo de chas, infusdes e banhos para o tratamento de febres, gripes, dores, processos
inflamatorios e distirbios gastrointestinais, além de serem empregados como repelente natural
de insetos. Esses usos etnomedicinais t€ém estimulado estudos voltados a caracterizagao
quimica e a investiga¢do das propriedades farmacoldgicas da espécie (Peixoto et al., 2020;
Rodrigues et al., 2023; Varela et al., 2026).

O Ooleo essencial de S. guianensis apresenta composi¢do quimica rica em
monoterpenos e, principalmente, sesquiterpenos, destacando-se compostos como germacreno
D, biciclogermacreno e espatulenol. Esses compostos sdo frequentemente relatados na
composi¢ao do o6leo essencial da espécie e tém sido associados a diferentes atividades
biologicas, refor¢ando o interesse farmacoldgico e biotecnologico desse recurso vegetal
(Oliveira et al., 2020; Peixoto et al., 2020; Rodrigues et al., 2023 e Varela et al., 2026).
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Além disso, a composicao quimica do Oleo essencial de S. guianensis apresenta
variabilidade entre populacdes e quimiotipos, podendo ser influenciada por fatores
ambientais, geograficos e sazonais. Essas alteragdes na propor¢ao dos metabdlitos
secundarios podem modificar as propriedades biologicas do 6leo essencial, influenciando sua
atividade, seletividade e reprodutibilidade experimental. Dessa forma, a investigacdo da
influéncia da sazonalidade sobre a composicdo quimica e a atividade citotéxica do 6leo
essencial torna-se relevante para a compreensdo de seu potencial biotecnologico e
farmacoldgico, bem como para subsidiar estratégias de padronizagdo e desenvolvimento de
produtos de interesse terapéutico (Varela et al., 2026).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da sazonalidade
sobre a atividade citotoxica do Oleo essencial das folhas de S. guianensis frente as linhagens
tumorais AGPO1, A549 e T98G, utilizando a linhagem MRC5 como modelo nao tumoral para
avaliacdo comparativa da seletividade citotoxica.

2. Material e Métodos

2.1. Material Vegetal, Dados Climaticos e Extraciao da planta
As folhas de um tnico individuo de Siparuna guianensis foram coletadas
mensalmente entre julho de 2024 e junho de 2025, sempre no dia 4 de cada més, as 8h. As
amostras foram obtidas no municipio de Braganga, estado do Para (Lat. 1°16'20.07" S; Long.
46°36'2.67" W), em conformidade com as normas brasileiras para acesso ao patrimoénio
genético, sob registro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN — AF7AC26).

Ap6s a identificacdo taxondmica, uma exsicata foi incorporada ao Herbario Prof. Dra.
Marlene Freitas da Silva, em Belém, Paré, Brasil, sob o numero de registro MFS011516. As
informacgdes referentes as condi¢des climaticas da area de estudo, incluindo insolagdo total,
precipitacdo acumulada, temperatura média compensada e umidade relativa do ar, foram
obtidas junto ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Esses dados foram
provenientes da estagao meteorologica convencional de Braganca (codigo D0083), equipada
com sistema Vaisala, modelo MAWS 301 (Vaisala Corporation, Helsinque, Finlandia).

As folhas foram inicialmente secas a temperatura ambiente por um periodo de sete
dias e, posteriormente, trituradas. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho
do tipo Clevenger, acoplado a um sistema de refrigeragdo mantido entre 10 e 15 °C, durante 3
horas. Ao término da extracdo, o 6leo foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos para
promover a separacao das fases, sendo posteriormente desidratado com sulfato de sodio
anidro. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em frascos de vidro &mbar e mantidas
sob refrigeragdo a 5 °C, visando preservar sua estabilidade quimica.

2.2.Ensaio de viabilidade celular (MTT) e citotéxica

A atividade citotoxica foi avaliada frente as linhagens tumorais AGPO1 (ascite gastrica),
A549 (adenocarcinoma de pulmao) e T98G (glioblastoma multiforme), além da linhagem nao
tumoral MRCS5 (fibroblasto pulmonar humano). As células foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina e
100 pug/mL de estreptomicina, em incubadora a 37 °C e 5% de CO.. Os 6leos essenciais foram
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testados em concentragdes de 0,4 a 25 pg/mL, mantendo-se a concentra(;ao ﬁnal de DMSO
<0,1%. Ap6s 72 h de incubagio, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT(3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo) (Mosmann, 1983).

Para isso, adicionou-se solu¢ao de MTT (0,5 mg/mL) e incubou-se por 3 h em atmosfera
de 5% de CO:. As placas foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min, o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspendido em 100 pL. de DMSO até completa dissolugdo dos
cristais de formazana. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro de microplacas a
570 nm. Os valores de ICso foram calculados por regressio ndo linear, e o indice de
seletividade (IS) obtido pela razdo entre o ICso da linhagem ndo tumoral e o das linhagens
tumorais.

2.3.Composicio Quimica do Oleo Essencial de Siparuna guianensis

A caracterizagdo da composi¢do quimica do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A identificacdo dos constituintes foi
baseada na comparacdo dos indices de reten¢do linear (IRL) e dos espectros de massas com as
bibliotecas propostas por Adams (2006) e FFNSC (modelo 2011). O rendimento do 6leo
essencial foi determinado em func¢do da biomassa livre de umidade (BLU). Para determinagao
do teor de umidade, utilizaram-se amostras em triplicata contendo 2 g de material vegetal
seco, as quais foram mantidas em estufa a 110 °C por 2 horas e posteriormente pesadas
novamente.

As analises cromatograficas foram conduzidas utilizando temperatura do injetor de
250 °C e programagdo da temperatura do forno de 60 a 240 °C, com incremento de 3 °C
min'. O hélio foi empregado como gés de arraste, com velocidade linear de 36,5 cm s (1,0
mL min'). As amostras foram injetadas em modo split, utilizando 1,0 pL da solugdo
preparada na propor¢ao de 5,0 uL de 6leo essencial para 500 pL de hexano, com razdo de
split de 1:20. A ionizacdo ocorreu por impacto eletronico a 70 eV, mantendo-se as
temperaturas da fonte de ionizagdo e da linha de transferéncia em 200 e 250 °C,
respectivamente.

Os espectros de massas foram registrados por varredura automatica em intervalos de
0,3 s, abrangendo a faixa de razdo massa/carga (m/z) de 35 a 400. Os indices de retencao dos
compostos volateis foram calculados com base em uma série homoéloga de n-alcanos (C8—
C40; Sigma-Aldrich, EUA), empregando a equacdo proposta por Van den Dool e Kratz
(1963). A quantificagdo relativa dos constituintes volateis foi realizada por normaliza¢do das
areas dos picos em cromatografo GC 2050 acoplado a detector por ionizagdo em chama
(FID), operando sob as mesmas condi¢des cromatograficas utilizadas no sistema CG-EM.

2.4. Analises e Dados Estatisticos

A significancia estatistica dos resultados foi determinada por meio do teste de Tukey,
considerando-se p < 0,05. Os coeficientes de correlacdo de Pearson (r) foram calculados com
o objetivo de verificar possiveis associagcdes entre os parametros climaticos avaliados,
incluindo insolagdo total, precipitacdo total, temperatura média compensada e umidade
relativa do ar, bem como o rendimento e os principais constituintes quimicos do o6leo
essencial.
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Os resultados dos ensaios biologicos foram expressos como média + desvio padrado
(DP), obtidos a partir de experimentos realizados em triplicata. Os valores de ICso foram
determinados por regressao ndo linear utilizando o software GraphPad Prism versdao 6.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

3. Resultados e Discussao

3.1. Efeitos da sazonalidade do OE de Siparuna guianensis

O rendimento do 6leo essencial de Siparuna guianensis variou de 0,38% (junho) a 1,38%
(abril), evidenciando influéncia da sazonalidade sobre a producdo. O maior rendimento foi
observado em abril, més chuvoso, sugerindo que fatores ambientais como precipitacao e
umidade relativa podem impactar diretamente a biossintese de metabodlitos secundérios,
conforme a tabela 1.

Tabela 1 - Dados sazonais de doze meses coletados e extraidos de Siparuna guianensis

Més Rendimento Temperatura Umidade Insolacdo Precipitacio
Ce U% | P
Julho 0,43 33,3 85,4 2474 61,8
Agosto 0,58 33,7 80,2 218,2 21,8
Setembro 0,54 34,5 74,5 2443 0,2
Outubro 0,43 34,6 73,1 255,6 0
Novembro 0,46 35,3 71,7 262,0 0
Dezembro 0,73 28,4 76,8 208,4 13
Janeiro 0,40 27,2 88,1 155,3 197,6
Fevereiro 0,53 26,8 92.4 105,4 233,9
Margo 0,55 26,3 91,8 78,5 764.,4
Abril 1,38 26,5 91,4 74,2 367,2
Maio 0,50 26,6 90,7 129.,8 274
Junho 0,38 26,2 89,9 168,6 176

Fonte: Autores, 2026.

A andlise quimica revelou predominancia de sesquiterpenos oxigenados (61,1-86,8%),
com destaque para espatulenol (14,3-60,2%), ciclocolorenona (0,1-40,8%), elemol (0,7—
7,6%) e muurola-4,10(14)-dien-1B-o0l (0,4—-8,4%).

O espatulenol € um sesquiterpeno oxigenado de formula molecular CisH240. Nascimento
et al. (2018) destacaram que ele ¢ o principal componente do 6leo essencial de Psidium
guineense, correspondendo a cerca de 80% da composicao. Além disso, estudos relatam
propriedades anti-inflamatdrias e antibacterianas.

A ciclocolorenona apresenta formula molecular CisH220 e ja foi identificada em diferentes
organismos. Sua ocorréncia foi descrita na alga vermelha Laurencia intricata, de onde foi
isolada com atividade repelente contra insetos, demonstrando eficacia comparavel as
piretrinas naturais (Ishii ef al., 2019).

O muurola-4,10(14)-dien-1B-o0l possui formula molecular CisH240 e tem sido registrado
em Oleos essenciais de diversas espécies, incluindo Psidium guajava, onde corresponde a
cerca de 2,5% da composicao total (Chaturvedi et al., 2021). Embora pouco estudado de
forma isolada, sua recorréncia em 6leos com propriedades farmacoldgicas indica participacdo
no perfil bioativo dessas misturas complexas.
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O elemol ¢ um sesquiterpeno oxigenado de formula molecular C15H26O Norlega et al.
(2020) identificaram o elemol como um dos sesquiterpenos hidroxilados presentes no 6leo
essencial de Piper barbatum, no qual apresentou teor de 7,21%. O 6leo apresentou atividade
antimicrobiana frente a diferentes bactérias e fungos, sendo o elemol um dos constituintes
identificados nas regides cromatograficas associadas a essa atividade. Entretanto, os
resultados ndo permitem atribuir essa acdo exclusivamente ao elemol, uma vez que outros
sesquiterpenos também estavam presentes, sendo B-eudesmol e 10-epi-y-eudesmol apontados
como 0s mais ativos.

A variagdo nas proporgdes desses constituintes ao longo do ano indica que a sazonalidade
interfere na composi¢do quimica, corroborando estudos prévios que apontam a plasticidade

metabolica da espécie, conforme a figura 1.
Figura 1. Variag@o sazonal do rendimento do 6leo essencial e dos pardmetros climaticos durante o periodo de
coleta de S. guianensis.
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Fonte: Autores, 2026.
3.2. Atividade citotoxica no OE de Siparuna guianensis
Nos ensaios de citotoxicidade, observou-se que a amostra de abril apresentou maior
atividade frente as linhagens tumorais, com valores de ICso de 18,37 pg/mL para AGPOI,
30,86 pg/mL para A549 e 46,24 pg/mL para T98G, conforme a tabela 2.
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MRC5

Mgés AGPO1 A549 T98G
Janeiro >100 >100 >100 198 (162.3 - 259.6)

Fevereiro 255.2 (186.0 -
306.9 (196.2 -593.9) | 238 (154.0 - 485.0) >100 437.9)

Marco 168.5 (148.0 -
184.8 (121.8 - 361.4) | 175.6 (119.8 - 345.4) | 312.6 (158.3 - 2260) 199.0)

Abril 56.53 (48.72 -
18.37 (15.58 - 21.62) | 30.86 (27.59 - 34.59) | 46.24 (33.64 - 69.54) 66.36)

Maio 72.48 (60.35 -
37.1(30.71 - 44.22) | 44.18 (39.20 - 49.78) | 59.96 (49.61 - 75.61) 87.15)
Junho | 248.9 (165.7 - 444.8) >100 >100 >100

Tulho 211.9 (191.6 -
165.7 (116.9 - 282.3) | 256.5 (177.3 - 437.3) >100 244.2)

Agosto 62.79 (54.37 -
51.36 (39.95 - 64.81) | 57.24 (47.42 - 68.32) | 56.37 (47.47 - 67.40) 72.85)

Setembro 168.5 (148.0 -
205 (163.5 -280.5) | 127.1(103.7 - 151.5) | 255.2 (186.0 - 437.9) 199.0)
Outubro >100 >100 >100 >100
Novembro >100 >100 >100 >100

Degemmbro 63.67 (60.14 -
55.79 (45.69 - 70.07) | 57.6(52.69 - 63.09) | 100.3 (88.80 - 117.4) 67.40)

Tabela 3. Valores de ICso (ug/mL) dos 6leos essenciais de Siparuna guianensis frente as linhagens
tumorais AGP01, A549 e T98G, ¢ a linhagem ndo tumoral MRCS, durante o estudo sazonal. Os valores entre
parénteses correspondem ao intervalo de confianga de 95%. AGPO1: ascite gastrica; A549: adenocarcinoma
pulmonar; T98G: glioblastoma; MRCS5: fibroblasto pulmonar humano. Valores expressos como >100 indicam
que o ICso ndo foi atingido na faixa de concentragdo avaliada.

Os resultados demonstraram variacdes na atividade citotoxica entre os diferentes meses
avaliados. A amostra correspondente ao més de abril apresentou os menores valores de ICso
para todas as linhagens tumorais, com 18,37 pg/mL para AGPO1, 30,86 ug/mL para A549 e
46,24 pg/mL para T98G. Esse més também foi caracterizado pelo maior rendimento do dleo
essencial (1,38%) e pelas maiores concentragdes de espatulenol (60,2%) e ciclocolorenona
(40,8%), sugerindo que esses constituintes desempenham papel central na atividade
antitumoral observada (Oliveira et al., 2020; Rodrigues ef al., 2023).

O més de maio também apresentou atividade citotdxica relevante, com valores de ICso
de 37,10 pg/mL, 44,18 pg/mL e 59,96 pg/mL para AGP01, A549 e T98G, respectivamente.
Nessa coleta, o espatulenol manteve-se em alta concentragdo (48,7%), refor¢ando sua
associacao com maior efeito citotdxico.

As amostras de agosto e dezembro apresentaram atividade citotoxica moderada frente as
linhagens AGPO1 e A549, com valores de ICso intermedidrios. Entretanto, em junho, a
eficacia frente a linhagem T98G foi reduzida, com ICso superior a 100 pg/mL, coincidindo
com o menor rendimento do oleo essencial (0,38%) e concentragcdes mais baixas de
espatulenol e elemol.

Em contraste, os meses de janeiro, outubro e novembro apresentaram valores de ICso
superiores a 100 pg/mL para todas as linhagens tumorais avaliadas, indicando baixa atividade
citotoxica na faixa de concentracdes avaliada. Esses resultados podem estar relacionados as
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variacdes observadas na composi¢do quimica do 6leo essencial ao longo do ano, incluindo
alteracdes nas concentracdes de espatulenol e de outros sesquiterpenos. (Peixoto et al., 2020).

De modo geral, a linhagem AGPO1 apresentou maior sensibilidade aos tratamentos,
especialmente frente as amostras de abril e maio, enquanto a linhagem T98G mostrou maior
resisténcia, com valores de ICso mais elevados na maioria dos meses. Essa diferenca pode
estar relacionada a heterogeneidade bioldgica das linhagens tumorais, ja descrita em estudos
anteriores (Huang e Ding, 2021).

Esses resultados reforgam que a sazonalidade influencia nao apenas o rendimento ¢ a
composi¢ao quimica, mas também a atividade bioldgica do 6leo essencial de S. guianensis. A
maior concentragdo de espatulenol e ciclocolorenona em abril e maio coincide com os
menores valores de ICso, sugerindo que esses constituintes sdo potenciais responsaveis pelo
efeito citotoxico observado. Assim, a padronizacao sazonal deve ser considerada em futuros
estudos de desenvolvimento de fitoterapicos e candidatos a farmacos (Varela ef al., 2026).

4. Conclusoes

Este estudo evidenciou que a sazonalidade influéncia de forma decisiva o rendimento,
a composi¢cdo quimica e a atividade citotoxica do 6leo essencial de Siparuna guianensis. Os
meses de abril e maio se destacaram por apresentarem maior rendimento e atividade frente as
linhagens tumorais, coincidindo com concentracdes elevadas de espatulenol e
ciclocolorenona, sugerindo que esses constituintes contribuem para o efeito antitumoral
observado.

A maior sensibilidade da linhagem AGPOI e a resisténcia relativa da T98G reforcam a
necessidade de considerar a heterogeneidade tumoral na avaliagdo de novos candidatos a
farmacos. Além disso, os indices de seletividade superiores a 2 em algumas amostras indicam
que o Oleo essencial possui potencial para aplicagdes terapéuticas com menor toxicidade em
células ndo tumorais.

Assim, conclui-se que S. guianensis apresenta relevancia biotecnologica como fonte
de compostos bioativos, € que a padronizacdo sazonal deve ser incorporada em futuros
estudos para garantir reprodutibilidade e eficacia. Esses achados fornecem subsidios
importantes para o desenvolvimento de fitoterapicos e potenciais agentes antineoplasicos
derivados de espécies amazonicas.
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