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RESUMO

O osteossarcoma € o tumor maligno primario mais comum do tecido 6sseo e
acomete principalmente criangas e adolescentes. Estd associado a altas taxas de
mortalidade, com etiologia pouco conhecida; sendo assim, estudos que envolvem
conhecimentos acerca do tema se fazem necessarios. A vanilina, o principal
composto obtido do extrato natural da baunilha tem demonstrado, em diversas
pesquisas, possuir propriedades antitumorais, assim como o seu dimero, chamado
divanilina. O uso de compostos naturais para o tratamento da doenca tem se
tornado uma alternativa promissora, principalmente como agentes adjuvantes. O
artigo 1 teve como principal objetivo reunir, por meio de uma revisao sistematica da
literatura, plantas provenientes do bioma Cerrado brasileiro que possuem efeitos
contra células tumorais. Foram identificadas 39 espécies no total e informacbes
como composto majoritario e modo de acdo nas células tumorais foram incluidas. O
artigo 2 teve como objetivo avaliar as propriedades antitumorais dos compostos
vanilina e divanilina em células 6sseas tumorais murinas. Para isso, as linhagens de
células o6sseas normal (MC3T3-E1l) e tumoral (UMR-106) foram -cultivadas e
mantidas em condi¢des apropriadas para o estudo in vitro. Foram avaliados o efeito
dos compostos vanilina e divanilina na viabilidade celular das linhagens normal e
tumoral e formacdo de coldnias, migracdo, producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas células tumorais, além da andlise protedmica. Ambos o0s
compostos mostraram exercer efeitos na viabilidade celular das linhagens normal e
tumoral e diminuir a formacéo de col6énias. O composto vanilina foi capaz de inibir o
processo de migracdo e a divanilina diminuiu a producdo de EROs. Quanto a anélise
protedmica, ambos 0s compostos mostraram agir sobre a expressado de importantes
proteinas envolvidas na progressao tumoral. Nossos resultados sugerem que 0s
compostos vanilina e divanilina possuem propriedades contra células Osseas
tumorais murinas. O uso destes poderia ser uma alternativa promissora para 0

tratamento adjuvante do cancer 0sseo, no entanto, necessitando de mais estudos.

Palavras-chave: Osteossarcoma. Vanilina. Divanilina.







ABSTRACT

Evaluation of the antitumor effect of vanillin and divanillin on murine

osteosarcoma cells

Osteosarcoma is the most common primary malignant tumor of bone tissue and
affects mainly children and adolescents. It is associated with high mortality rates, with
a poorly known etiology; therefore, studies involving knowledge about the subject are
necessary. Vanillin, the main compound obtained from the natural extract of vanilla,
has been shown, in several studies, to have antitumor properties, as well as its
dimer, called divanillin. The use of natural compounds for the treatment of the
disease has become a promising alternative, mainly as adjuvant agents. The main
objective of article 1 was to gather, through a systematic literature review, plants from
the Brazilian Cerrado biome that have effects against tumor cells. A total of 39
species were identified and information as major compound and mode of action on
tumor cells was included. Article 2 aimed to evaluate the antitumor properties of
vanillin and divanillin compounds in murine bone tumor cells. For this purpose,
normal (MC3T3-E1) and tumor (UMR-106) bone cell lines were cultivated and
maintained under appropriate conditions for in vitro study. The effect of vanillin and
divanillin compounds on cell viability of normal and tumor cell lines and colony
formation, migration, production of reactive oxygen species (ROS) in tumor cells, in
addition to proteomic analysis were evaluated. Both compounds have been shown to
exert effects on cell viability of normal and tumor cell lines and were reduce colony
formation. The compound vanillin was able to inhibit the migration process and
divanillin decreased the production of ROS. As for proteomic analysis, both
compounds were shown to act on the expression of important proteins involved in
tumor progression. Our results suggest that vanillin and divanillin compounds have
properties against murine bone tumor cells. The use of these could be a promising
alternative for the adjuvant treatment of bone cancer, however, needing further

studies

Keywords: Osteosarcoma. Vanillin. Divanillin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

A formacao de tumores € um processo de multiplos estagios que envolve uma
série de eventos como o acumulo de alteracbes genéticas e epigenéticas. As
modificacbes podem ser iniciadas por agentes externos e fatores genéticos
hereditarios. A transformacgéo e progressao de células cancerosas envolve eventos
complexos, incluindo “downregulation” de varios genes que sao fundamentais para
os processos de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Apesar do
desenvolvimento de novos tratamentos, o cancer ainda é a segunda maior causa de
morte nos paises ocidentais. Uma das causas é o fato de que varios tipos de tumor
desenvolvem mecanismos para evitar a morte celular induzida por tratamentos
convencionais (SAINZ; LOMBO; MAYO, 2012; KHAN et al., 2016).

O desenvolvimento do cancer compreende certas capacidades bioldgicas
adquiridas que incluem sustentacdo da sinalizacao proliferativa, resisténcia a morte
celular, inducdo da angiogénese, capacidade de invasdo e metastase. A
instabilidade do genoma e a inflamacao também s&o caracteristicas da doenca.
Além das células tumorais, 0s tumores apresentam um repertorio de células normais
que contribuem para o “microambiente tumoral” (HANAHAN, WEINBERG, 2011;
CARMONA-FONTAINE et al.,, 2017). O microambiente tumoral, que inclui sinais
qguimicos (como fatores de crescimento e citocinas) e sinais biofisicos (pressao
intersticial e mecéanica da matriz), € extremamente complexo e desempenha um
papel importante na progressao e metastase do tumor a medida que evolui ao longo
do tempo (ZHANG et al., 2016).

A metastase € o resultado da disseminagdo de células tumorais a partir da
neoplasia primaria para um oOrgao/tecido distante e posterior adaptacdo no novo
microambiente. O processo de disseminagdo constitui-se num evento multi-passos
no qual as células cancerosas devem ultrapassar a matriz extracelular, entrar na
corrente sanguinea, sobreviver ao transporte através do sistema circulatério e,

finalmente, chegar ao novo 6rgao/tecido. O desenvolvimento de metastases sinaliza
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mau prognostico, dando origem a altas taxas de mortalidade, sendo os pacientes
com céancer de pulméo, célon e mama 0s principais associados a estas altas taxas
(AGBARYA et al., 2014; SILVA et al., 2016).

O cancer é uma das principais causas de morbidade e mortalidade. Espera-se
gue a incidéncia mundial da doenca passe de 14 milhdes em 2012 para 22 milhdes
nos proximos 20 anos, o que leva a um aumento significativo dos custos de saude e
a grande necessidade da melhor compreensdo de seus mecanismos para que
melhores terapias sejam desenvolvidas (ZHANG et al.,, 2016). Os tumores
apresentam um grande grau de heterogeneidade genética e fenotipica que dificultam
o diagndstico e tratamento (CARMONA-FONTAINE et al., 2017).

Pesquisadores tém investigado as propriedades de compostos obtidos de
plantas medicinais a fim de desenvolver novas drogas capazes de controlar a
doenca. O uso destes compostos no tratamento do cancer pode reduzir os efeitos
colaterais adversos e ajudar no tratamento. Nos Ultimos anos, Vvarios fitoquimicos
tém sido estudados e muitos deles mostraram eficacia anticancerigena promissora
contra diferentes tipos de cancer como, por exemplo, carcinoma epidérmico bucal
humano, leucemia, cancer colorretal humano, cancer de préstata e osteossarcoma
(WU et al., 2016; BHANDARI, 2017).

1.2 Osteossarcoma

Osteossarcoma é um tumor 6sseo maligno primario derivado de células
mesenquimais 0sseas e caracterizado pela proliferacdo de células neoplasicas que
produzem diretamente 0sso imaturo ou ostedide. A maioria dos casos da doenca
ocorre nos 0ssos longos, mas também pode envolver outros ossos do corpo. E
sugerido que o0 osteossarcoma tenha inicio nas ceélulas responsaveis pela formacao
O0ssea derivadas do mesénquima primitivo e ocorre geralmente nos 0ssos de
crescimento rapido, como das pernas e bracos (MOORE; LUU, 2014; ZOU; ZHANG;
Ll 2017; ZHOU et al., 2020). E a malignidade 6ssea mais comum em criancas e
adolescentes, porém, a etiologia da doenca permanece ainda desconhecida. A

incidéncia anual estimada de osteossarcoma no mundo € de quatro casos por
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milhdo de pessoas, sendo pacientes com menos de 20 anos 0s principais
acometidos pela doenca (YONG et al., 2017).

Os mecanismos envolvidos na patogénese e progressdo do osteossarcoma
incluem alteracbes na diferenciacdo de ceélulas-tronco mesenquimais, expressao
anormal de oncogenes e supressores de tumor e desregulacdo de vérias vias de
sinalizacdo (DENDULURI et al., 2015). Novas terapias estdo sendo investigadas
para melhorar o tratamento da doenca. Foram estudados alvos moleculares que
modelam ativamente processos celulares tais como o controle do ciclo celular,
proliferacdo, metabolismo e apoptose, porém, continua a ser um desafio o
desenvolvimento de novas terapias eficazes para o tratamento desta doenca
heterogénea e complexa (SAMPSON et al., 2015). Apesar da quimioterapia
convencional e excisao cirargica do tumor primario, o tumor 6sseo frequentemente
leva a morte do paciente devido a metastase pulmonar; assim, ha uma crescente
sensagdo de urgéncia para que se identifiguem novos marcadores biologicos e
novas abordagens terapéuticas inovadoras (KUMAR; FUCHS, 2015; SHAIKH et al.,
2016).

Embora a etiologia do osteossarcoma nao seja bem compreendida, varios
fatores demonstram estarem envolvidos no desenvolvimento da doenca. Um desses
fatores é a alteracdo genética dos supressores de tumor. Diversos fatores
ambientais podem culminar na mutacdo destes genes, fazendo com que eles
percam sua funcdo. O p53 e o retinoblastoma (Rb) sdo genes supressores de tumor
bem conhecidos; portanto, foi comprovado que mutacbes nestes genes estao
envolvidas na patogénese do osteossarcoma (BROADHEAD, 2011; DU, 2016). A
expressdo desregulada de fatores de crescimento também leva a proliferacdo
acelerada de ceélulas Osseas. Estes incluem fator de crescimento transformador
(TGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e Fator de crescimento do
tecido conjuntivo (CTGF) (BROADHEAD, 2011).

Outro fator relacionado a patogénese da doenca € a angiogénese, processo
essencial para o crescimento sustentado do cancer e metastase. O fator induzido
por hipoxia (HIF-lalpha) € um fator de transcricAo que medeia as respostas
homeostéticas a condicbes de hipoxia, por meio da ativacao de diversos genes alvo

envolvidos na angiogénese, metabolismo energético, eritropoiese, proliferacdo
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celular e viabilidade, remodelacdo vascular e respostas vasomotoras. Este fator de
transcricdo € altamente expresso em diversos tipos de tumor, entre eles, o
osteossarcoma (BROADHEAD, 2011; LI et al., 2016; Zhang et al., 2021). Diversos
estudos mostram que as interleucinas estdo envolvidas em uma variedade de tipos
de tumor. A interleucina-6, por exemplo, pré-inflamatéria, funciona como ativador de
Janus kinase 2 (JAK2) / transdutores de sinal e ativadores de transcricdo 3 (STAT3);
STAT3 é um fator de transcricdo que participa da regulacéo da proliferacéo celular e
apoptose e é identificado como um oncogene em varios tipos de tumor, inclusive o
osteossarcoma. A interleucina-6 desempenha um papel importante na disseminacao
e invasao do cancer por meio da vascularizagao tumoral e angiogénese (WU et al.,
2017; SHI et al., 2020).

Algumas vias de sinalizacdo estdo envolvidas na patogénese do
osteossarcoma. Estas incluem as vias Notch, Wnt, Hedgehog, fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato 3-quinase (PI3K)/AKT e JAK/STAT. Alguns compostos naturais mostraram
interferir nestas vias de forma eficaz, incluindo curcumina, trissulfeto de dialilo,
resveratrol, apigenina, ciclopamina e sulforafano. Estes compostos podem induzir a
modulacdo destas vias de sinalizacdo do cancer e, possivelmente, facilitar novas
modalidades de tratamento para o osteossarcoma. Estes varios fitoquimicos ja
demonstraram eficicia consideravel em uma variedade de outros tipos de tumores,
0 que mostra que compostos naturais representam uma alternativa promissora para
o tratamento da doenca (ANGULO et al., 2017). Os compostos isolados de plantas
com potenciais bioativos anticancerigenos representam um recurso valioso para o
tratamento do cancer e tém atraido cada vez mais o interesse nos ultimos anos (XU,
2016).

Pesquisas clinicas e epidemioldgicas forneceram evidéncias que sustentam o
papel das espécies reativas de oxigénio (EROs) e de espécies reativas de nitrogénio
(ERN), conhecidas coletivamente como estresse oxidativo, na etiologia do cancer.
Fatores como inflamag&o crénica, infecgcdo e hipoxia sdo as principais fontes de
extresse oxidativo celular (SAED; DIAMOND; FLETCHER, 2017). Foi sugerido que a
capacidade antimutagénica da vanilina, além da remocdo de EROs, se deve ao
aumento da reparacdo recombinante recA-dependente, inibicdo da reparacédo de
SOS propensa a erros e inibicdo de unido de extremidade de DNA ndo homologa
(TAl et al., 2011).
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Diversos compostos tém sido estudados no intuito de encontrar um possivel
agente que traga beneficios para o tratamento do osteossarcoma. A vanilina,
composto utilizado neste estudo mostrou, em diversos relatos da literatura, possuir
uma capacidade antiproliferativa, sendo assim, uma possivel droga utilizada no
tratamento de tumores (CARRASCO-GOMEZ et al.,, 2014; BEZERRA; SOARES;
SOUSA, 2016; LI et al., 2021).

1.3 Vanilina e divanilina

A baunilha & uma das esséncias mais utilizadas nas industrias de bebidas e
alimentos, além do uso em perfumaria e produtos farmacéuticos. E amplamente
cultivada na Indonésia, Madagascar e China, entre outros continentes. O extrato
natural da baunilha, obtido das orquideas Vanilla planifolia ou Vanilla tahitensis
(familia Orchidaceae) apresenta mais de 200 componentes, sendo o0 composto
principal a vanilina (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde) (Figura 1). Outros
compostos incluem &cido vanilico, p-hidroxibenzaldeido, acido p-hidroxibenzdico,
acucares e lipideos. A vanilina é um pé branco cristalino, apresenta um odor doce e
intenso de baunilha, sendo assim utilizada como ingrediente em diversos produtos
alimenticios (KAUR; CHAKRABORTY, 2013; CHEE et al., 2017). A figura 1 mostra a

formula estrutural da vanilina.

Vanilina Divanilina

Figura 1. Férmula estrutural. (A) Vanilina (B) Divanilina.
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A vanilina € um aldeido fendlico natural e suas propriedades incluem efeitos
antimutagénicos, antioxidantes e antimicrobianos contra bactérias, leveduras e
bolores (HO et al.,, 2012; SHARMA et al.,, 2016; TAKMA; KOREL, 2017). Dentre
todos os metabdlitos secundarios de plantas, os compostos fendlicos tém se
destacado por serem amplamente estudados e comumente utilizados como
antioxidantes em uma variedade de aplicagcdes. Os antioxidantes desempenham um
papel importante para a saude, pois sdo capazes de prevenir e eliminar os radicais
livres, retardar o processo de envelhecimento, aliviar doencas crbénicas e
degenerativas tais como hipertensdo, doencas autoimunes, aterosclerose e cancer
(MINH et al., 2016; VISNJEVEC; SCHWARZKOPF, 2020).

Diversos estudos relatam que alguns produtos naturais bioativos
desempenham um importante papel no desenvolvimento de drogas anticancer,
revelando excelente potencial farmacoterapéutico. A atividade antioxidante é
comumente encontrada em muitas destas moléculas, especialmente nas
substancias fenolicas. Considerando o envolvimento do estresse oxidativo e das
espécies reativas de oxigénio no desenvolvimento de processos cancerigenos,
substancias que apresentam capacidade antioxidante como, por exemplo, a vanilina,
podem representar uma nova abordagem de tratamento (BEZERRA; SOARES;
SOUSA, 2016).

De fato, diversos estudos demonstraram que a vanilina apresenta efeitos
antimutagénicos, anticancerigenos e antimetastaticos (LIRDPRAPAMONGKOL et
al., 2005; LIRDPRAPAMONGKOL et al.,, 2009; HO et al., 2012; LI et al.,, 2021).
Elsherbinya e colaboradores (2016) investigaram a atividade anticancerigena da
vanilina contra cancer de mama e a possivel potencializacdo sinérgica dos efeitos
guimioterapéuticos de doxorubicin (DOX) pela vanilina. Os resultados mostram que
a vanilina exerceu efeitos anticancerigenos comparaveis a DOX e potenciados
sinergicamente tanto in vivo como in vitro. Ofereceu também um efeito inibidor de
crescimento in vitro e citotoxicidade mediada por apoptose (aumento da caspase-9 e
razao Bax: Bcl-2) juntamente com um efeito antimetastatico. Além disso, a vanilina

foi capaz de proteger contra a nefrotoxicidade induzida por DOX em ratos.

Foi demonstrado que compostos derivados da vanilina foram capazes de

7

reduzir a atividade da quinase Plkl, um regulador chave da mitose. PIk1 é
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superexpressa em todos os tumores humanos hoje analisados; seu nivel de
expressdo indica mal prognostico e serve como medida da agressividade de um
tumor (CARRASCO-GOMEZ et al., 2014). A vanilina também mostrou possuir efeitos
citoliticos e citostaticos em linhagens celulares de cancer colorretal humano (HO et
al., 2009). Outro estudo, ainda, mostrou que a vanilina inibiu a expressdo de
metaloproteinase-9 por meio da acédo sobre o fator nuclear NF-kB em células de
carcinoma hepatocelular humano (LIANG et al.,, 2009). Lirdprapamongkola e
colaboradores (2005) também revelaram a capacidade da vanilina de agir sobre a

atividade enzimatica de Metaloproteinase 9 da matriz (MMP-9).

Uma descoberta importante foi de que a divanilina (Figura 1), um homodimero
da vanilina, possui um maior potencial anti-metastatico do que o0 agente
aromatizante vanilina. O estudo conduzido por Jantaree e colaboradores (2017),
mostrou que a divanilina exibiu uma maior poténcia do que a vanilina na inibicdo da
invasdo de células de carcinoma hepatocelular. As formas monomérica e dimérica
destinam-se a regulacéo do processo de invasao, inibindo a fosforilagcdo de FAK e
Akt. Estudos de ancoragem molecular sugeriram que os dimeros devem ligar-se
mais firmemente do que a vanilina ao bolso Y397 do dominio FAK FERM. O mesmo
foi constatado para o composto diapocinina, o homodimero da apocinina
(JANTAREE et al., 2017).

Considerando-se o0s pontos apresentados e o fato de que ndo ha registros na
literatura sobre os efeitos da vanilina e divanilina em células de osteossarcoma, o
presente estudo dispde-se a investigar o possivel papel antiproliferativo da vanilina e

seu derivado divanilina em células de osteossarcoma murino.







2 OBJETIVOS







Objetivos 27

2 OBJETIVOS

A presente tese é constituida por 2 artigos. O Artigo 1, intitulado “Activity of
Brazilian Cerrado plants in tumor cell lines — A systematic review”, possui como

objetivos:

1. Reunir, por meio de uma revisdo sistematica da literatura, artigos
relacionados a plantas provenientes do bioma Cerrado brasileiro que

possuem acao sobre diferentes células tumorais.

O Artigo 2, intitulado “Antitumor effect of vanillin and divanillin on murine

osteosarcoma cells”, possui como objetivos avaliar:

1. Os efeitos de diferentes concentragbes dos compostos vanilina e
divanilina na viabilidade celular de células 6sseas tumorais (UMR-106) e
0sseas normais (MC3T3-E1);

2. A capacidade de formacdo de colbnias por células de osteossarcoma

apos o tratamento com vanilina e divanilina;

3. O efeito dos compostos vanilina e divanilina na producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROS) intracelular na linhagem UMR-106;

4. O efeito da vanilina e seu dimero na migracéo celular de UMR-106;

5. Avaliacdo do efeito dos compostos vanilina e divanilina na expressao de

proteinas totais na linhagem de célula éssea tumoral, UMR-106.
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RESUMO

Objetivos: O objetivo do presente estudo foi reunir, por meio de uma reviséo
sisteméatica da literatura, artigos relacionados a plantas provenientes do bioma
Cerrado brasileiro que possuem acéao sobre diferentes células tumorais.

Metodologia: Foram utilizadas diferentes palavras-chave nos mecanismos de busca
das bases de dados Pubmed, Scielo, Science Direct, Scopus e Lilacs. Dos estudos
encontrados, foram excluidos os titulos que néo refletiam o objetivo da presente
revisdo, os que nao disponibilizam o acesso ao texto completo e os que foram
publicados antes de 2005. Foram selecionados os artigos referentes a atividade de
plantas do Cerrado em células tumorais publicados nos ultimos dezesseis anos,
totalizando trinta e nove artigos. Numero de registro da presente revisao:
#CRD42020205579.

Resultados e conclusdo: Os extratos das plantas estudadas demonstraram
significativos efeitos antiproliferativos contra diversas linhagens de células tumorais.
Foram identificadas 39 espécies de plantas que pertencem as familias:
Combretaceae, Annonaceae, Celastraceae, Verbenaceae, Solanaceae, Myrtaceae,
Rubiaceae, Bignoniaceae, Erythroxylaceae, Sapotaceae, Asteraceae,
Elaeocarpaceae, Apocynaceae, Anacardiaceae, Calophyllaceae, Lythraceae,
Mimosaceae, Burseraceae, Fabaceae e Moraceae. Os extratos foram obtidos de
diferentes partes das plantas e foram utilizadas diferentes fracbes dos mesmos.
Pode- se concluir que o Cerrado possui uma ampla variedade de plantas com acéo
antitumoral, sendo necessario realizar mais estudos para que sejam descobertas

outras espécies com potencial anticancerigeno, além de estudos in vivo.

Descritores: Cerrado. Plantas medicinais. Cancer.

ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to gather, through a systematic literature
review, articles related to plants from the Brazilian Cerrado biome that have action on
different tumor cells.

Methodology: Different keywords were used in the search mechanisms of Pubmed,
Scielo, Science Direct, Scopus and Lilacs databases. Of the studies found, titles that
did not reflect the purpose of this review, those that do not provide access to the full

text, and those that were published before 2005 were excluded. Articles referring to
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the activity of Cerrado plants in tumor cells published in the last sixteen years were
selected, totaling thirty-nine articles. Registration number of this review:
#CRD42020205579.

Results and conclusion: The extracts from the studied plants demonstrated
significant antiproliferative effects against several tumor cell lines. 39 species of
plants were identified belonging to the families: Combretaceae, Annonaceae,
Celastraceae, Verbenaceae, Solanaceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Bignoniaceae,
Erythroxylaceae, Sapotaceae, Asteraceae, Elaeocarpaceae, Apocynaceae,
Anacardiaceae, Calophyllaceae, Lythraceae, Mimosaceae, Morseraceae. The
extracts were obtained from different parts of the plants and different fractions were
used. It can be concluded that the Cerrado has a wide variety of plants with antitumor
action, and further studies are needed to discover other species with anticancer

potential, in addition to in vivo studies.

Key words: Cerrado. Medicinal plants. Cancer.

INTRODUCAO

O cancer caracteriza-se como um crescimento celular descontrolado ou
proliferacéo celular capaz de invadir outros tecidos. Existem aproximadamente cem
tipos que se denominam pelo tecido, 6rgdo ou tipo celular nos quais a doenca se
inicia. Produtos quimicos, radiacdes, dieta inadequada, infeccéo, fatores ambientais
e fumo consistem em alguns dos principais fatores de risco ®. A doenca é um
problema relevante para a saude publica e o tratamento representa um obstaculo,
pois muitas vezes n&o se obtém sucesso. E considerado a principal causa de morte
em paises desenvolvidos e a segunda nos paises em desenvolvimento, o que leva a
um aumento consideravel dos custos de saude e a grande necessidade da melhor
compreensdao de seus mecanismos, para que melhores terapias sejam

desenvolvidas para o controle da doenca 2.
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No que diz respeito ao tratamento do céancer, as plantas medicinais
representam uma alternativa promissora. Estas sédo fonte de importantes moléculas
bioativas com ampla diversidade estrutural que demonstram, de forma geral, menor
toxicidade e maior seletividade contra células tumorais®”. Ademais, também
demonstram ser capazes de diminuir os efeitos colaterais induzidos pelos
medicamentos sintéticos e aumentar a taxa de sobrevivéncia para muitos pacientes
®) Reconhece-se que muitos produtos naturais apresentam uma rica diversidade
guimica, sendo uma fonte para a identificacdo de novas estruturas e,
consequentemente, para a fabricacéo de novas drogas ©. Atualmente, as fontes de
produtos naturais utilizadas para o desenvolvimento de medicamentos contra o
cancer incluem, além de plantas, organismos marinhos e micro-organismos, sendo
mais diversificadas do que no passado. Contudo, as plantas continuam sendo uma
fonte promissora de produtos naturais para a quimioprevencao, visto que cerca de
25% das terapias atuais disponiveis provém de plantas .

O Cerrado, conhecido como a “Savana das Terras Tropicais”, € um bioma
brasileiro que ocupa cerca de 20% do territério nacional. A vegetacdo, bastante
heterogénea, com biodiversidade taxondmica que chega a ser maior do que a da
floresta amazobnica, ocorre especialmente nos estados de Mato Grosso, Goias,
Minas Gerais, Sdo Paulo e Ceara. A regido é considerada um hotspot mundial de
biodiversidade e apresenta diversas espécies de plantas que sdo amplamente
utilizadas na medicina popular e nas pesquisas cientificas. Devido a ampla
diversidade, ha um crescente aumento de interesse no Cerrado, a fim de que novas
plantas medicinais com compostos biativos sejam descobertas @ 1% V. As espécies
presentes no bioma ja sdo utilizadas por comunidades locais para o tratamento de

diversas doencas e pesquisas com modelos biolégicos ja demonstraram o potencial
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promissor de varias moléculas provenientes destas espécies “?. A acdo benéfica
das plantas ja foi comprovada em processos inflamatdrios, contra micro-organismos,
cancer, dentre outras enfermidades ¥,

A busca por novos medicamentos que exibem acdo contra varios tipos de
tumores € um dos assuntos mais interessantes no campo da pesquisa de produtos
naturais*?. Nesta area, as plantas sdo consideradas bastante promissoras, uma vez
gue seus derivados sdo amplamente utilizados para controle do cancer. Um exemplo
€ Catharanthus roseus (Apocynaceae), uma planta a partir da qual foram isolados
“Vinblastine (Velban®)” e “Vincristine (Oncovin®)” que podem ser utilizados no
tratamento de varios tipos de tumor ®. A interrupcéo do ciclo celular, a inducdo da
apoptose e a inibicdo de fatores angiogénicos nas células cancerosas sao efeitos
importantes que se associam a esses medicamentos baseados em plantas‘®. Neste
sentido, o Cerrado se destaca visto que muitos compostos com importantes
atividades biolégicas ja foram obtidos a partir de plantas deste bioma ¥

Diante da importancia do assunto exposto, nos surgiu a necessidade de
reunir, na presente revisdo sistematica, as publicacdes dos ultimos 16 anos
relacionadas a acdo das plantas do bioma Cerrado brasileiro em diferentes

linhagens de células tumorais humanas ou animais.

METODOS
A presente revisdo sistematica esta registrada na base PROSPERO
(International Prospective Register of Systematic Reviews) sob o nimero de registro

#CRD42020205579.
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Tipos de estudo

Os artigos relacionados aos efeitos de plantas proveninentes do bioma
Cerrado brasileiro em células tumorais humanas e animais, que utilizaram grupos
controle plausiveis para o estudo (ndo tratado, veiculo, veiculo tratado e
guimioterapicos padréo), in vitro, publicados entre 2005 e 2020, nos idiomas inglés
ou portugués foram incluidos. N&o foram considerados métodos, tempo e
concentracdo de extratos/compostos. As informacdes sobre as plantas reunidas no
presente artigo incluem: espécies, nome popular, parte usada da planta, tipo de
extrato, célula alvo, provavel ativo principal dos extratos e modo de acgdao.
Estratégia de busca

Nossa pesquisa sobre a acdo de plantas do cerrado brasileiro sobre células
tumorais foi realizada utilizando as bases de dados Pubmed, Scielo, Science Direct,
Scopus e Lilacs. Filtro de data (2005 — 2020), de texto completo e tipo de artigo
(Artigos de Pesquisa) foram aplicados. A busca incluiu texto livre e termos MeSH
(Medical Subject Heading): 1: Cerrado plants and Tumor Cell Lines; 2: Medicinal
Plants and Cerrado and Tumor Cell Lines; 3: Medicinal Herbs and Cerrado and
Tumor Cell Lines; 4: Phytotherapy and Cerrado and Tumor Cell Lines e 5:
Pharmaceutical Plants and Cerrado and Tumor Cell lines. A Ultima atualizacao da

pesquisa foi em janeiro/2021.

RESULTADOS
Um total de 225 artigos cientificos foram selecionados nas cinco bases de
dados consultadas. Ap6s a exclusdao dos titulos duplicados, resumos nao

relacionados e artigos “not open access”, restaram 35 artigos. Apés uma busca livre,
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4 artigos foram incluidos, totalizando 39 artigos cientificos. Trinta e nove espécies de
plantas sado citadas, juntamente com o nome popular, parte usada da planta, tipo de
extrato, célula alvo e referéncia (Tabela 1). Também foram reunidas as seguintes
informacgfes: compenente majoritario do extrato e provavel modo de acdo sobre

células tumorais (Tabela 2 — ANEXO).
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TABELA 1. Espécie da planta, nome popular, partes utilizadas, tipo de extrato (fracdo), linhagens celulares tumorais e referéncias.

Espécie

Nome popular

Parte usada da planta

Tipo de extrato

Célula alvo

Anacardium humile

Tabebuia avellanedae

Brosimum
gaudichaudii™”

‘Cajuzinho’

‘Purple ipé’

‘Inharé’

Casca (c) e folhas (f)

Casca e folhas

Casca e folhas

Etandlico

NCI- H292 (pulm&o) (-)
HEp-2 (laringe) (-)
HT-29 (cdlon) (-)
HL-60 (leucemia promielocitica) (-)
MCF-7 (mama) (C, F,+)

NCI- H292 (-), HEp-2 (F +)
HT-29 (-), HL-60 (F +)
MCF-7 (-)

NCI- H292 (F, +), HEp-2 (-)
HT-29 (F, +), HL-60 (-)
MCF-7 (C, +)

Annona coriacea®®

‘Marola’
‘Araticum-liso’

Sementes

Metanoélico

*Todas as linhagens

*UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama),
NCI/ADR/RES (ovério), 786-0 (rim), NCI-H460
(pulméo), OVCAR-3 (ovério), HT-29 (cdlon),
K562 (leucemia), UA251 (glioma) (+)

Annona crassiflora®?

“Araticum”

Sementes e casca

Fendlico

NCIADR/RES (ovério) (+)
U251 (glioma) (+)
MCF-7 (mama) (+)

NCI-H460 (pulmé&o) (-)
PC-3 (préstata) (+)
OVCAR-03 (ovario) (+)
HT-29 (colon) (+)
K562 (leucemia) (+)




40 Artigos

Compostos puros
(proanthocyanidin A e

A549 (pulmé&o) (+)

‘Mangabarana’ 4’-O-methyl- HS578T (ducto mama) (+)
epigallocatechin) MCF-7 (ducto mama) (+)
Austroplenckia ‘Marmelo-do-campo’ Samaras
populnea®
‘Mangabeira-brava’ trés extratos brutos
(etanol,
acetato de etila A549 (-)
e cloroférmio) HS578T (-), MCF-7 (-)
UACC-62 (melanoma) (+)
MCF-7 (mama) (+)
Calea pinnatifida(21) ‘Quebra-tudo’ Componentes Diclorometano 786-0 (rim) (+)
aéreos NCI-ADR/RES (ovério) (+)
‘Cip6-cruz’ NCI-H460 (pulmé&o) (+)
PC-3 (prostata) (+)
‘Aruca’ OVCAR-3 (ovério) (+)
HT29 (célon) (+)
K-562 (leucemia) (+)
‘Algodéo de seda’ acetato de etila, B-16/F10 (melanoma - murino) (+)
| . (22) acetona HCT-8 (c6lon- humano) (+)
Calotropis procera Leiteiro Caule CEM (leucemia humana) (+)
. : . hexanico, metandlico B-16/F10 (-)
eimadeira L
Quei ! diclorometane HCT-8 (-)
‘Gitime’ CEM (-)
Campomanesia ‘Guavira’ Folhas MCF-7 (mama) (+)

adamantium

Oleo essencial

Hela (cervical) (+)
MO059J (glioblastoma) (+)
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MCF-7 (-), HeLa (-), M059J (+)

Protium ovatum ‘Almecega’ Folhas
Frutas verdes MCF-7 (-), HelLa (-), M059J (-)
Cardiopetalum e L
calophyllum @ Imbirinha Folhas MCF-7 (+), HeLa (+), M059J (+)
U251 (glioma) (+), UACC-62 (melanoma) (+),
Hexanio (f) MCF7 (mama) (-), NCI-ADR/RES (ovério) (+),
786-0 (rim) (+), NCI-H460 (pulm&o) (+),
OVCAR-3 (ovério) (+), PC-03 (prostata) (+),
Folhas (f) HT29 (colon) (+) e K-562 (leucemia) (+)
Chresta “Joao-bobo” Casca (C) U251 (-), UACC-62 (+), MCF-7 (+),
sphaerocephala*® Hexanico (c) NCI-ADR/RES (-), 786-0 (-), NCI-H460 (-),
OVCAR-3 (+), PC-3 (+), HT29 (-), K-562 (+)
Metandlico ndo mostrou nenhum efeito antiproliferativo
Etil acetato ndo mostrou nenhum efeito antiproliferativo
Dipteryx alata Vog.?" Baru’ Sementes Fendlico HT29 (coélon) (+)
N&o informado Folhas (composto isolado) T98G (+) e UB7TMG (+)
Eremanthus (Glioblastoma multiforme)
matogressensis
o Folhas (composto isolado) T98G (-), UB7TMG (-)
Eremanthus seidelii®® N&o informado
‘Fruta-de-pomba’ Folhas Hexénico SCC-9 (oral) (+)

Erythroxylum
daphnites®
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Folhas Aquoso FaDu (+), SCC-25 (+), SCC-9 (-)
Erythroxylum Etandlico FaDu (+), SCC-25 (-), SCC-9 (-)
suberosum Hexanico FaDu (+), SCC-25 (-), SCC-9 (+)
‘Mercurinho’
Folhas AquOSO FaDu (-), SCC-25 (-), SCC-9 (-),
Etandlico FaDu (+), SCC-25 (-), SCC-9 (),
Erythroxylum Hexanico FaDu (+), SCC-25 (-), SCC-9 (-),
daphnites
Folhas Aquoso FaDu (-), SCC-25 (-), SCC-9 (),
Etandlico FaDu (-), SCC-25 (-), SCC-9 (),
Hexéanico FaDu (-), SCC-25 (+), SCC-9 (4),
Erythroxylum
subrotundum
Folhas Aquoso FaDu (-), SCC-25 (-), SCC-9 (),
Etandlico FaDu (-), SCC-25 (-), SCC-9 (-),
Hexanico FaDu (+), SCC-25 (-), SCC-9 (-),
Pouteria torta
Aquoso FaDu (+), SCC-25 (-), SCC-9 (),
Etandlico FaDu (+), SCC-25 (-), SCC-9 (),
Folhas Hexanico FaDu (-), SCC-25 (-), SCC-9 (9),
Pouteria ramiflora®’?® ‘Fruta-de-veado’
SCC-25, SCC-9 (lingua)/
FaDu (hipofaringe)
Aquoso SCC-9 (oral) (+)
Erythroxylum FaDu (hipofaringe) (+)
Suberosum® ‘Cabelo-de-negro’ Folhas Etanélico
Hexanico SCC-9 (), FaDu (+)

SCC-9 (), Fabu (-)
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Ixora brevifolia® Ixora-arborea’ Galhos Extrato brutc_) e U251 (glioma}) (+)
hidrometandlico, K562 (leucemia) (+)
hexéanico

) MDA-MB-231(mama) (+)
Kielmeyera coriacea® ‘Pau-santo’ Frutas e Folhas Oleo essencial DU-145 (prostata) (+)

MDA-MB-231 (-)
DU-145 (-)

HL-60 (leucemia) (+)
Kie|meyera Coriacea(32) Pau-santo’ Casca da raiz Hexanico HCT-8 (Célon) (+)
MDA-MB-435 (mama) (+)
SF-295 (glioblastoma) (+)

B16F10-Nex2 (melanoma murino) (+)
HCT (célon) (+), Siha (cervical) (+)
Kielmeyera coriacea® Nao informado Folhas Cloroférmio A2058 (melanoma) (+), SKmel28 (melanoma)
(+) and
MeWO (melanoma) (+)

B16F10-Nex2 (-)

Hidroalcodlico B16F10-Nex2 (-)
Acetato de etila B16F10-Nex2 (-)
Hexanico B16F10-Nex2 (-)

Heptano
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Lafoensia pacari®

‘Dedaleira’

‘Mangava-brava’

Casca do caule

Metanélico

TRH- 18 (+)
(colorectal)

Lafoensia pacari®

‘Dedaleira’

‘Mangava-brava’

Casca do caule

Etandlico

H460 Human NSCLC (pulmé&o) (+)
A549 (NSCLC, adenocarcinoma) (+)
H2023 (NSCLC, adenocarcinoma) (+)

E9 murina (pulmé&o) (+)

Lafoensia pacari®®

‘Dedaleira’

‘Mangava-brava’

Casca do caule

Metandlico
e fracbes

U-937 (+), Jurkat
Daudi (leucemia) (+)

Lippia salviaefolia®”

Nao informado

Partes aéreas

aromadendrin

HEK-293(rim) (-)

‘phloretin’ M14 (melanoma) (+)
HEK-293 (+)
*Lychnophora ) ) )
trichocarpha ‘Arnica Partes aéreas Etandlico * 30 linhagens de células tumorais humanas
Spreng.®® brasileira’

‘lychnopholide’

Maytenus ilicifolia®

‘Espinheira santa’

Casca daraiz

Etandlico

HL-60 (Leucemia) (+)
K-562 (leucemia mielocitica cronica) (+),
SF-295 (glicoblastoma) (+),
HCT- 8 (colon) (+)
MDA / MB-435 (melanoma) (+)




Artigos 45

Mimosa ‘Sabid’
caesalpiniifolia“” ‘Sansao-do-campo’ Folhas Etanélico MCF-7 (mama) (+)
Myrcia bella® ‘Mercurinho’ Folhas Hidroalcodlico ACPO2 (géstrico) (+)
Myrcia guianensis Né&o informado Folhas Hidroetanolico K562 (leucemia) (+), MCF-7 (mama) (+),
786-0 (renal) (-), NCI-H460 (pulmé&o) (-),
PC-3 (préstata) (-), HT-29 (célon) (-)
Myrcia bella ‘Jacarezinho’ Folhas K562 (+), MCF-7 (+),
786-0 (-), NCI-H460 (-)
PC-3 (-), HT-29 ()
. A Folhas K562 (+), MCF-7 (-),
(42,28)
Myrc|a falax N&o informado 786-0 (_)’ NCI-H460 (_)
PC-3 (-), HT-29 (-)
Palicourea rigida™® .
‘Douradao’ Folhas Extrato etanélico

(composto isolado)

SK-MEL-37 (melanoma) (+)

Hexéanico

OSCC-3 (oral) (+)
MCF-7 (mama) (+)
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Pouteria torta®**) ‘Guapeva’ Folhas Etandlico OSCC-3 (+)
MCF-7 (+)
Aquoso OSCC-3 (+)
MCF-7 (+)
OVCAR-3 (ovario) (+)
‘Goiabinha-araga’, ) U251 (glioma) (+), MCF-7 (mama) (+)
Psidium guineense(‘“” ‘Araga-do-campo’, Folhas Oleo essencial NCI-ADR/RES (ovario) (+), 786-0 (renal) (+)
‘Araca verdadeiro’ NCI-H460 (pulméo) (+), PCO-3 (préstata) (+)
‘Goiabinha selvagem’ HT-29 (c6lon) (+), K-562 (leucemia) (+)
Heptano B16F10-Nex2 (melanoma murino) (+)
Pyrostegia venusta®” ‘St. John vine’ Flores

Hidroalcoolico

B16F10-Nex2 (-)

Salacia crassifolia®®

’

‘Bacupari-do-Cerrado’,
‘Saputa”,“Seputa’

Cascas do caule

Hexanico
Diclorometanica
Acetato de etila

Hidroalcoolico

Hexanico
Diclorometanica
Acetato de etila

Hidroalcoolico

Hexanico
Diclorometanica
Acetato de etila

Hidroalcodlico

MDA-MB-435 (melanoma) (+)
MDA-MB-435 (-)
MDA-MB-435 (-)
MDA-MB-435 (-)

HCT-8 (colon) (+)
HCT-8 (-)
HCT-8 (+)
HCT-8 (-)

SF-295 (sistema nervoso central) (+)
SF-295 (-)
SF-295 (-)
SF-295 (-)
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Salacia crassifolia®® ‘Bacupari-do-Cerrado’ Madeira da raiz Hexanico Colo205 e KM12 (cdlon) (+)
A498 e U031 (renal) (+)
HEP3B and SKHEP (figado) (-)
MG63 and MG63.3 (osteosarcoma) (+)
Senna velutina®*? ‘Fedegosao’ Folhas Etanolico Jurkat (+) e K562 (+)
(Leucemia)
Solanum chocarpum(5l) ‘Fruit-of-wolf’ Fruta Glicoalcal6ide HepG2 (figado) (+)
B16F10 (melanoma murino) (+)
‘Lobeira” or “Jurubebao’ HT29 (cblon), MCF-7 (mama) (+)
HelLa (cervical) (+), HepG2 (figado) (+)
MO59J, U343 e U251 (glioblastoma) (+)
Metandlico, UACC-62 (melanoma) (+), NCI-460 (pulm&o)
*Sloanea ‘Urucurana Brava’ Folhas Hexanico 4,
garckeana*>®? Cloroférmio MCF-7(mama) (+), NCI-ADR (mama) (+),
Acetato de etila HT-29 (célon) (+), OVCAR (ovério) (+),
C786-0 (rim) (+) e PCO-3 (préstata) (+)
Stryphnodendron ‘Barbatimao’ or Casca do caule Aquoso B16F10Nex-2 (melanoma) (+)
Adstringens®? ‘Casca-da-mocidade’
Terminalia fagifolia(54) ‘Capitao-do-mato’, Casca e folhas Etandlico PC3 (préstata) (+)

‘Mirindiba’,
‘Pau-de-bicho’

B16F10 (melanoma murino) (+)




48 Artigos

‘Capitao’, Etandlico
Terminalia fagifolia(55) ‘Capitdo —do-cerrado’ Casca do caule e fracBes MCF-7 (mama) (+)
‘Capitao-do-campo’
‘Mirindiba’
Zornia brasiliensis®® ‘Urinaria’, HL60 (leucemia promielocitica) (+)
‘Urinana’ Partes aéreas Etandlico MCF-7 (mama) (-)
‘Carrapicho’ HCC1954 (mama) (-)

T-47D (mama) (-)
4T1 (mama) (-)
HL60 (leucemia promielocitica) (-)

SINAL (+) = efeito na células tumoral / (-) efeito nulo ou muito baixo.

*COMPOSTO ISOLADO - lychnopholide e eremantholide C

* Lychnopholide - Inibicao total do crescimento de 30 linhagens de células tumorais humanas derivadas de oito tipos de cancer, mostrando ser inativo
apenas contra o cancer de prdstata e do sistema nervoso central. Lychnopholide mostrou atividade significativa contra todas as linhas de células de tumor
humano de leucemia e pulmédo (HOP-92), c6lon (COLO 205, HCT-116, HCT-15, KM-12, SW-620), melanoma (LOX-IMVI, SK-MEL-5, UACC-62), ovarios
(IGROV1, OVCAR-3, OVCAR-4, OVCAR-8), renais (786-0, ACHN, CAKI-1, RXF-393, TK-10, UO-31) e mama (MCF7, MDA-MB-231 / ATCC, MDA-MB-435,

MDA-N, BT-549,)

Eremantholide C - inibiu o crescimento total de 30 linhas de células tumorais humanas e foi inativo apenas contra o cancer de prostata. O composto mostrou
atividade significativa contra todas as linhagens de leucemia e célon, pulmdo (HOP-92), SNC (U-251), melanoma (LOX-IMVI, M14, SK-MEL-2, SK-MEL-5,

UACC-62), ovarios (OVCAR-3, OVCAR-5), renais (786-0, RXF-393, SN12-C, TK-10) e maméarios (MDA-MB-231 / ATCC, MDA-N, BT -549, T-47D).




Artigos 49

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Um total de trinta e nove espécies de plantas medicinais provenientes do
bioma Cerrado brasileiro que apresentam propriedades antitumorais foram
identificadas. As espécies estdo distribuidas entre 33 géneros e 20 familias. As
familias incluem: Combretaceae (Terminalia fagifolia), Annonaceae (Annona
coriacea, Annona crassiflora, Cardiopetalum calophyllum), Celastraceae
(Austroplenckia populnea, Salacia crassifélia, Maytenus ilicifolia), Verbenaceae
(Lippia salviaefolia), Solanaceae (Solanum lycocarpum), Myrtaceae (Myrcia falax,
Myrcia bella, Campomanesia adamantium, Myrcia guianensis, Psidium guineense),
Rubiaceae (Palicourea rigida, Ixora brevifolia), Bignoniaceae (Pyrostegia venusta,
Tabebuia avellanedae), Erythroxylaceae (Erythroxylum suberosum, Erythroxylum
daphnites, E. subrotundum), Sapotaceae (Pouteria torta, Pouteria ramiflora),
Asteraceae  (Calea  pinnatifida, Chresta  sphaerocephala, Eremanthus
matogrossensis, Eremanhus seidelii, Lychnophora trichocarpha), Elaeocarpaceae
(Sloanea garckeana), Apocynaceae (Calotropis procera), Anacardiaceae
(Anacardium humile), Calophyllaceae (Kielmeyera coriacea), Lythraceae (Lafoensia
pacari), Mimosaceae (Mimosa caesalpiniifolia), Burseraceae (Protium ovatum),
Fabaceae (Senna velutina, Dipteryx alata Vog, Stryphnodendron adstringens, Zornia
brasiliensis) e Moraceae (Brosimum gaudichaudii). A maioria das pesquisas utilizou
as folhas para a realizagdo dos ensaios, sendo o uso destas como fontes de
compostos ativos uma estratégia relevante para o manejo sustentavel de espécies
endémicas, visto que ndo compromete a sobrevivéncia das espécies ©®”. Além das
folhas, também foram utilizados caule, casca do tronco, casca da raiz, flores, frutos,

sementes, 6leo essencial e compostos isolados. Deve-se aqui considerar que




50 Artigos

diferentes partes da mesma planta podem sintetizar e acumular diferentes
metabdlitos secundarios ou quantidades diferentes de certo composto ©©.

Os principais compostos responsaveis pelo potencial antitumoral e por outras
varias atividades farmacolégicas como, por exemplo, efeitos antimicrobianos,
antioxidantes, anti-inflamatorios, contra doencas intestinais e respiratorias, incluem:
esteroides glicosideos cardioténicos (C. procera), compostos fendlicos e taninos (A.
humile), alcal6ides (S. lycocarpum), &cidos fendlicos (A. coriacea), flavonodides -
guercetina (A. crassiflora), triterpenos (M. ilicifolia, P. torta, C. sphaerocephala),
sesquiterpenos — germacranolidos - (C. pinnatifida), flavonéides (E. suberosum, A.
populnea, A. coriacea, T. avellanedae, L. salviaefolia, C. procera ; E. suberosum; M.
caesalpiniifolia, M. bella, M. falax, S. velutina; E. subrotundum, P. ramiflora),
espatulenol, germacreno-B e O6xido de B-cariofileno (folhas C. adamantium);
espatulenol, B-cariofileno, e B-mirceno (folhas P. ovatum); B-mirceno, a-pineno e
limoneno (frutos verdes P. ovatum), espatulenol, viridiflorol, e (Z,E)-pharnesol)
(folhas C. calophyllum), &cido oleico e compostos fendlicos - acido galico (D. alata
Vog., S. adstringens), lactonas sesquiterpénicas (L. trichocarpha, E. matogressensis;
E. seidelii), triterpenos (E. daphnites), catequinas (E. suberosum), lignana
siringaresinol e alcaloides ciclopeptidicos (I. brevifolia), D-germacreno, neo-
intermedeol, biciclogermacreno, Viridiflorol, Globulol, Epi-a-muurolol e d-cadineno (K.
coriacea), 6-tocotrienol e seu dimero (K. coriacea), 1-eicosanol, 1-docosanol, e 2-
nonadecano (K. coriacea), acido elagico e outros (L. pacari), isdbmeros de galoil
glicose (M. guianensis), alcaldide indol monoterpeno (P. rigida), alcool
sesquiterpénico espatulenol (P. guineense), alcano (P. venusta), triterpenos
guinonametidios (S. crassifolia), compostos fendlicos (S. garckeana, S. adstringens;

T. fagifolia; Z. brasilienses), polifendis (S. adstringens), zorniosideo (Z. brasilienses).
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De todos os compostos com propriedades antitumorais apresentados acima o0s
flavondides sdo os que aparecem com maior frequéncia. A acdo anticancerigena
dos flavondides se da por meio do efeito sobre o sequestro de radicais livres,
reparacdo do DNA e estimulacdo do sistema imunoldgico®. A tabela 2 (anexo)
apresenta o componente majoritario das espécies e o provavel modo de acdo na
inibicdo das células tumorais. Ressalta-se que 0s extratos vegetais possuem
milhares de compostos ativos; aqui reunimos apenas alguns dos compostos que
foram identificados nas pesquisas.

As linhagens celulares cancerigenas usadas nas pesquisas incluem células
de mama, cérebro, célon, pulméo, sangue, pele, figado, rim, prostata, ovario, boca,
laringe e estbmago, sendo a maioria de origem humana. Segundo Caneschi et al
(2015), conforme citado por Liu, Haroun-Bouhedja & Boisson-Vidal (2000)®?, alguns
tipos celulares como, por exemplo, pulmdo e mama, sdo mais utilizados por serem
amplamente estudados na pesquisa envolvendo andlise citotéxica e porque podem
ser facilmente usados para comparacao com diferentes compostos. Com relacdo a
natureza do estudo, as pesquisas utilizaram ensaios in vitro, mais especificamente, a
cultura de células. Este é um substituto aceito para modelos animais, pois sua
aplicacdo reduz o numero de experiéncias com 0S mesmos, 0 que é uma
caracteristica relevante desse método®.

Com relacdo ao tipo de extrato, podemos verificar que foram utilizados
extratos etandlico, metandlico, fendlico, hexanico, aquoso, cloroférmico,
hidroalcoolico, hidroetandlico, heptandico, glicoalcaldide, acetato de etila e acetona,
0 que depende do solvente utilizado para o preparo do extrato. Dependendo do
solvente, obtém-se maior ou menor rendimento extrativo. Os diferentes solventes

apresentam diferencas na polaridade e, consequentemente, na classe de compostos
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extraida do extrato; os extratos etandlico e aquoso, por exemplo, que Sao 0s mais
polares, sdo ricos em polifendis®®. A tabela 1 mostra o tipo de extrato e outros
dados que foram discutidos nesta revisdo, que incluem: espécie, nome popular,
parte usada da planta e célula alvo. Na frente de cada linhagem celular foi colocado
um sinal positivo ou negativo; o sinal (+) significa que o extrato inibiu a célula tumoral
(independente do método) e sinal ( - ) significa efeito nulo ou muito baixo. Diferencas
sdo vistas de acordo com o solvente utilizado e esse fato se deve aos compostos
gue sao extraidos de acordo com o solvente, como também ja foi discutido
anteriormente.

Diante dos dados, concluimos que o bioma brasileiro Cerrado possui uma
ampla variedade de espécies com propriedades antitumorais. Pesquisas mais
detalhadas sdo necessarias para que seja feito o isolamento dos metabdlitos
secundarios bioativos com propriedades citotoxicas. A avaliacdo da estrutura
guimica desses compostos é capaz de possibilitar avaliacdes biolégicas mais
extensas ™. Estudos adicionais com os extratos fracionados e compostos isolados
também devem ser realizados para determinar o potencial terapéutico antitumoral
completo dessas plantas e, ainda, como estudos futuros, ensaios in vivo®&®.

Ademais, faz-se necessario realizar mais estudos para que se descubram outras

espécies do Cerrado com potencial antitumoral.
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ANEXO

TABELA 2. Espécie, composto majoritario e provavel modo de acéao.

Referéncias

COMPOSTO E MODO DE AGAO

ESPECIE

- Anacardium humile
- Tabebuia avellanedae
- Sloanea garckeana
- Terminalia fagifolia
- Zornia brasiliensis
- Myrcia falax
- Erythroxylum
suberosum

Compostos fendlicos - sequestro de
radicais livres (A. humile).

(T. fagifolia)
Flavondides - sequestro de radicais
livres, prevencédo da progressao do
cancer, reparo de DNA e estimulacdo
do sistema imunoldgico e sua
capacidade de efetuar a via que regula
o crescimento e a proliferacdo de
células e a formagao de tumor (T.
avellanedae)

ARAUJO et al, 2015
PEREIRA et al, 2009
ROMERQO et al, 2008
NASCIMENTO et al,
2018

Ll et al, 2012

Annona coriacea

Acidos fendlicos (&cido fertlico e
sinapico) - inibem a formacéo de
compostos N-nitrosos

PRADO et al, 2020

- Annona crassiflora
- Austroplenckia
populnea
- Lippia salviaefolia
- Myrcia bella
- Senna velutina
- Brosimum
gaudichaudii

Flavondéides — antioxidante; sequestro
de radicais livres, reparacdo do DNA e
estimulacdo do sistema imunolégico

CANESCHI et al,
2015
ARAUJO et al, 2015
FUNARI et al, 2011
SERPELONI et al,
2015
CAMPOS et al, 2016
ARAUJO et al, 2015

Calea pinnatifida

Sesquiterpenos (germacranolidos) -
potentes indutores de apoptose,
inibidores de NF-kB

MARCHETTI et al,
2012

MAGALHAES et al,

Calotropis procera

Esterdides glicosideos
cardiotdnicos - ativagao de vias
apoptéticas

2010

- Campomanesia
adamantium

- Protium ovatum

- Cardiopetalum
calophyllum

Sesquiterpenos - capacidade de
ativar a apoptose, de interromper o
ciclo celular ou de inibir marcadores

proangiogénicos, invasivos e
proliferativos

AMBROZ et al, 2019

- Chresta
sphaerocephala
- Erythroxylum
daphnites
- Erythroxylum

subrotundum

- Pouteria torta
- Pouteria ramiflora
- Salacia crassifolia

Triterpenos - inibem o crescimento
tumoral, a progresséao do ciclo celular
e induzem a apoptose de células
tumorais in vitro e in vivo

SALEEM, 2009;
ELIAS et al, 2016
ELIAS et al, 2013
DE OLIVEIRA et al,
2012
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Dipteryx alata

Compostos fendlicos —
Acido gélico (GA) - regulacéo de
diversas vias de sinalizacao; inibe

proliferacéo

FARIED et al, 2007
Al-HALABI et al,
2011
SANTOS et al, 2018

Myrcia spp Galotaninos (GT) - supresséo da RODRIGUES et al
ativacdo de NF-kB induzida pelo fator 2017 ’
de necrose tumoral (TNF-a)
- Antioxidantes
Eremanthus Lactonas sesquiterpénicas

matogressensis

Eremanthus seidelii

(goyazensolide e lychnofolide) —
possivel interferéncia na angiogénese
internamente e na remodelacdo do
microambiente tumoral externamente
pela capacidade de degradar
proteoglicanos

IZUMI et al, 2020

Erythroxylum
suberosum

Mimosa caesalpiniifolia

Catequinas - antioxidante

ELIAS et al, 2015
SILVA et al, 2014

Kielmeyera coriacea

Sesquiterpenos do tipo elemeno -
inibidores de proliferag&o celular,
estimulantes de apoptose e indutores
de paragem do ciclo celular na célula
maligna

LEMES et al, 2017

Kielmeyera coriacea

&-tocotrienol e dimero - interrupgéo
da progresséao do ciclo celular/ indugéo
de apoptose celular

MESQUITA et al,
2011

Lafoensia pacari

Ellagitaninos - efeitos apoptogénicos
Acido elégico - a regulacéo dos
niveis de ciclina E (regulacéo positiva),
A e B1 (regulagéo negativa), retendo
as células na fase G1/ S do ciclo
celular

REICHERT et al,
2018

Lychnophora
trichocarpha

Lactonas sesquiterpénicas - inibicdo
de enzimas envolvidas em processos
biolégicos essenciais como sintese de
DNA e RNA, sintese de proteinas e
purinas, glicélise, ciclo do acido citrico
e a cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial.

SAUDE-GUIMARAES
etal, 2014

Maytenus ilicifolia

Pristimerina (triterpendide) - inibir a
sintese de DNA e desencadear a
apoptose

COSTA et al, 2008

Palicourearigida

Alcal6ide indblico monoterpénico
denominado vallesiachotamina —
promove a parada do ciclo celular GO /
G1, apoptose e necrose.

SOARES et al, 2012

Psidium guineense

Alcool sesquiterpénico - induzir

NASCIMENTO et al,

apoptose 2018
Pyrostegia venusta Alcanos - indugéo da parada do ciclo FIGUEIREDO et al,
2014

celular e apoptose
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Senna velutina

Flavondides (epigalocatequina,
epicatequina, kaempferol
heterosideo, rutina) e derivados
diméricos e triméricos de
proantocianidina - induziu a morte
celular leucémica ao ativar o calcio
intracelular e a caspase-3, diminuindo
0 potencial da membrana mitocondrial
e interrompendo o ciclo celular nas
fases S e G2.

CAMPOS et al, 2016

Solanum lycocarpum

Ixora brevifolia

Alcaldides - alteracdes na morfologia
celular e DNA — apoptose irreversivel,
regulacéo de caspases, regulacdo da
expressao de receptores de morte
(Exemplo: Receptor | do fator de
necrose tumoral (TNFR-I))

MUNARI et al, 2014
MEDINA. et al, 2018

Stryphnodendron
adstringens

COMPOSTOS FENOLICOS E
POLIFENOIS
Acido gélico, galocatequina,
epigalocatequina, proantocianidinas
diméricas e triméricas - atividade
antioxidante por meio da eliminagéo
direta de radicais livres, hemdlise
oxidativa e inibicdo da peroxidagéo
lipidica em eritrocitos humanos, morte
celular induzida por apoptose por meio
do aumento dos niveis de espécies
reativas de oxigénio intracelular
(EROs), inducéo da disfuncéo do
potencial da membrana mitocondrial e
ativacdo da caspase-3

BALDIVIA et al,2018
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica: A vanilina, um aldeido fendlico natural obtido da
orquidea Vanilla planifolia, € um composto conhecido mundialmente que possui
véarias propriedades medicinais, inclusive contra o céncer. Foi relatado que seu
dimero, chamado divanilina, tem efeitos mais fortes do que a vanilina contra as
células tumorais. O uso de compostos naturais no tratamento do cancer tem se
mostrado uma alternativa promissora e com excelentes resultados.

Objetivo do estudo: O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades
antitumorais dos compostos vanilina e divanilina em células 0sseas tumorais
murinas.

Materiais e métodos: Foram preparadas para os testes concentracdes de 300, 500
e 600ug/mL de vanilina e 150, 250 e 300ug/mL de divanilina. A acdo dos compostos
na viabilidade celular da linhagem celular normal, MC3T3-E1, e da linhagem celular
tumoral, UMR-106, foi avaliada por ensaios de MTT e violeta de cristal. A acdo dos
compostos na formacdo de colbnias, migracdo e producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em células tumorais também foram analisadas, aléem da analise
proteGmica.

Resultados: Ambos os compostos demonstraram exercer efeitos sobre a viabilidade
celular das linhagens de células normais e tumorais. Para UMR-106, todas as

concentracfes de ambos os compostos mostraram reduzir a viabilidade celular em
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menos de 50%. Os resultados também revelam que ambos os compostos inibiram
significativamente a capacidade de formar coloénias. O composto vanilina foi capaz
de inibir o processo de migracéo e a divanilina diminuiu a producdo de EROs, ambos
significativamente. Quanto a analise protedbmica, ambos 0s compostos mostraram
atuar na expressao de proteinas importantes envolvidas na progressao tumoral.
Conclusao: Nossos resultados sugerem que os compostos vanilina e divanilina tém
propriedades contra células tumorais 6sseas murinas. O uso destes pode ser uma
alternativa promissora para o tratamento adjuvante do cancer 6sseo.

Palavras-chave: Osteossarcoma, vanilina, divanilina, compostos naturais

1. Introducéo

O osteossarcoma (OS) é o cancer 6sseo mais comum e afeta principalmente
criancas e adolescentes. Apesar do tratamento, que inclui quimioterapia
neoadjuvante, adjuvante e cirurgia, 30 a 40% dos pacientes morrem dentro de 5
anos do diagnadstico, desde que nao tenham doenca metastatica (Wang et al., 2020;
Liang et al., 2013). A metastase, que ocorre com facilidade por ser uma doenca
agressiva, é principalmente pulmonar e reduz muito a taxa de sobrevida, o que torna
0 osteossarcoma uma doencga grave para os jovens, além de trazer fardos pesados
para a familia. A resisténcia ou insensibilidade a quimioterapia e a recorréncia da
doenca séo outros problemas preocupantes que afetam um namero consideravel de
pacientes. Portanto, € urgente o desenvolvimento de terapias e a continuidade dos
estudos que colaboram para o avanco do tratamento da OS (Song et al., 2020; Yin
et al., 2020).

Nesse sentido, o uso de plantas medicinais tem se tornado uma alternativa
promissora; essas tém se mostrado ser uma rica fonte de agentes bioquimicos
eficazes contra diversos tipos de cancer. A maioria dos medicamentos usados
contra a doenga, como vimblastina, paclitaxel, camptotecina, irinotecano e
topotecano tém plantas em sua composi¢do ou algum derivado de seus fitoquimicos
(Akaberi et al., 2015; Tesfaye et al., 2020). Obter sinergismo, reduzir as doses

utilizadas, obter tratamentos menos citotoxicos, minimizar a resisténcia desenvolvida
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pelo organismo aos medicamentos e incluir varios alvos moleculares ao mesmo
tempo é o principal objetivo do uso de plantas para o tratamento da doenca
(Carabajal et al., 2021) . Um agente natural bastante conhecido e promissor para
tratamentos na area da saude é a vanilina.

A vanilina, também conhecida como 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido, € um
componente do extrato da fava de baunilha mundialmente utilizado como um
componente aromatico e de sabor. A vanilina tem demonstrado importante efeito
antitumoral, além de ser conhecida por suas propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes, antiapoptéticas e neuroprotetoras (Sirangelo et al., 2020; Li et al.,
2021). Essas propriedades se devem aos multiplos efeitos demonstrados em
diversos estudos. Com relacdo ao cancer, foi relatado que o composto foi capaz de
reduzir a expressao de CDK-6 (quinase 6 dependente de ciclina), uma proteina que
€ superexpressa no desenvolvimento do cancer, e de induzir apoptose em ceélulas
de tumor de mama e pulméao (Yousuf et al., 2021). Foi capaz de induzir a apoptose
de células cancerigenas de célon (HT-29) por meio da ativacdo da via ASK1 - p38
MAPK, promovendo dano mitocondrial e espécies reativas de oxigénio (Li et al.,
2021). A vanilina também demonstrou ser capaz de inibir a invasdo e migracdo de
células tumorais e a atividade da MMP-9 secretada por essas células. Considerando
gque o composto é considerado seguro, mostra-se um excelente candidato no
desenvolvimento de medicamentos contra a doenca (Lirdprapamongkol et al., 2005).

Um achado relativamente importante foi que a divanilina, um homodimero da
vanilina, tem maior potencial antimetastatico do que o agente aromatizante vanilina.
O estudo conduzido por Jantaree e colaboradores (2017) mostrou que a divanilina
exibiu maior poténcia do que a vanilina na inibicdo da invasdo de células de
carcinoma hepatocelular. As formas monomérica e dimérica tém como objetivo
regular o processo de invasao, inibindo a fosforilagdo de FAK e Akt. Estudos
relacionados a ancoragem molecular sugeriram que os dimeros deveriam se ligar
mais fortemente do que o monémero ao bolso Y397 do dominio FAK FERM. O
poder antimetastatico da divanilina mostrou-se maior do que o da vanilina (Jantaree
et al., 2017).

Considerando o exposto acima, estudos anteriores que comprovam os efeitos
da vanilina e divanilina e o fato de ndo haver relatos na literatura sobre os efeitos

dos compostos em células de osteossarcoma murino, o objetivo deste estudo foi




Artigos 69

fornecer novos conhecimentos sobre o potencial anticancer de ambos os compostos
em células 6sseas tumorais.

2. Materiais e métodos

2.1. Sintese dos compostos vanilina e divanilina

O composto vanilina foi obtido comercialmente na Sigma-Aldrich (Cddigo
V1104). O composto divanilina foi sintetizado no Laboratério de Quimica da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), em Bauru, e
fornecido pelo Prof. Dr. Valdecir Farias Ximenes. A sintese da divanilina foi realizada
pela via sintética descrita na literatura, baseada na dimerizacdo oxidativa da vanilina
utilizando persulfato de sédio como oxidante e fons Fe™ como catalisadores
(Abraham et al., 2010). A pureza da divanilina foi analisada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e caracterizada por espectrometria de massa (Venturini,
2016). A divanilina apresenta pureza >95%.

2.2. Preparacdo de meio condicionado com vanilina e divanilina para ensaios
bioldgicos in vitro

De acordo com a norma ISO 10993-539, o uso de diferentes concentracoes
de compostos quimicos comercializados ou sintetizados é recomendado para testes
in vitro. Devido a essa recomendacéao, foram utilizadas concentracdes de 300, 500 e
600ug / mL de vanilina e 150, 250 e 300ug / mL de divanilina. Os compostos foram
inicialmente diluidos em hidréxido de sédio (NaOH) 0,5M e posteriormente em meio
de cultura contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, os meios
condicionados foram filtrados em um filtro com porosidade de 0,22um e as
concentracdes utilizadas para os compostos foram preparadas (adicionando meio de
cultura contendo 10% de SFB). Também foi utilizado o grupo controle negativo, no
qual as células foram mantidas em agua filtrada deionizada, sem adicdo de
compostos. O grupo controle negativo € utilizado para controle de morte celular.

Primeiro, os ensaios de viabilidade celular (MTT e Violeta Cristal) foram
realizados; a partir desses ensaios, as concentra¢des de uso (300, 500 e 600ug / mL
de vanilina e 150, 250 e 300ug / mL de divanilina) foram definidas para os demais
ensaios (migracdo, EROs, formacédo de colbnia e proteoma). Essas concentracfes

foram definidas porque apresentaram, para a linhagem UMR-106, diferenca
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significativa em relagdo aos grupos controle e auséncia de danos aos osteoblastos

murinos normais.

2.3. Cultura de células

Foram utilizados pré-osteoblastos murinos normais diferenciados da linhagem
MC3T3-E1 e uma linhagem de osteossarcoma murino, UMR-106, ambas adquiridas
na American Type Culture Collection (ATCC - Rockville, Maryland, EUA). A linhagem
MC3T3-E1 foi cultivada em meio de cultura a-MEM (Minimum Essential Medium
Eagle - Alpha Modification) e a UMR-106 em meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium), acrescidos de 10% de SFB e 1% de Penicilina / Estreptomicina. As
células foram incubadas a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO, (Oliveira
et al., 2017; Piacenti-Silva et al., 2016).

2.4. Ensaio MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducdo de MTT (brometo de
3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich) apos 24, 48 e 72h de
exposicdo das células MC3T3-E1 e UMR -106 aos compostos vanilina e divanilina.
O teste baseia-se na quantificacdo da conversdo do MTT, solavel em agua, em
formazano insolivel. O formazan azul-parpura foi solubilizado em DMSO
(dimetilsulfoxido) e sua concentracédo foi determinada por densidade Optica em um
espectrofotometro de filtro de 562 nm (Mossman, 1983) (Synergy ™ Mx
Monochromator-Based Multi-mode Microplate Reader, Biotek Instruments Inc,
Winooski, Vermont, EUA).

2,5. Teste colorimétrico violeta cristal

As células UMR-106 foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma
densidade de 5x10° células / poco. Apds 24h de adesdo, o meio de cultura foi
retirado e as células tratadas ou nado (grupo controle) com vanilina ou divanilina.
Apos 72h, o meio de cultura foi retirado, as células lavadas duas vezes com PBS,
coradas com 50 pL de solucédo de violeta cristal a 0,5% e mantidas em agitador por
20 minutos em temperatura ambiente. A solug&o de violeta cristal foi entédo removida
e a placa foi lavada quatro vezes com agua. ApoOs o periodo de secagem (cerca de
2h), 200uL de metanol foram adicionados a cada pocgo e a placa foi mantida sob

agitacdo por 20 minutos em temperatura ambiente. A absorvancia foi medida em um
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espectrofotometro a 570 nm por um leitor multimodo Synergy H1 (BioTek
Instruments, Winooski, VT) (Feoktistova et al., 2016).

2.6. Ensaio de formacao de col6nias

Para determinar o efeito dos compostos vanilina e divanilina na formacéo de
colbnias, células UMR-106 foram cultivadas em placas de 6 po¢os a uma densidade
de 2x10° células/poco e, apés 24h de adesdo, foram tratadas ou ndo (grupo
controle) com vanilina ou divanilina durante 7 dias, sendo que o meio de cultura
condicionado com os compostos foi substituido apos 3 dias. Apos 7 dias, as colénias
foram lavadas duas vezes com PBS, fixadas com metanol 100% por 10 minutos e
coradas com 0,2% de violeta de cristal por 5 minutos em temperatura ambiente
(Zhao et al., 2018). Em seguida, o corante foi removido com PBS (por 3x), 0S pocos
foram fotografados e o numero de colbnias foi contado por meio do software Image J
(Research Services Branch, National Institute of Health Image - NHI, Bethesda,
Maryland, EUA).

2.7. Ensaio de cicatrizacdo de feridas

As células UMR-106 foram semeadas a uma densidade de 1x10° células/
poco em placas de 12 pocos e permaneceram em estufa por 72 horas para adquirir
confluéncia total. Em seguida, os pocos foram tratados com 5ug / mL de mitomicina
C (antiproliferativo) por 15 minutos. O pré-tratamento com mitomicina C garante que
as células estdo migrando e nao proliferando. Os pocos foram lavados com PBS 1X
e foi feita uma lesdo na monocamada de células com uma ponteira de 200uL,
formando uma fenda vertical. Os pocos foram lavados 3x com PBS 1X e adicionou-
se meio de cultura suplementado com 10% de SFB (controle) ou condicionado com
vanilina ou divanilina. Ap6s 24, 48 e 72h de exposi¢cdo aos compostos, as placas
foram fotografadas em microscopio Optico invertido Olympus U-TV0.5XC-3
(Olympus, Toquio, Japéo). A distancia de migracao celular foi calculada calculando a
area em diferentes periodos. Os resultados foram analisados com o software Image
J (Research Services Branch, National Institute of Health Image - NHI, Bethesda,
Maryland, EUA) (Carvalho et al., 2013).

2.8. Medicéo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
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As células UMR-106 foram cultivadas em placas de 12 po¢os a uma
densidade de 1x10° células / poco; ap6s o periodo de ades&o (24h) foram expostas
ou nao (grupo controle) aos compostos vanilina e divanilina por 72h. Apés o periodo
de incubacdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X e incubadas com
10 yg/mL de DCFH-DA (Sigma-Aldrich) dissolvido em PBS 1X por 30 minutos a
37°C (protegido da luz). Em seguida, o meio foi removido, foram adicionados 500yl
de PBS 1x e a intensidade da fluorescéncia medida em espectrofotbmetro com
excitacao 485nm e emissao 535nm (Synergy ™ Mx). Os resultados foram expressos

em UFR (Unidade de Fluorescéncia Relativa).

2.9. Analise Protedbmica
2.9.1. Extracao de proteina

Apés 72h de tratamento, nos grupos tratados ou ndo com vanilina (300
pMg/mL) e divanilina (150 pg/mL), as amostras foram coletadas em solucdo de
extracdo contendo Ureia 6M, Thiureia 2M, DTT 10 mM em Ambic 50mM,
permanecendo em gelo por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram sonicadas
e centrifugadas por 10 min a 15.000rpm a 4°C, seguido da coleta do sobrenadante.
Para extracdo das proteinas, as amostras permaneceram por 10 minutos em vortex
a 4°C, seguido de ultrassom por 5 minutos e centrifugacdo a 20,817xg a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e repetiu-se esse procedimento por mais 2x. A seguir, foi
realizada a quantificacdo de proteinas totais pelo método de Bradford (Bio-Rad,
Hercules, EUA) e uma parte e meia de 50mM de Ambic foi adicionado nas amostras,
seguido de RapiGest SF a 0.2 % (Waters), vortex e incubagdo por 60 minutos a
37°C. A seguir, as amostras foram reduzidas com adicdo de 5mM DTT, seguido de
agitacdo no vortex e incubacdo em banho seco (37°C) por 40 min., seguidas de spin
por 2 minutos e alquiladas com 10mM de iodoacetamida por 30 min em temperature
ambiente, protegido da luz. A digestdo protéica foi realizada ap0s a adicdo de
tripsina a 2% por 14h a 37°C, seguido de blogueio. Foi adicionado &acido
trifluoracético a 5%, a 37°C por 90 min e centrifugacdo a 20,87xg a 6°C por 30
minutos, com o objetivo de hidrolisar o RapiGest. O sobrenadante foi transferido
para um outro microtubo (Waters Total Recovery vial- Waters). Para a purificacédo e
dessalinizacéo dos peptideos, as amostras foram submetidas a coluna C18 (Peptide
Cleanup C18 Spin Column) conforme instrugcdes do fabricante. A seguir, as amostras

foram evaporadas em um concentrador a vacuo (Eppendorf, Hamburgo, DE) e
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congeladas a -20°C. Posteriormente, foram ressuspensas em Acetonitrila a 3% e
0,1% de &cido formico acrescido de 1 pyL do padréo de digestdo MassPREP (&lcool
desidrogenase-ADH) na concentragcdo 1 pmol/uyl - Waters. As amostras foram
transferidas para total recovery vial (Waters, Manchester, UK) e submetidas a

andalise.

2.9.2. Espectrometria de massas - Aquisicdo nano LC-ESI-MS/MS

Para as analises dos peptideos foi utilizado o espectrdmetro de massas Xevo
G2 (Waters) acoplado ao sistema nanoACQUITY (Waters), disponivel na Faculdade
de Odontologia de Bauru. As amostras (n=3), obtidas a partir do pool da triplicata
experimental, foram analisadas. Inicialmente foi realizada a cromatografia liquida em
nano-escala (nanoLC) utilizando o sistema nanoACQUITY (Waters Corporation)
equipado com uma pré-coluna Symmetry C18 5 um, 5 mm 180-um e uma coluna
analitica de fase reversa nanoEase BEH130 C18 1,7 yum, 100 pm, 100 mm. As
amostras foram misturadas a uma solu¢do aquosa de acido férmico (AF) 0,1% e em
seguida transferidas para uma pré-coluna a um fluxo de 15 pL/min, durante 1
minuto. Foi utilizada como fase moével A agua com AF 0,1%, e a fase mével B foi
composta de AF 0,1% em acetonitrila (ACN). Os peptideos foram separados com
gradiente de 3-40% de B durante 90 minutos a um fluxo de 600 nL/minuto, seguido
por uma lavagem de 10 minutos com 90% de B. A coluna foi entdo reequilibrada
para as condi¢des iniciais durante 20 minutos. A temperatura da coluna foi mantida a
35°C. Para o lockmass foi utilizado 100 fmol de Human [Glul]-Fibrinopeptide (GFP)
B (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO), que foi introduzido simultaneamente a amostra um
fluxo constante de 150 nL/min. Todos o0s espectros foram obtidos no modo ion
positivo. Para as analises foram adotados os seguintes parametros: voltagem do
capilar de 2.0 kV e voltagem do cone de 35 V. O modo de aquisi¢céo utilizado foi o
MSE, o qual permite uma informagéo de massa exata tanto dos ions intactos quanto
dos fragmentos que sé@o obtidos. A aquisicdo dos dados foi feita com auxilio do
software Protein Lynx Global Server (PLGS) versao 3.0 para processar e pesquisar
os dados LC-MSE continuos. As proteinas foram identificadas utilizando o algoritmo
de contagem de ions do software, sendo realizada pesquisa na base de dados do

UniProtKB (http: //www.uniprot .org).

2.9.3. Quantificagéo livre de marcadores (“label-free”)
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A analise quantitativa livre de marcadores foi realizada utilizando o software
Protein Lynx Global Service (PLGS, v 3.0, Waters, Co, Manchester, UK). Todas as
proteinas identificadas com um score com confianca maior que 95% foram inclusas
na analise quantitativa. Os peptideos idénticos de cada triplicata por amostra foram
agrupados com base na precisdo de massa (< 10 ppm) e numa tolerancia de tempo
de retencéo <0,25 minutos, usando o software de agrupamento incluso no PLGS v.
2.3. Foi feita uma normalizacdo usando a funcédo de autonormalizacdo do PLGS. A
diferenca de expresséo entre os grupos foi analisada pelo teste t e expressas como
p<0,05 para as proteinas subrreguladas e 1- p>0,95 para as proteinas
superreguladas, respectivamente. Apenas proteinas identificadas em 2 das 3
corridas foram selecionadas para analises subsequentes. As seguintes
comparacdes foram realizadas: divanilina vs controle, vanilina vs controle e

divanilina vs vanilina.

2.9.4. Analise de bioinformatica

A ontologia genética foi avaliada de acordo com os pluggins ClueGo® do
software Cytoscape® 3.8.2. Foi feita a distribuicdo funcional das proteinas
identificadas com expresséao diferencial nas diferentes comparagdes. As categorias
de proteinas foram baseadas na anotacdo Gene Ontology (GO) do Processo
Biologico. Os termos de significancia (Kappa = 0,04) e distribuicdo foram de acordo
com a porcentagem do numero de genes associados. O numero de acesso das

proteinas foi fornecido pela UNIPROT.
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3. Resultados
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Figura 2. Efeito de diferentes concentracdes de vanilina (v) e divanilina (d) na
viabilidade celular pelo ensaio de MTT apos 72h de incubacéo. (A) MC3T3-E1 (B)
UMR-106. No controle positivo nenhum tratamento foi adicionado e no controle
negativo foi utilizada agua destilada. *** P <0,001 representa diferenga estatistica
guando comparado ao controle positivo e aos grupos tratados entre si. O ensaio foi
realizado em triplicata biolégica (n = 3).

3.2. Teste colorimétrico cristal violeta
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Figura 3. Efeito de diferentes concentracbes de vanilina (v) e divanilina (d) na
viabilidade celular por teste colorimétrico de cristal violeta ap6s 72h de incubacéao.
(A) MC3T3-E1 (B) UMR-106. No controle positivo nenhum tratamento foi adicionado
e no controle negativo foi utilizada agua destilada. *** P <0,001 representa
diferencas estatisticas quando comparado ao controle positivo.
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O efeito dos compostos vanilina e divanilina na viabilidade celular da linhagem
normal (MC3T3-E1) e tumoral (UMR-106) foi avaliado através dos ensaios MTT e
Violeta Cristal. As duas linhagens celulares foram expostas a concentracdes de 300,
500 e 600 pg / ml do composto vanilina e 150, 250 e 300 pg / ml do composto
divanilina. No MTT, para a MC3T3-E1, houve diminui¢édo significativa da viabilidade
na maior concentracdo de vanilina (600 pug / mL) e em todas as concentracdes de
divanilina (150, 250 e 300 pg / mL) (Figura 2 A); para UMR-106, a diminuicédo
ocorreu na exposicdo a todas as concentracdes de ambos os compostos (Figura
2B).

No cristal violeta, houve uma diminui¢édo significativa na viabilidade de MC3T-
E1l (Figura 3 A) e UMR-106 (Figura 3 B) expostas a todas as concentracdes de
vanilina (300, 500 e 600 pg / mL) e divanilina (150, 250 e 300 ug / ml). As diferencas
foram consideradas significativas quando os grupos expostos aos compostos foram
comparados ao grupo controle positivo, em ambas as figuras. Observa-se que a
diminuicdo da viabilidade ocorreu de forma dose-dependente para ambos os tipos
de células, tanto no MTT quanto no VC.

No geral, as concentragdes de divanilina mostraram uma reducao significativa
na viabilidade em comparacdo com a vanilina em ambos os ensaios (MTT e CV) e
para as duas linhas celulares, MC3T3-E1 e UMR-106.
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3.3. Ensaio de formacao de colbnias

A
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Figura 4. Imagens microscopicas e quantificacdo da formacao de colénias de UMR-
106 coradas com cristal violeta em células nao tratadas (controle) e tratadas com
vanilina (300 - 600 pg / mL) e divanilina (150 - 300 ug / mL) por 7 dias. Barras de
escala de 200 um. Dados apresentados como média + desvio padrao (*** P <0,001).

A fim de analisar os efeitos dos compostos vanilina e divanilina na formacgéo
de colbnias de células UMR-106, foi realizado o ensaio de formacdo de coldnias.
Resultados qualitativos e quantitativos sdo apresentados (Figura 4). A Figura 4A
(qualitativa) mostra que houve uma diminuicdo no numero de colbnias apos 7 dias

de tratamento celular com vanilina ou divanilina. O gréfico (Figura 4B), que
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representa o resultado quantitativo do ensaio, mostra que a diminuicdo no numero
de colonias ocorreu de forma significativa para todas as concentragdes (300, 500 e
600ug / mL - vanilina / 150, 250, 300ug / mL - divanilina) de ambos os compostos,
quando a comparacdo é feita com o controle positivo. E possivel verificar que a
diminuicdo ocorre de forma dose-dependente. A menor concentracdo de vanilina
(300ug / mL) apresentou diferenca significativa em relagdo as demais concentracoes

de ambos 0s compostos.

3.4. EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

EROs
6000+ *

UFR
(Unidade de Fluorescéncia Relativa)

Concentragoes

Figura 5. Efeitos da vanilina (300 - 600 pg / mL) e divanilina (150 - 300 pg / mL) na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em osteoblastos tumorais (UMR-
106) apos 72h de tratamento. Valores expressos em UFR (Unidade de
Fluorescéncia Relativa) + desvio padrédo. * P <0,05 representa diferenca estatistica
guando comparado ao controle.

O teste referente a producdo de espécies reativas de oxigénio mostrou que
houve uma diminuigdo significativa na producdao de EROs no grupo tratado com
divanilina na concentracdo de 300 pg / mL, quando comparado ao grupo controle.
Na comparagdo entre os grupos vanilina e divanilina, ndo foram observadas

diferencas significativas.
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3.5. Ensaio de migragao celular

A

Vanilina

Divanilina




80 Artigos

Migragao celular

g

g

g

Area fechada da ferida (%)

0

Concentragdes

Figura 6. Imagens representativas do ensaio de migracdo celular em células UMR-
106 nao tratadas (controle) e tratadas com 500 e 600 ug / mL de vanilina (A) e 250 e
300 ug / mL de divanilina (B) apés 0 e 48 horas de tratamento. Analise qualitativa (A
e B) e quantitativa (C). Barras de escala de 200 pm.

O ensaio de migracdo € um método bem baseado, simples e econémico para
estudar a migracdo de células em areas de feridas (Liang et al., 2007).
Considerando o controle positivo, que teve 100% de fechamento da fenda, o
composto divanilina ndo impediu a migracao celular, enquanto o composto vanilina
mostrou ser capaz de inibir o processo de migracdo. Apos 24 horas de exposicao
aos compostos vanilina e divanilina, as imagens obtidas das fendas foram
praticamente iguais as obtidas ap6s a adicdo dos tratamentos (dados né&o
mostrados).
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3.6. Analise Protebmica
3.6.1. Diagrama de Venn

Divanilina Controle Vanilina Controle Divanilina Vanilina

7 65 17 203 50 36 221 100

Figura 7. Diagrama de Venn. Mostra o numero de proteinas identificadas em células
de osteossarcoma murino, UMR-106. Proteinas totais, Unicas para cada grupo e
proteinas comuns identificadas na analise protedbmica. A - Células tratadas com
divanilina x grupo controle. B - Células tratadas com vanilina x grupo controle. C -
Células tratadas com divanilina x tratadas com vanilina.

A gquantidade média total de proteinas identificadas nos grupos Divanilina x
Controle, Vanilina x Controle e Divanilina x Vanilina foi 330, 374 e 354,
respectivamente (Fig.7).

Na comparacao Divanilina x Controle, o numero total de proteinas Unicas
identificadas foi 67 e 65, respectivamente, com 188 proteinas comuns a ambos 0s
grupos (Fig. 7A). Entre as proteinas diferencialmente expressas neste grupo, temos
a 6-fosfogluconolactonase, a subunidade alfa_mitocondrial da flavoproteina de
transferéncia de elétrons e a Lamin-B1 (superexpressa) (Tabela 1).

Na comparacdo Vanilina x Controle, o numero total de proteinas Unicas
identificadas foi de 117 e 50, respectivamente, com 203 proteinas comuns a ambos
os grupos (Fig. 6B). Entre as proteinas expressas diferencialmente neste grupo,
temos Lamin-B1 (superexpressa) e membro da familia A da fosfoproteina 32 nuclear
rica em leucina acida, homologo de VAT-1 da proteina da membrana da vesicula
sinaptica, proteina ribossbmica S2 40S, proteina relacionada a actina 2
(subexpressa) (Tabela dois).

Na comparacdo Divanilina x Vanilina, o numero total de proteinas unicas
identificadas foi de 36 e 100, respectivamente, com 221 proteinas comuns a ambos
os grupos (Fig. 7C). Entre as proteinas diferencialmente expressas neste grupo,
temos Isocitrato desidrogenase [NADP] _mitocondrial e varias isoformas de histona
(Histona H2A tipo 1-C, Histona H2A tipo 1-E, Histona H2A tipo 3, Histona H2A tipo 4,
Histona H2A tipo 1, Histona H2A tipo 1-F, Histona H2A tipo 2-A, Histona H2A.J)
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(superexpressa) e proteina 5 de ligagdo de acido graxo e anexina Al (subexpressa)
(Tabela 3).

3.6.2. Resultados Cluego

Vanillin x Control

® cellular response to leukemia
inhibitory factor
® structural constituent of

cytoskeleton
® intrinsic apoptotic signaling
pathway by p53 class mediator
W establishment of protein

localization to organelle
® regulation of protein stability
® regulation of ATPase activity
W translation

® Rab protein signal transduction

® positive regulation of binding

® regulation of translation

Figura 8. Distribuicdo funcional das proteinas identificadas com diferenca na
expressdo em células 6sseas tumorais UMR-106 expostas a Vanilina vs Controle.
Categorias de proteinas baseadas na anotacdo GO Biological Process. Termos
significativos (Kappa = 0,04) e distribuicdo de acordo com a porcentagem do numero
de genes. O gene da ontologia foi avaliado de acordo com os plug-ins ClueGo® do
software CYTOSCAPE® 3.8.2 (Bindea et al., 2009, Bindea et al., 2013).

A Figura 8 mostra a classificacdo funcional de acordo com o0 processo
biolégico com o termo mais significativo, para a comparagdo entre o grupo tratado
com vanilina vs controle. As categorias com 0s maiores percentuais de genes foram
traducao (23%), transducdo de sinal da proteina Rab (13%), regulacdo da traducao
(13%) e constituinte estrutural do citoesqueleto (11%).
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» agge m regulation of intrinsic apoptotic
Divanillin x Control signaling pathway in response to DNA

damage
M negative regulation of reactive
oxygen species metabolic process

m regulation of mitotic spindle
organization

W cysteine-type endopeptidase

regulator activity involved in

apoptotic process
m cellular response to epidermal

growth factor stimulus
™ cellular response to interleukin-7
W structural constituent of cytoske leton
W response to unfolded protein
¥ nucleoside diphosphate
phosphorylation
® mesenchyme migration

® ATP biosynthetic process

u peroxiredoxin activity

» regulation of RNA splicing
¥ de novo' protein folding
cellular response to heat

" regulation of intrinsic apopto
signaling pathway

response to temperature stin

Figura 9. Distribuicdo funcional das proteinas identificadas com diferenca na
expressdo em células ésseas tumorais UMR-106 expostas a Divanilina vs Controle.
Categorias de proteinas baseadas na anotacdo GO Biological Process. Termos
significativos (Kappa = 0,04) e distribuicdo de acordo com a porcentagem do namero
de genes. O gene da ontologia foi avaliado de acordo com os plug-ins ClueGo® do
software CYTOSCAPE® 3.8.2 (Bindea et al., 2009, Bindea et al., 2013).
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A Figura 9 mostra a classificagdo funcional de acordo com 0 processo
biolégico com o termo mais significativo, para a comparagdo entre o grupo tratado
com Divanilina vs Controle. As categorias com as maiores porcentagens de genes
foram constituintes estruturais do citoesqueleto (11%), fosforilacdo de difosfato de
nucleosideo (11%), regulacdo da via de sinalizacdo apoptoética intrinseca (11%) e

resposta ao estimulo de temperatura (11%).

Divanillin x Vanillin

W structural constituent of
cytoskeleton

® cellular response to interleukin-7

m translation

m cellular response to heat

B purineribonucleoside
triphosphate metabolic process

® RNA localization

u ribose phosphate metabolic
process

¥ response to temperature stimulus

= protein stabilization

® hydrogen peroxide metabolic
process

Figura 10. Distribuicdo funcional das proteinas identificadas com diferenca na
expressdo em células 6sseas tumorais UMR-106 expostas a Divanilina vs Vanilina.
Categorias de proteinas baseadas na anotacdo GO Biological Process. Termos
significativos (Kappa = 0,04) e distribuicdo de acordo com a porcentagem do niamero
de genes. O gene da ontologia foi avaliado de acordo com os plug-ins ClueGo® do
software CYTOSCAPE® 3.8.2 (Bindea et al., 2009, Bindea et al., 2013).
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A Figura 10 mostra a classificacdo funcional de acordo com 0 processo
biolégico com o termo mais significativo, para a comparagdo entre o grupo tratado
com Divanilina vs Vanilina. As categorias com 0s maiores percentuais de genes
foram traducdo (25%), processo metabdlico de ribose fosfato (14%) e constituinte

estrutural do citoesqueleto (12%).

4. Discussao e conclusao

O osteossarcoma € uma doenca grave que afeta milhdes de pessoas em todo
o0 mundo e esta associada a altas taxas de mortalidade. Por isso, é essencial
encontrar novos tratamentos mais eficazes. A vanilina e a divanilina demonstraram,
em varios estudos, propriedades com efeitos consideraveis contra células tumorais
de vérios tipos e contra condigcbes como, por exemplo, a inflamacédo; portanto, no
presente estudo, considerou-se estudar os efeitos de ambos 0s compostos em
células tumorais de osteossarcoma murino a fim de contribuir para o0s
conhecimentos que envolvem possiveis tratamentos para a doenca (Wang et al.,
2020; Jantaree et al., 2017).

Considerando o ensaio de viabilidade celular (MTT), o tratamento com
vanilina e divanilina mostrou que ambos os compostos diminuem a viabilidade das
duas linhagens estudadas, MC3T3-E1 e UMR-106, de forma dose-dependente. Os
efeitos sobre a viabilidade foram mais proeminentes em 72h, por isso os demais
ensaios seguiram o mesmo periodo. Nossos resultados corroboram com os de
Elsherbiny e colaboradores (2016), que mostraram que a viabilidade celular da
linhagem tumoral de mama MCF-7 diminuiu ap6s o tratamento com vanilina; os
resultados do estudo também mostram que a vanilina exerceu efeito antitumoral ao
inibir o crescimento tumoral in vivo e a proliferacéo in vitro, induzir a apoptose, inibir
0 processo de migracdo e atuar como antioxidante. E sugerido que a via apoptética
foi ativada pelo aumento da expressdo de proteinas pré-apoptoticas, como as
caspases.

Ainda sobre o0 ensaio de MTT, nossos resultados mostram que 0s compostos
vanilina e divanilina foram mais eficazes na reducdo da viabilidade das células
tumorais (UMR-106). Diversos estudos na literatura destacam a atividade anticancer
e antitumoral de compostos fendlicos, como &cido hidroxicinamico, &cido

hidroxibenzdico, acido ferulico, caféico, acido p-cumarico, acido galico, acido singico
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e vanilina. Sugere-se que esses efeitos se devam principalmente a lipofilicidade e as
propriedades pro-oxidantes (Rai et al., 2018). Os compostos lipofilicos séo
absorvidos com mais eficiéncia a medida que penetram nos nucleos lipidicos das
membranas, o que € um fator crucial no que diz respeito as propriedades
farmacocinéticas. Acidos sintetizados a partir de vanilina e aldeido protocatecuico,
que também € um aldeido fendlico, apresentaram alta citotoxicidade contra
linhagens de células tumorais de mama (MCF-7) e pele (A-375) (Petrovic et al.,
2020).

Nossos resultados demonstram que os compostos vanilina e divanilina foram
capazes de inibir de forma dose dependente a formacao de colénias UMR-106 apés
7 dias de tratamento. Sugere-se que compostos com poder de acdo na formacédo de
colénias podem ter resultados significativos contra o processo de metastase; durante
o Ultimo, desde que existam condi¢des ideais, como nutrientes suficientes e uma
rede de vasos, as células migram para outros 6rgaos, formam coldnias e invadem os
tecidos normais. Conforme demonstrado (Figura 4 A e B), ambos os compostos
podem ter alguma atividade terapéutica nesse sentido, tendo em vista que o
osteossarcoma apresenta principalmente metastases pulmonares (Sun et al, 2021).
Li e colaboradores (2021) demonstraram em um estudo que a vanilina foi capaz de
inibir a viabilidade e a formac&o de coldnias de células cancerigenas colorretais de
forma dose-dependente, dados que estdo de acordo com o presente estudo. Outro
processo importante relacionado a metastase é a migracdo, que também foi
estudada neste trabalho. A propriedade anti-migracao foi confirmada pelo teste de
cicatrizacdo de feridas em células expostas a vanilina, nas concentracées de 500 e
600 ug / mL.

O ensaio de geracdo de espécies reativas de oxigénio mostra que a maior
concentracdo de divanilina diminuiu significativamente a producdo de espécies
reativas, ou seja, 0 composto atuou como antioxidante. Quantidades o6timas de
EROs sao geradas pela funcdo celular normal, principalmente pelas vias
mitocondriais ou por NADPH oxidases; a homeostase dessa quantidade € mantida
por agentes antioxidantes expressos pelas células. Uma estratégia atual adotada
para o tratamento do cancer € através do aumento da producdo de EROs pelas
células tumorais; entretanto, quantidades de EROs extremamente elevadas
produzidas por quimioterapicos sao perigosas para as células, pois podem levar a

parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia e danos irreparaveis ao DNA. Os
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antioxidantes aparecem como uma alternativa terapéutica que pode ser incorporada
em quimioterapicos comumente usados (Lirdprapamongkol et al., 2009; Liou et al.,
2020).

A presente pesquisa também avaliou alteracdes protedbmicas em células
0sseas tumorais UMR-106 apds exposicdo aos compostos vanilina e divanilina. A
andlise protedmica € uma ferramenta importante para a investigacdo de proteinas
envolvidas em mecanismos especificos e que podem ser direcionadas no tratamento
medicamentoso do osteossarcoma (Wang et al.,, 2021). Como resultado deste
ensaio, proteinas expressas diferencialmente foram identificadas nos grupos
divanilina vs controle, vanilina vs controle e divanilina vs vanilina. No grupo vanilina
vs controle, especificamente, foram encontradas proteinas relacionadas a
importantes processos bioldgicos da célula tumoral, como “structural constituient of
cytoskeleton, intrinsic apoptotic signaling pathway by p53 class mediator, translation,
regulation of protein stability and ATPase activity e celular response to leucemia
inhibitory factor”. No grupo vanilina vs controle, a proteina Lamin-B1 foi regulada
positivamente mais de 2 vezes; Laminas sdo proteinas localizadas proximas a
membrana nuclear interna e desempenham papéis importantes, como manutenc¢ao
da forma e mecanica nuclear. As laminas do tipo B sdo codificadas por LMNB1, sao
consideradas fundamentais para a sobrevivéncia celular e as alteragbes na
expressdo das Lamins A e B estdo associadas a progressao tumoral (Deng et al.,
2020).

Urciuoli e colaboradores (2020), em um estudo sobre a diferenca de
expressdo das laminas em células de osteossarcoma, afirmam que a
superexpressao das laminas A e C é considerada um preditor de “bom progndstico”
em pacientes com OS. A lamina tipo B, encontrada no presente estudo, esta sempre
superexpressa nas células de osteossarcoma quando comparadas aos osteoblastos
normais. O aumento da expressdo de Lamin-B1 também pode ser observado no
grupo divanilina vs controle. Por outro lado, as proteinas Calmodulin 1, 2 e 3 foram
reguladas negativamente; as calmodulinas, que s&o mediadores do Ca?*, tem sido
identificadas como superexpressas em varios tipos de céancer (Brzozowski et al.,
2019). Assim como a calmodulina, a proteina “Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K” encontra-se subexpressa; essas proteinas sdo superexpressas

em diversos tipos de cancer e agentes que diminuem sua expressao Sao
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interessantes no campo de estudos relacionados ao tratamento da doenca (Gao et
al., 2013).

Os resultados da comparacdo entre os grupos Divanilina vs Controle e o
grupo Divanilina x Vanilina também revelaram mudancas significativas nos niveis de
expressdo de varias proteinas envolvidas no OS. Foram encontradas proteinas
relacionadas a processos biologicos envolvidos no céncer, como constituinte
estrutural do citoesqueleto, fosforilacdo de difosfato de nucleosideo, regulacdo da
via de sinalizacdo apoptotica intrinseca, resposta ao estimulo de temperatura (Div vs
Controle), resposta celular a interleucina-7, constituinte estrutural do citoesqueleto e
processo metabdlico do perdxido de hidrogénio, que esta relacionado a producao de
EROs (Div. vs. Van.). Uma proteina importante que esta presente em nossos
resultados é a Transgelin-2, que esta subexpressa. Esta é uma pequena proteina
que se liga a actina e é proposto que atue como um fator oncogénico, capaz de
contribuir para a tumorigénese em uma ampla gama de doengas malignas humanas
(Kim et al., 2021). Outras proteinas importantes encontradas subexpressas sdo as
da familia heat shock protein, que € uma classe de chaperones dependentes de
ATP. A proteina de choque térmico 70, por exemplo, é expressa em altos niveis nas
células cancerosas e atenua a eficacia terapéutica dos agentes anticancer,
resultando em um pior prognostico. Os estudos tém se concentrado nessas
proteinas para o desenvolvimento de novos tratamentos (Mori et al., 2017).

Diante dos resultados promissores dos compostos de vanilina e divanilina em
células tumorais 6sseas murinas, sugere-se que as propriedades de ambos o0s
compostos devam ser amplamente avaliadas na busca de novos tratamentos para o
cancer. Acreditamos que 0s compostos possam ser usados, no futuro, como
adjuvantes em um possivel novo tratamento para a doenca. Vale ressaltar que séo
necessarios mais ensaios a esse respeito (Bezerra et al., 2016). Produtos naturais
bioativos tém se mostrado uma Otima alternativa para o desenvolvimento de
medicamentos modernos, principalmente quando relacionados ao cancer. N0OSs0s
resultados trazem novos conhecimentos para estudos envolvendo aplicacdes

terapéuticas da vanilina e seu dimero divanilina em células tumorais.

Conflito de interesses

Nenhum declarado.
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ANEXOS

Table 1. Proteins with significantly altered expression in the osteosarcoma cells

UMR-106 treated with Divanillin or not treated (Control).

©Access Protein name PLGS *Ratio P
number Score Divanillin:Contr
ol
P85971 6-phosphogluconolactonase 347 3,10 <0.01
P13803 Electron transfer flavoprotein subunit 183 2,23 <0.01
alpha_ mitochondrial
P70615 Lamin-B1 79 2,03 <0.01
P09527 Ras-related protein Rab-7a 314 1,63 <0.01
P04906 Glutathione S-transferase P 312 1,40 <0.01
P11442 Clathrin heavy chain 1 97 1,21 0.02
P35281 Ras-related protein Rab-10 182 1,16 0.04
P35286 Ras-related protein Rab-13 134 1,15 0.03
P35289 Ras-related protein Rab-15 183 1,15 0.03
Q6NYB7 Ras-related protein Rab-1A 324 1,15 0.04
P10536 Ras-related protein Rab-1B 182 1,14 0.04
P35280 Ras-related protein Rab-8A 182 1,13 0.03
P31000 Vimentin 191 1,12 0.01
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 1635 1,11 0.01
Q07936 Annexin A2 364 1,09 0.02
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 602 1,05 0.04
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 15199 0,99 0.03
P60711 Actin_ cytoplasmic 1 15199 0,99 0.02
P62738 Actin_ aortic smooth muscle 8830 0,98 <0.01
P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 8846 0,97 <0.01
P68136 Actin_ alpha skeletal muscle 8846 0,97 <0.01
P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 8830 0,97 <0.01
Q9z0V5 Peroxiredoxin-4 1114 0,94 0.04
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 1473 0,94 0.02
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 335 0,94 0.01
P02262 Histone H2A type 1 18717 0,94 <0.01
P0C169 Histone H2A type 1-C 18717 0,94 <0.01
POC170 Histone H2A type 1-E 18717 0,94 <0.01
Q64598 Histone H2A type 1-F 18717 0,94 <0.01
POCC09 Histone H2A type 2-A 18717 0,94 <0.01
Q4FZT6 Histone H2A type 3 18717 0,94 <0.01
Q00728 Histone H2A type 4 18717 0,94 <0.01
AQUMV8 Histone H2A.J 18717 0,94 <0.01
Q00715 Histone H2B type 1 13056 0,94 <0.01
Q63716 Peroxiredoxin-1 2889 0,94 <0.01
Q00729 Histone H2B type 1-A 2074 0,93 <0.01
P68370 Tubulin alpha-1A chain 7316 0,93 <0.01
Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 3667 0,93 <0.01
Q9ER34 Aconitate hydratase_ mitochondrial 337 0,92 0.03
Q9z1P2 Alpha-actinin-1 118 0,92 <0.01
POCO0S7 Histone H2A.Z 2396 0,92 <0.01
Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 6839 0,92 <0.01
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 2516 0,92 <0.01
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 6495 0,92 <0.01
Q6LEDO Histone H3.1 1326 0,91 <0.01
P48500 Triosephosphate isomerase 2793 0,91 <0.01
Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain 7726 0,91 <0.01
P50137 Transketolase 363 0,90 <0.01
QB6AY56 Tubulin alpha-8 chain 1499 0,90 <0.01
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P45592
P84245
P62963
Q7TPB1
Q4QRB4
035814
P31044
Q5U300
P62193
P07323
P62909
P00507
Q5XHZ0
P04785
P69897
P62982
P62986
Q68FR6
P11762
P62804
Q63429
P62198
P38983
POCG51
Q5M7U6
P50503
Q794E4
P26772
PODP30
P14659
P04636
Q3KRES
035244
P10719
Q5XIH7
Q63081
P85108
P10760
PODP31
P63245
P62083
PODP29
P82995
P34058
P25113
P24051
P04644
P62914
P06761
P61980
Q6IMY8
P12928
P05765
P15999
P15429
P62828
Q5X173
008629
P18418
P04797

Cofilin-1
Histone H3.3
Profilin-1
T-complex protein 1 subunit delta
Tubulin beta-3 chain
Stress-induced-phosphoprotein 1
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
26S proteasome regulatory subunit 4
Gamma-enolase
40S ribosomal protein S3
Aspartate aminotransferase_ mitochondrial
Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial
Protein disulfide-isomerase
Tubulin beta-5 chain
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
Elongation factor 1-gamma
Galectin-1
Histone H4
Polyubiquitin-C
26S proteasome regulatory subunit 8
40S ribosomal protein SA
Polyubiquitin-B
Actin-related protein 2
Hsc70-interacting protein
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F
10 kDa heat shock protein_ mitochondrial
Calmodulin-2
Heat shock-related 70 kDa protein 2
Malate dehydrogenase_ mitochondrial
Tubulin beta-2B chain
Peroxiredoxin-6
ATP synthase subunit beta_ mitochondrial
Prohibitin-2
Protein disulfide-isomerase A6
Tubulin beta-2A chain
Adenosylhomocysteinase
Calmodulin-3
Receptor of activated protein C kinase 1
40S ribosomal protein S7
Calmodulin-1
Heat shock protein HSP 90-alpha
Heat shock protein HSP 90-beta
Phosphoglycerate mutase 1
40S ribosomal protein S27-like
40S ribosomal protein S17
60S ribosomal protein L11
Endoplasmic reticulum chaperone BiP
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
Pyruvate kinase PKLR
40S ribosomal protein S21
ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial
Beta-enolase
GTP-binding nuclear protein Ran
Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Transcription intermediary factor 1-beta
Calreticulin
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

1104
1326
1762
692
6401
110
2193
125
138
727
974
203
2273
340
7823
4895
4895
208
414
17092
4895
187
625
4895
173
119
288
3914
1877
1385
2890
5316
364
1084
883
1019
5313
124
1877
646
1156
1877
3608
5087
756
523
1131
916
1184
1209
217
570
553
652
955
2418
1313
151
898
7475

0,90
0,90
0,90
0,90
0,90
0,89
0,89
0,89
0,88
0,88
0,88
0,88
0,88
0,88
0,88
0,88
0,88
0,87
0,87
0,87
0,87
0,86
0,86
0,86
0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,80
0,80

0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.03
<0.01
<0.01

0.04

0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.02
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.04

0.04

0.02
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.03
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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Q8K586

PODMWO
PODMW1
P11980
P55063
Q71TY3
P35213
P68255
P07150
P63018
P10111
Q9Z2L0

Q6P7B0
P19944
P05197

Q6URK4

Q5XFX0
Q08163
P63039
Q5X172
P37805
P19945
P62630
P62632

A7VIC2

P48721
P62859
P61983

Q66HDO

Q5RKI1
P68511

Q3B8Q2
P13383
Q05982

Q9EPHS
P62260
P04764
P62845
P36972
P04642
P63029
P42123
P19804
P05065
P02401
P13084

Q9ESV6

P11884
008651

QBAYKG
Q9Z0V6

P16617
P22509
P49911

GTP-binding nuclear protein Ran_ testis-
specific isoform
Heat shock 70 kDa protein 1A
Heat shock 70 kDa protein 1B
Pyruvate kinase PKM
Heat shock 70 kDa protein 1-like
40S ribosomal protein S27
14-3-3 protein beta/alpha
14-3-3 protein theta
Annexin Al
Heat shock cognate 71 kDa protein
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Voltage-dependent anion-selective channel
protein 1
Tryptophan--tRNA ligase_ cytoplasmic
60S acidic ribosomal protein P1
Elongation factor 2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
Transgelin-2
Adenylyl cyclase-associated protein 1
60 kDa heat shock protein_ mitochondrial
Eukaryotic translation initiation factor 4H
Transgelin-3
60S acidic ribosomal protein PO
Elongation factor 1-alpha 1
Elongation factor 1-alpha 2
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
A2/B1
Stress-70 protein_ mitochondrial
40S ribosomal protein S28
14-3-3 protein gamma
Endoplasmin
Eukaryotic initiation factor 4A-I1
14-3-3 protein eta
Eukaryotic initiation factor 4A-I11
Nucleolin
Nucleoside diphosphate kinase A
Polyadenylate-binding protein 1
14-3-3 protein epsilon
Alpha-enolase
40S ribosomal protein S15
Adenine phosphoribosyltransferase
L-lactate dehydrogenase A chain
Translationally-controlled tumor protein
L-lactate dehydrogenase B chain
Nucleoside diphosphate kinase B
Fructose-bisphosphate aldolase A
60S acidic ribosomal protein P2
Nucleophosmin

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

testis-specific
Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
Calcyclin-binding protein
Thioredoxin-dependent peroxide reductase_
mitochondrial
Phosphoglycerate kinase 1
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein
32 family member A

2418

632
627
3184
615
523
1075
1020
142
4777
11004
371

105
7568
1848

483

592

216

822

561

121

727
8473
1997

463

397
658
1122
357
540
814
131
731
1243
126
733
2106
736
558
2786
426
204
1852
640
1997
3936
678

209
568
277
564

366
285
86

0,80

0,80
0,80
0,80
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,78
0,77

0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75

0,75
0,74
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,72
0,72
0,71
0,71
0,71
0,71
0,70
0,70
0,69
0,68
0,68
0,66

0,66
0,64
0,62
0,62

0,61
0,60
0,57

<0.01

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.02
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.03
<0.01
<0.01

0.02
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

<0.01
<0.01
<0.01
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P29457
Q4FZT9

P35738

P13471
P62271
P62243
P61314
P61354
Q6SKG1

P24090
P14141
P02466
P10888

Q68FR9
P85834
B2GUZ5
P55053
QIWVI14
P02091
P11517
P63159
P52925
035767
P27605

QB68FX0

Q2PQA9
Q924S5
Q64119
Q62812
Q9ES54

Q5RKI6
P04961
P34064

Q498D5

QIWVCO

Q8K3K4

Q3KR53

Q6PCU2
Q63569
Q63570
035048
P62278
P62246
P62250
P27952
P60868
P49242
P62703
P23358
P41123
P12001
P47198
P21531

Serpin H1
26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 2
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit
beta_ mitochondrial
40S ribosomal protein S14
40S ribosomal protein S18
40S ribosomal protein S8
60S ribosomal protein L15
60S ribosomal protein L27
Acyl-coenzyme A synthetase ACSM3_
mitochondrial
Alpha-2-HS-glycoprotein
Carbonic anhydrase 3
Collagen alpha-2(1) chain
Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1_
mitochondrial
Elongation factor 1-delta
Elongation factor Tu_ mitochondrial
F-actin-capping protein subunit alpha-1
Fatty acid-binding protein 5
Guanylate cyclase soluble subunit alpha-2
Hemoglobin subunit beta-1
Hemoglobin subunit beta-2
High mobility group protein B1
High mobility group protein B2
Homeobox protein Nkx-2.5
Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit
beta_ mitochondrial
Kinesin-1 heavy chain
Lon protease homolog_ mitochondrial
Myosin light polypeptide 6
Myosin-9
Nuclear protein localization protein 4
homolog
Probable RNA-binding protein EIFLAD
Proliferating cell nuclear antigen
Proteasome subunit alpha type-5
Regulator of microtubule dynamics protein 2
Septin-7
Serpin B10
Vasculin-like protein 1
V-type proton ATPase subunit E 1
26S proteasome regulatory subunit 6A
26S proteasome regulatory subunit 6B
3 beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 7
40S ribosomal protein S13
40S ribosomal protein S15a
40S ribosomal protein S16
40S ribosomal protein S2
40S ribosomal protein S20
40S ribosomal protein S3a
40S ribosomal protein S4_ X isoform
60S ribosomal protein L12
60S ribosomal protein L13
60S ribosomal protein L18
60S ribosomal protein L22
60S ribosomal protein L3

1239
76

114

104
148
138
104
151
72

311
90
58
99

126
54
124
149
59
984
984
327
286
88
107

75

58
59
429
137
92

96
202
151
104

65

74

76

90
182

95
112
186
599
437
537
328
145
192
832
207
165
195
206

0,53
Divanillin*

Divanillin*

Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*

Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*

Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*

Divanillin*

Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*

Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*

<0.01
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P62890
P50878
P09895

Q99NB7

Q9EST6

Q05962
Q09073
P51635
P48037
P53676
P07824
P40329
P49088

Q5U216
P27653
Q5U206
Q9Z2F5
P35426
P20816
Q6P6R2
P43138

Q08877
B5DF91
P52555
P81795

CO9WPNG6

Q3T1i1

Q5M9G9
P12785

Q8K3V5

P09117
QOEPI2
Q68FP1
Q63942
P04897

Q63210

Q66HAS
P04256
Q9JJ54
Q7TP47
P62959
Q80W90
QBAY04

P30904
Q5M7W5
Q66HD3
P61972
Q972G8
AQJPJI7
P67779
Q6AYD3

60S ribosomal protein L30
60S ribosomal protein L4
60S ribosomal protein L5
Acetyl-coenzyme A thioesterase
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein
32 family member B
ADP/ATP translocase 1
ADP/ATP translocase 2
Aldo-keto reductase family 1 member Al
Annexin A6
AP-3 complex subunit mu-1
Arginase-1
Arginine--tRNA ligase_ cytoplasmic
Asparagine synthetase [glutamine-
hydrolyzing]
ATP-dependent RNA helicase DDX39A
C-1-tetrahydrofolate synthase cytoplasmic
Calmodulin-like protein 3
C-terminal-binding protein 1
Cyclin-dependent kinase 4
Cytochrome P450 4A2
Dihydrolipoyl dehydrogenase_ mitochondrial
DNA-(apurinic or apyrimidinic site)
endonuclease
Dynamin-3
ELAV-like protein 1
Endoplasmic reticulum resident protein 29
Eukaryotic translation initiation factor 2
subunit 3_ X-linked
Eukaryotic translation initiation factor 2
subunit 3_ Y-linked
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1
FAST kinase domain-containing protein 4
Fatty acid synthase
Fibronectin type 111 domain-containing
protein 5
Fructose-bisphosphate aldolase C
GDNF family receptor alpha-4
Gelsolin
GTP-binding protein Rab-3D
Guanine nucleotide-binding protein G(i)
subunit alpha-2
Guanine nucleotide-binding protein subunit
alpha-12
Heat shock protein 105 kDa
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q
Histidine triad nucleotide-binding protein 1
LIM/homeobox protein Lhx9
m-AAA protease-interacting protein 1_
mitochondrial
Macrophage migration inhibitory factor
Microtubule-associated protein 4
Nuclear autoantigenic sperm protein
Nuclear transport factor 2
Nucleosome assembly protein 1-like 1
Obg-like ATPase 1
Prohibitin
Proliferation-associated protein 2G4

1368
147
201

87
164

168
324
70
118
67
88
82
125

91
130
97
82
76
100
77
127

77
128
106
174

170

799
67
72

102

169
98
66

120
99

96

84
273
236
218

1121

99

115

359
84
108
139
256
106
354
185

Control*
Control*
Control*
Control*
Control*

Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*

Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*

Control*
Control*
Control*
Control*

Control*

Control*
Control*
Control*
Control*

Control*
Control*
Control*
Control*
Control*

Control*

Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*

Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
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P10960
P83868
P34067
Q63945
P50399
P35284
P61107
P51156
P63012
Q63941
P62824
Q53B90
P05714
P51146
QIWVB1
Q91Y81
Q6P799
Q99PW3
Q3MIE4

Q4VTFO
P11232
Q920J4
Q63524

P04692
Q63610
P09495
P58775
P62501
Q4KM49
Q9EQX9
Q4KMA2

Prosaposin
Prostaglandin E synthase 3
Proteasome subunit beta type-4
Protein SET
Rab GDP dissociation inhibitor beta
Ras-related protein Rab-12
Ras-related protein Rab-14
Ras-related protein Rab-26
Ras-related protein Rab-3A
Ras-related protein Rab-3B
Ras-related protein Rab-3C
Ras-related protein Rab-43
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-4B
Ras-related protein Rab-6A
Septin-2
Serine--tRNA ligase_ cytoplasmic
Sialidase-1
Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
homolog
Tetratricopeptide repeat protein 23
Thioredoxin
Thioredoxin-like protein 1
Transmembrane emp24 domain-containing
protein 2
Tropomyosin alpha-1 chain
Tropomyosin alpha-3 chain
Tropomyosin alpha-4 chain
Tropomyosin beta chain
TSC22 domain family protein 1
Tyrosine--tRNA ligase_ cytoplasmic
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N
UV excision repair protein RAD23 homolog
B

139
81
93

186

106

120

120

120

120

120

120

146

181

120

136

141
75
75

106

101
861
158
112

385
355
311
391
144
154
478
125

Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*

Control*
Control*
Control*
Control*

Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*

Differential expression among the groups was expressed as p<0.05. Proteins highlighted in bold are

increased or decreased more than 2-fold.

°ldentification

is based on protein ID from UniProt

(http://www.uniprot.org/).

protein database.

+Proteins with expression significantly altered are organized according to the ratio.

reviewed only
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Table 2. Proteins with significantly altered expression in the osteosarcoma cells
UMR-106 treated with Vanillin or no treated (Control).

°Access Protein name PLGS “Ratio P
number Score Vanillin:Control
P70615 Lamin-B1 79 2.23 <0.01
Q711G3 Isoamy| acetate-hydrolyzing esterase 1 homolog 156 1.90 <0.01
P27653 C-1-tetrahydrofolate synthase_ cytoplasmic 130 1.62 <0.01
Q68FP1 Gelsolin 66 1.58 <0.01
P09527 Ras-related protein Rab-7a 314 1.52 <0.01
P52555 Endoplasmic reticulum resident protein 29 106 1.49 <0.01
B5DF91 ELAV-like protein 1 128 1.48 0.01
P12785 Fatty acid synthase 72 1.45 <0.01
P81795 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3_ X-linked 174 1.42 <0.01
P04644 40S ribosomal protein S17 1131 1.38 <0.01
COWPN6  Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3_ Y-linked 170 1.38 <0.01
Q5XIH7 Prohibitin-2 883 1.38 <0.01
Q9ESNO Protein Niban 1 79 1.38 <0.01
P49242 40S ribosomal protein S3a 145 1.36 <0.01
P49088 Asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] 125 1.36 0.02
P45592 Cofilin-1 1104 1.35 <0.01
P84245 Histone H3.3 1326 1.35 <0.01
P62890 60S ribosomal protein L30 1368 1.34 <0.01
P13803 Electron transfer flavoprotein subunit alpha_ mitochondrial 183 1.34 <0.01
Q68FQO0 T-complex protein 1 subunit epsilon 274 1.34 <0.01
Q6LEDO Histone H3.1 1326 1.32 <0.01
P28480 T-complex protein 1 subunit alpha 94 1.32 <0.01
Q7TPB1 T-complex protein 1 subunit delta 692 1.32 <0.01
P10760 Adenosylhomocysteinase 124 1.32 0.01
Q68FR6 Elongation factor 1-gamma 208 131 <0.01
Q00981 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 118 131 <0.01
Q63569 26S proteasome regulatory subunit 6A 182 1.31 0.01
Q6P7B0 Tryptophan--tRNA ligase_ cytoplasmic 105 1.30 <0.01
Q6NYB7 Ras-related protein Rab-1A 324 1.28 <0.01
P68370 Tubulin alpha-1A chain 7316 1.28 <0.01
Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 3667 1.28 <0.01
P50878 60S ribosomal protein L4 147 1.28 0.02
P63039 60 kDa heat shock protein_ mitochondrial 822 1.27 <0.01
P04906 Glutathione S-transferase P 312 1.27 <0.01
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 1243 1.27 <0.01
Q5XIM9 T-complex protein 1 subunit beta 93 1.27 <0.01
Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain 7726 1.27 <0.01
Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 6839 1.27 <0.01
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 2516 1.27 <0.01
P16638 ATP-citrate synthase 74 1.26 0.03
P62845 40S ribosomal protein S15 736 1.25 <0.01
P15178 Aspartate--tRNA ligase_ cytoplasmic 369 1.25 <0.01
P19804 Nucleoside diphosphate kinase B 1852 1.25 <0.01
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 335 1.25 <0.01
Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 1499 1.25 <0.01
P31000 Vimentin 191 1.25 <0.01
P61107 Ras-related protein Rab-14 120 1.25 0.02
Q4KM49 Tyrosine--tRNA ligase_ cytoplasmic 154 1.25 0.04
P85971 6-phosphogluconolactonase 347 1.23 <0.01
Q794E4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 288 1.23 <0.01
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 602 1.23 <0.01
P67779 Prohibitin 354 1.23 <0.01
P35286 Ras-related protein Rab-13 134 1.23 <0.01
Q71TY3 40S ribosomal protein S27 523 1.23 0.02

Q9z1P2 Alpha-actinin-1 118 1.22 <0.01
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P52296
P10536
P35280
P51156
P09895
P63012
P24051
P10111
P35281
P35289
Q5U316
Q53B90
QIWVB1
P70550
P40329
P35284
P51146
P00507
POC169
Q64598
Q4QRB4
Q63941
POCCO09
A9UMVS
POCOS7
P24368
P0O5714
P46462
P62824
P68255
Q9QXQ0
P02262
Q5XI173
P69897
P19945
Q4V7C7
Q00728
P07632
Q6P9TS
P62959
P56574
P62914
P62630
P62804
Q00438
P26772
P63102
P62632
088767
Q9Z0V5
POC170
P85108
Q3KRES
P11442
Q07936
P10719
P14659
Q4FZT6
Q6P502
P68035
P68136

Importin subunit beta-1

Ras-related protein Rab-1B
Ras-related protein Rab-8A
Ras-related protein Rab-26

60S ribosomal protein L5
Ras-related protein Rab-3A

40S ribosomal protein S27-like
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Ras-related protein Rab-10
Ras-related protein Rab-15
Ras-related protein Rab-35
Ras-related protein Rab-43
Ras-related protein Rab-6A
Ras-related protein Rab-8B
Arginine--tRNA ligase_ cytoplasmic
Ras-related protein Rab-12
Ras-related protein Rab-4B
Aspartate aminotransferase_ mitochondrial
Histone H2A type 1-C

Histone H2A type 1-F

Tubulin beta-3 chain

Ras-related protein Rab-3B

Histone H2A type 2-A

Histone H2A.J

Histone H2A.Z

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
Ras-related protein Rab-4A
Transitional endoplasmic reticulum ATPase
Ras-related protein Rab-3C

14-3-3 protein theta

Alpha-actinin-4

Histone H2A type 1

Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Tubulin beta-5 chain

60S acidic ribosomal protein PO
Actin-related protein 3

Histone H2A type 4

Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Tubulin beta-4B chain

Histidine triad nucleotide-binding protein 1

Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial

60S ribosomal protein L11

Elongation factor 1-alpha 1

Histone H4

Polypyrimidine tract-binding protein 1

10 kDa heat shock protein_ mitochondrial
14-3-3 protein zeta/delta

Elongation factor 1-alpha 2

Parkinson disease protein 7 homolog
Peroxiredoxin-4

Histone H2A type 1-E

Tubulin beta-2A chain

Tubulin beta-2B chain

Clathrin heavy chain 1

Annexin A2

ATP synthase subunit beta_ mitochondrial
Heat shock-related 70 kDa protein 2
Histone H2A type 3

T-complex protein 1 subunit gamma
Actin_ alpha cardiac muscle 1

Actin_ alpha skeletal muscle

76
182
182
120
201
120
523

11004
182
183
226
146
136
182

82
120
120
203

18717

18717

6401
120
18717
18717
2396
394
181
795
120
1020
178
18717
1313
7823
727
393
18717
1635
6495
1121
123
916
8473
17092
257
3914
1473
1997
633
1114
18717
5313
5316

97

364
1084
1385
18717
218
8846
8846

1.22
1.22
1.22
1.22
1.22
1.22
1.21
121
121
121
1.21
121
121
1.21
121
121
1.21
1.20
1.20
1.20
1.20
1.20
1.19
1.19
1.19
1.19
1.19
1.19
1.19
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.16
1.16
1.16
1.16
1.16
1.16
1.16
1.15
1.15
1.15
1.15
1.14
1.14
1.14
1.14
1.14
1.13
1.13
1.13
1.13
1.12
1.12
1.12
1.12
1.12
1.11
1.11

<0.01
<0.01
<0.01
0.01
0.02
0,03
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.03
0.03
0.03
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.02
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.02
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P62738
P63269
P34058
Q6IMY8
Q00715
P04785
Q8VHV7
P35213
P60711
P63259
P11030
Q5XHZ0
P82995
Q00729
P38983
PODMW1
Q9ER34
P06761
PODMWO
P13383
Q3B8Q2
P05197
P63018
Q5RKI1
P13084
Q66HDO
PODP31
PODP30
PODP29
Q9Z0V6
P16617
P48500
Q5XFX0
P07323
008629
P04642
P29457
P62083
P61980
P18418
Q8K586
P62828
Q63716
Q63429
POCG51
P62982
P62986
Q09073
QBURK4
QBAYKG
P09495
QYESV6
P62859
P04692
P58775
P31044
P50399
P49911

Q3MIE4
P27952

Actin_ aortic smooth muscle

Actin_ gamma-enteric smooth muscle

Heat shock protein HSP 90-beta
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
Histone H2B type 1

Protein disulfide-isomerase

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H
14-3-3 protein beta/alpha

Actin_ cytoplasmic 1

Actin_ cytoplasmic 2

Acyl-CoA-binding protein

Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial
Heat shock protein HSP 90-alpha

Histone H2B type 1-A

40S ribosomal protein SA

Heat shock 70 kDa protein 1B

Aconitate hydratase_ mitochondrial
Endoplasmic reticulum chaperone BiP

Heat shock 70 kDa protein 1A

Nucleolin

Eukaryotic initiation factor 4A-I11
Elongation factor 2

Heat shock cognate 71 kDa protein
Eukaryotic initiation factor 4A-I1
Nucleophosmin

Endoplasmin

Calmodulin-3

Calmodulin-2

Calmodulin-1

Thioredoxin-dependent peroxide reductase_ mitochondrial
Phosphoglycerate kinase 1

Triosephosphate isomerase

Transgelin-2

Gamma-enolase

Transcription intermediary factor 1-beta
L-lactate dehydrogenase A chain

Serpin H1

40S ribosomal protein S7

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Calreticulin

GTP-binding nuclear protein Ran_ testis-specific isoform
GTP-binding nuclear protein Ran
Peroxiredoxin-1

Polyubiquitin-C

Polyubiquitin-B

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
ADP/ATP translocase 2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
Calcyclin-binding protein

Tropomyosin alpha-4 chain
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase_ testis-specific
40S ribosomal protein S28

Tropomyosin alpha-1 chain

Tropomyosin beta chain
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Rab GDP dissociation inhibitor beta

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family
member A

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
40S ribosomal protein S2

8830
8830
5087
217
13056
340
97
1075
15199
15199
1031
2273
3608
2074
625
627
337
1184
632
731
131
1848
4777
540
3936
357
1877
1877
1877
564
366
2793
592
727
151
2786
1239
1156
1209
898
2418
2418
2889
4895
4895
4895
4895
324
483
277
311
678
658
385
391
2193
106
86

106
537

1.11
1.11
1.11
1.11
1.11
1.11
1.11
1.09
1.09
1.09
1.09
1.09
1.09
1.09
1.09
1.08
1.08
1.07
107
1.07
1.07
1.06
1.06
1.06
0.96
0.93
0.92
0.91
0.91
0.89
0.88
0.87
0.86
0.85
0.85
0.84
0.84
0.84
0.79
0.79
0.78
0.77
0.77
0.75
0.74
0.74
0.74
0.70
0.69
0.68
0.68
0.67
0.65
0.65
0.65
0.59
0.55
0.49

0.49
0.38

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.02
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.02
0.01
0.03
<0.01
0.02
0.02
0.03
<0.01
<0.01
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01
<0.01
0.01
0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

<0.01
<0.01
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Q5M7U6
P63324
P62271
P62853
P62243
P35364
088202
P62907
P61314
P61354
Q7TN78
Q8CG45
P12711
P13601
P08289
P13221
Q641Y8
P12368
P14141
B2RZ86
B1WC61
P10888
Q68FS4
P07153

Q4V8C3
BOBNKY
Q68FR9
Q99PF5
P55053
Q510G4
P02091
P11517
F1LQ48
062826
P63159
P52925
Q63617
E9PU28
P20607

Q562C6
BOBNKY7

Q5RJIRS
Q5XIM7
P51583
Q64119
P18666
P13832
Q66H59
P05982
ATE3N7
Q62722
Q03351
Q5U2Z3
Q9QVC8
QIR063
Q2M2R8
P04176
Q63737
BOBN18

Actin-related protein 2

40S ribosomal protein S12

40S ribosomal protein S18

40S ribosomal protein S25

40S ribosomal protein S8

5-hydroxytryptamine receptor 5A

60 kDa lysophospholipase

60S ribosomal protein L10a

60S ribosomal protein L15

60S ribosomal protein L27

Acyl-coenzyme A synthetase ACSM4_ mitochondrial
Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2

Alcohol dehydrogenase class-3

Aldehyde dehydrogenase_ cytosolic 1

Alkaline phosphatase_ tissue-nonspecific isozyme
Aspartate aminotransferase_ cytoplasmic
ATP-dependent RNA helicase DDX1

cAMP-dependent protein kinase type ll-alpha regulatory subunit
Carbonic anhydrase 3

Coiled-coil domain-containing protein 89

Complex | assembly factor ACAD9_ mitochondrial
Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1_ mitochondrial
Cytosol aminopeptidase
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase
subunit 1

Echinoderm microtubule-associated protein-like 1
EF-hand calcium-binding domain-containing protein 4A
Elongation factor 1-delta

Far upstream element-binding protein 2

Fatty acid-binding protein 5

Glycine--tRNA ligase

Hemoglobin subunit beta-1

Hemoglobin subunit beta-2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M

High mobility group protein B1

High mobility group protein B2

Hypoxia up-regulated protein 1
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2
Interleukin-6

Leucine zipper transcription factor-like protein 1
Leucine-rich repeat and fibronectin type-111 domain-containing
protein 3

Leucine-rich repeat-containing protein 59
Lysine--tRNA ligase

Multifunctional protein ADE2

Myosin light polypeptide 6

Myosin regulatory light chain 12B

Myosin regulatory light chain RLC-A
N-acetylneuraminate lyase

NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1
NADPH oxidase activator 1
NGFI-A-binding protein 1

NT-3 growth factor receptor

Nucleosome assembly protein 1-like 4
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4
Peroxiredoxin-5_ mitochondrial
Peroxisomal targeting signal 1 receptor
Phenylalanine-4-hydroxylase
Phosducin-like protein

Prefoldin subunit 2

173
131
198
340
320
99
117
106
405
144
134
85
138
77
189
118
94
88
360
81
79
121
86
241

82
84
312
100
334
134
2565
2565
146
154
89
140
74
138
191

87
105

144
110
93
312
95
95
178
230
81
129
74
120
143
368
75
82
97
340

0.37
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*

Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*

Vanillin*
Vanillin*

Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
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Q9IMJ4
P07522
P04961
P18420
P34064
P60901
P48004
P40307
Q6B345
Q63481
P60123
Q5PQK1
P06685
Q63413
008625
P29101
Q925C0
P24155
Q9EQSO
P62916
Q64428
Q68FV8
P13053
Q5RKIO0
035048
P62278
P60868
P05765
P62703
P41123
P12001
P47198
P21531
Q9INB7
QEST6
P53676
P07824
Q5U206
Q9Z2F5
P35426
P62898
P20816
Q6P6R2
P43138
Q08877
Q5M9G9
Q8K3V5
QIEPI2
P04897
Q63210
P04256
Q80W90
Q6AY04
Q5M7W5
A0JPJ7
P83868
P18421
Q63945
P22509
Q6P799
Q99PW3

Pre-mRNA-processing factor 19
Pro-epidermal growth factor
Proliferating cell nuclear antigen
Proteasome subunit alpha type-1
Proteasome subunit alpha type-5
Proteasome subunit alpha type-6
Proteasome subunit alpha type-7
Proteasome subunit beta type-2
Protein S100-A11

Ras-related protein Rab-7L1
RuvB-like 1

Septin-10
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1
Spliceosome RNA helicase Ddx39b
Synaptotagmin-10

Synaptotagmin-2

Synaptotagmin-9

Thimet oligopeptidase

Transaldolase

Transcription initiation factor 11B
Trifunctional enzyme subunit alpha_ mitochondrial
Ubiquitin domain-containing protein 1
Vitamin D3 receptor

WD repeat-containing protein 1

3 beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 7
40S ribosomal protein S13

40S ribosomal protein S20

40S ribosomal protein S21

40S ribosomal protein S4_ X isoform
60S ribosomal protein L13

60S ribosomal protein L18

60S ribosomal protein L22

60S ribosomal protein L3
Acetyl-coenzyme A thioesterase

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B

AP-3 complex subunit mu-1

Arginase-1

Calmodulin-like protein 3

C-terminal-binding protein 1

Cyclin-dependent kinase 4

Cytochrome ¢_ somatic

Cytochrome P450 4A2

Dihydrolipoyl dehydrogenase_ mitochondrial
DNA-(apurinic or apyrimidinic site) endonuclease
Dynamin-3

FAST kinase domain-containing protein 4
Fibronectin type 111 domain-containing protein 5
GDNF family receptor alpha-4

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-12
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
LIM/homeobox protein Lhx9

m-AAA protease-interacting protein 1_ mitochondrial
Microtubule-associated protein 4

Obg-like ATPase 1

Prostaglandin E synthase 3

Proteasome subunit beta type-1

Protein SET

rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin
Serine--tRNA ligase_ cytoplasmic

Sialidase-1

114
96
101
203
94
186
176
159
1128
146
149
83
75
126
76
95
75
85
78
141
89
206
92
74
112
186
328
553
192
207
165
195
206
87
164
67
88
97
82
76
165
100
77
127
77
67
102
98
99
96
273
99
115
84
106
81
194
186
285
75
75

Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
Control*
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Q4VT7FO0 Tetratricopeptide repeat protein 23 101 Control* -
Q920J4 Thioredoxin-like protein 1 158 Control* -
P37805 Transgelin-3 121 Control* -
Q63524 Transmembrane emp24 domain-containing protein 2 112 Control* -
P62501 TSC22 domain family protein 1 144 Control* -
Q9EQX9 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N 478 Control* -
Q4KMA2 UV excision repair protein RAD23 homolog B 125 Control* -
Q4KM74 Vesicle-trafficking protein SEC22b 126 Control* -

Differential expression among the groups was expressed as p<0.05. Proteins highlighted in bold are
increased or decreased more than 2-fold.

°ldentification is based on protein ID from UniProt protein database. reviewed only
(http://www.uniprot.org/).

+Proteins with expression significantly altered are organized according to the ratio.

Table 3. Proteins with significantly altered expression in the osteosarcoma cells
UMR-106 treated with Vanillin or Divanillin.

°Access Protein name PLGS “Ratio P
number Score Divanillin: Vanillin
P56574 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 211 2.25 <0.01
P0C169 Histone H2A type 1-C 29423 2.12 <0.01
POC170 Histone H2A type 1-E 29423 212 <0.01
Q4FZT6 Histone H2A type 3 29423 2.12 <0.01
Q00728 Histone H2A type 4 29423 2.12 <0.01
P02262 Histone H2A type 1 29423 2.10 <0.01
Q64598 Histone H2A type 1-F 29423 2.10 <0.01
POCCO09 Histone H2A type 2-A 29423 2.10 <0.01
A9UMV8 Histone H2A.J 29423 2.10 <0.01
P31044 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 1138 148 <0.01
P62859 40S ribosomal protein S28 676 1.32 0.03
P49911 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family 181 121 0.01
member A
Q63429 Polyubiquitin-C 3445 1.20 <0.01
P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 3445 1.20 <0.01
POCG51 Polyubiquitin-B 3445 1.19 <0.01
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 3454 1.19 <0.01
Q6URK4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 345 1.17 <0.01
Q63716 Peroxiredoxin-1 2621 1.15 <0.01
P04906 Glutathione S-transferase P 392 1.09 0.03
P50137 Transketolase 372 0.92 0.01
P11030 Acyl-CoA-binding protein 1568 0.92 <0.01
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 598 0.92 <0.01
P60711 Actin_ cytoplasmic 1 15198 0.91 <0.01
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 15193 0.91 <0.01
P31000 Vimentin 158 0.90 0.01
P62738 Actin_ aortic smooth muscle 8139 0.90 <0.01
Q8K586 GTP-binding nuclear protein Ran_ testis-specific isoform 2959 0.90 <0.01
P15429 Beta-enolase 1208 0.90 0.01
P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 8139 0.90 <0.01
P68136 Actin_ alpha skeletal muscle 8139 0.90 <0.01
P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 8139 0.90 <0.01
P11762 Galectin-1 942 0.89 <0.01
P62828 GTP-binding nuclear protein Ran 3052 0.89 <0.01
Q5XFX0 Transgelin-2 428 0.89 <0.01
P16617 Phosphoglycerate kinase 1 310 0.88 0.02
P62083 40S ribosomal protein S7 1348 0.88 <0.01

P63102 14-3-3 protein zeta/delta 1131 0.87 <0.01
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Q90QXQ0 Alpha-actinin-4 230 0.87 <0.01
035567 Bifunctional purine biosynthesis protein ATIC 174 0.87 <0.01
Q00729 Histone H2B type 1-A 1935 0.87 <0.01
P04636 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 2443 0.87 <0.01
P24368 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 590 0.87 <0.01
P62909 40S ribosomal protein S3 336 0.86 <0.01
Q00715 Histone H2B type 1 16748 0.86 <0.01
P04642 L-lactate dehydrogenase A chain 1134 0.86 <0.01
P11980 Pyruvate kinase PKM 3245 0.85 <0.01
Q5U300 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 177 0.85 <0.01
Q00438 Polypyrimidine tract-binding protein 1 159 0.84 0.01
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 735 0.84 <0.01
Q63081 Protein disulfide-isomerase A6 849 0.84 <0.01
P70615 Lamin-B1 152 0.84 0.01
P15178 Aspartate--tRNA ligase_ cytoplasmic 230 0.84 <0.01
088767 Parkinson disease protein 7 homolog 744 0.84 <0.01
Q9Z0V5 Peroxiredoxin-4 533 0.84 <0.01
Q6P502 T-complex protein 1 subunit gamma 323 0.84 <0.01
P46462 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 362 0.84 <0.01
Q5M7U6 Actin-related protein 2 181 0.83 0.02
Q4vTCT Actin-related protein 3 344 0.83 0.01
P16638 ATP-citrate synthase 116 0.83 0.01
Q9Z1P2 Alpha-actinin-1 206 0.83 <0.01
Q66HDO Endoplasmin 400 0.83 <0.01
P11442 Clathrin heavy chain 1 125 0.82 <0.01
P62804 Histone H4 22925 0.82 <0.01
035814 Stress-induced-phosphoprotein 1 236 0.82 <0.01
Q00981 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 561 0.82 <0.01
P50503 Hsc70-interacting protein 103 0.81 0.03
P62193 26S proteasome regulatory subunit 4 112 0.80 <0.01
Q9ER34 Aconitate hydratase_ mitochondrial 203 0.80 <0.01
Q8VHV7 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 84 0.80 <0.01
P62198 26S proteasome regulatory subunit 8 134 0.79 <0.01
P02401 60S acidic ribosomal protein P2 2079 0.79 <0.01
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8593 0.79 <0.01
Q794E4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 114 0.79 <0.01
Q64119 Myosin light polypeptide 6 312 0.79 <0.01
035244 Peroxiredoxin-6 336 0.79 <0.01
P12928 Pyruvate kinase PKLR 693 0.79 <0.01
Q6PEC1 Tubulin-specific chaperone A 447 0.79 0.01
P61314 60S ribosomal protein L15 405 0.79 <0.01
Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 1753 0.79 <0.01
P25113 Phosphoglycerate mutase 1 2118 0.79 <0.01
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 170 0.79 <0.01
Q6PITS8 Tubulin beta-4B chain 7696 0.79 <0.01
P63159 High mobility group protein B1 89 0.78 0.04
Q27W02 Protein mago nashi homolog 654 0.78 0.04
P62243 40S ribosomal protein S8 320 0.78 <0.01
P04785 Protein disulfide-isomerase 178 0.78 <0.01
P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 449 0.77 <0.01
Q6IMY8 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 307 0.77 <0.01
Q9ESNO Protein Niban 1 119 0.77 <0.01
P62260 14-3-3 protein epsilon 331 0.76 <0.01
P50475 Alanine--tRNA ligase_ cytoplasmic 220 0.76 <0.01
P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 1063 0.76 <0.01
P06761 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 1338 0.76 <0.01
PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 436 0.76 <0.01
PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 436 0.76 <0.01
P82995 Heat shock protein HSP 90-alpha 2716 0.76 <0.01
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 3837 0.76 <0.01

POCOS7 Histone H2A.Z 3445 0.76 <0.01
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P52925
P26772
P68511
P19944
P63018
P14659
Q9Z2L0
P63029
P35213
P61983
Q711G3
Q4QRB4
P17077
P02091
P11517
P68255
P00507
P34064
P85108
Q3KRES
QYEPHS
Q5XIM9
Q5XIF6
P69897
P28480
P68370
Q6P9V9
QBAYZ1
P05197
P05065
P13383
Q5XI173
Q6P7B0
Q68FRS
P62271
P10760
P42123
QBAY56
P62914
Q7TPB1
P61354
P62630
Q6LEDO
P84245
P52296
Q68FQO
Q5RKI1
P13084
P19945
P04764
Q71TY3
Q3B8Q2
P45592
P48721
P62632
P38983
P11884
P10111
Q68FR6
P19804
P63039

High mobility group protein B2

10 kDa heat shock protein_ mitochondrial
14-3-3 protein eta

60S acidic ribosomal protein P1

Heat shock cognate 71 kDa protein
Heat shock-related 70 kDa protein 2
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1
Translationally-controlled tumor protein
14-3-3 protein beta/alpha

14-3-3 protein gamma

Isoamyl acetate-hydrolyzing esterase 1 homolog
Tubulin beta-3 chain

60S ribosomal protein L9

Hemoglobin subunit beta-1

Hemoglobin subunit beta-2

14-3-3 protein theta

Aspartate aminotransferase_ mitochondrial
Proteasome subunit alpha type-5
Tubulin beta-2A chain

Tubulin beta-2B chain
Polyadenylate-binding protein 1
T-complex protein 1 subunit beta
Tubulin alpha-4A chain

Tubulin beta-5 chain

T-complex protein 1 subunit alpha
Tubulin alpha-1A chain

Tubulin alpha-1B chain

Tubulin alpha-1C chain

Elongation factor 2
Fructose-bisphosphate aldolase A
Nucleolin

Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Tryptophan--tRNA ligase_ cytoplasmic
Tubulin alpha-3 chain

40S ribosomal protein S18
Adenosylhomocysteinase

L-lactate dehydrogenase B chain
Tubulin alpha-8 chain

60S ribosomal protein L11

T-complex protein 1 subunit delta

60S ribosomal protein L27

Elongation factor 1-alpha 1

Histone H3.1

Histone H3.3

Importin subunit beta-1

T-complex protein 1 subunit epsilon
Eukaryotic initiation factor 4A-I1
Nucleophosmin

60S acidic ribosomal protein PO
Alpha-enolase

40S ribosomal protein S27

Eukaryotic initiation factor 4A-I11
Cofilin-1

Stress-70 protein_ mitochondrial
Elongation factor 1-alpha 2

40S ribosomal protein SA

Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Elongation factor 1-gamma

Nucleoside diphosphate kinase B

60 kDa heat shock protein_ mitochondrial

140
4059
328
5983
3816
1086
465
468
444
407
314
7339
182
2565
2565
635
243
94
6760
6760
141
355
3801
9585
175
6924
7690
5722
1951
747
576
1761
111
3907
198
131
368
2078
457
942
144
8453
2220
2535
148
171
1030
5069
526
1942
833
299
1607
273
1893
654
104
11350
137
4246
1387

0.76
0.76
0.76
0.76
0.76
0.76
0.76
0.75
0.75
0.75
0.75
0.75
0.74
0.74
0.74
0.74
0.74
0.74
0.74
0.74
0.73
0.73
0.73
0.73
0.73
0.73
0.73
0.73
0.72
0.72
0.72
0.72
0.72
0.72
0.71
0.71
0.71
0.71
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
0.69
0.69
0.68
0.68
0.68
0.68
0.67
0.67
0.66
0.66
0.65
0.64
0.64
0.63
0.62

0.02
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.01

0.01

0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.01
<0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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Q6AXR4 Beta-hexosaminidase subunit beta 87 0.62 <0.01
008651 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 890 0.62 <0.01
Q68FR9 Elongation factor 1-delta 312 0.62 <0.01
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 3816 0.62 <0.01
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 211 0.61 <0.01
Q5XIH7 Prohibitin-2 812 0.61 <0.01
Q9Z0V6 Thioredoxin-dependent peroxide reductase_ 493 0.61 <0.01

mitochondrial
P29457 Serpin H1 1348 0.61 <0.01
P04644 40S ribosomal protein S17 976 0.59 <0.01
P62845 40S ribosomal protein S15 1512 0.58 <0.01
P14141 Carbonic anhydrase 3 360 0.54 <0.01
P55053 Fatty acid-binding protein 5 334 0.47 <0.01
P07150 Annexin Al 110 0.44 <0.01
Q63569 26S proteasome regulatory subunit 6A 259 Vanillin* -
Q63570 26S proteasome regulatory subunit 6B 121 Vanillin* -
P63324 40S ribosomal protein S12 131 Vanillin* -
P62246 40S ribosomal protein S15a 418 Vanillin* -
P62250 40S ribosomal protein S16 555 Vanillin* -
P27952 40S ribosomal protein S2 201 Vanillin* -
P62853 40S ribosomal protein S25 340 Vanillin* -
P49242 40S ribosomal protein S3a 260 Vanillin* -
P35364 5-hydroxytryptamine receptor 5A 99 Vanillin* -
088202 60 kDa lysophospholipase 117 Vanillin* -
P62907 60S ribosomal protein L10a 106 Vanillin* -
P23358 60S ribosomal protein L12 197 Vanillin* -
P62890 60S ribosomal protein L30 1287 Vanillin* -
P09895 60S ribosomal protein L5 339 Vanillin* -
Q7TN78 Acyl-coenzyme A synthetase ACSM4_ mitochondrial 134 Vanillin* -
Q05962 ADP/ATP translocase 1 89 Vanillin* -
Q09073 ADP/ATP translocase 2 175 Vanillin* -
Q8CG45 Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2 85 Vanillin* -
P12711 Alcohol dehydrogenase class-3 138 Vanillin* -
P13601 Aldehyde dehydrogenase_ cytosolic 1 77 Vanillin* -
P51635 Aldo-keto reductase family 1 member Al 79 Vanillin* -
P08289 Alkaline phosphatase_ tissue-nonspecific isozyme 189 Vanillin* -
P48037 Annexin A6 102 Vanillin* -
P40329 Arginine--tRNA ligase_ cytoplasmic 97 Vanillin* -
P49088 Asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] 94 Vanillin* -
P13221 Aspartate aminotransferase_ cytoplasmic 118 Vanillin* -
Q641Y8 ATP-dependent RNA helicase DDX1 94 Vanillin* -
Q5U216 ATP-dependent RNA helicase DDX39A 112 Vanillin* -
P27653 C-1-tetrahydrofolate synthase_ cytoplasmic 81 Vanillin* -
P12368 cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha regulatory 88 Vanillin* -

subunit
B2RZ86 Coiled-coil domain-containing protein 89 81 Vanillin* -
B1WC61 Complex | assembly factor ACAD9_ mitochondrial 79 Vanillin* -
Q68FS4 Cytosol aminopeptidase 86 Vanillin* -
P07153 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 241 Vanillin* -

glycosyltransferase subunit 1
Q4Vv8C3 Echinoderm microtubule-associated protein-like 1 82 Vanillin* -
BOBNK9 EF-hand calcium-binding domain-containing protein 4A 84 Vanillin* -
B5DF91 ELAV-like protein 1 95 Vanillin* -
P52555 Endoplasmic reticulum resident protein 29 216 Vanillin* -
P81795 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3_ X- 197 Vanillin* -

linked
C9WPNG6 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3_ Y- 161 Vanillin* -

linked
Q3T1J1 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 290 Vanillin* -
Q99PF5 Far upstream element-binding protein 2 100 Vanillin* -
P12785 Fatty acid synthase 90 Vanillin* -

P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 244 Vanillin* -
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Q68FP1
Q510G4
Q63942
Q66HAS
Q9J354
F1LQ48
Q62826
Q7TP47
P62959
Q63617
E9PU28
P20607
Q562C6
BOBNK?

Q5RJIRS
Q5XIM7
P30904
P51583
P18666
P13832
Q66H59
P05982
A7E3N7
Q62722
Q03351
P61972
Q972G8
Q5U2Z3
QIQVC8
QIR063
Q2M2R8
P04176
Q63737
BOBN18
Q9IMJI4
P07522
P67779
Q6AYD3
P10960
P18420
P60901
P48004
P40307
Q6B345
P50399
P35284
P61107
P51156
P63012
Q63941
P62824
Q53B90
P05714
P51146
QIWVB1
Q63481
P60123
Q5PQK1
Q91Y81
P06685

Gelsolin

Glycine--tRNA ligase

GTP-binding protein Rab-3D

Heat shock protein 105 kDa
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q
Histidine triad nucleotide-binding protein 1
Hypoxia up-regulated protein 1
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2
Interleukin-6

Leucine zipper transcription factor-like protein 1
Leucine-rich repeat and fibronectin type-111 domain-
containing protein 3

Leucine-rich repeat-containing protein 59
Lysine--tRNA ligase

Macrophage migration inhibitory factor
Multifunctional protein ADE2

Myosin regulatory light chain 12B

Myosin regulatory light chain RLC-A
N-acetylneuraminate lyase

NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1
NADPH oxidase activator 1
NGFI-A-binding protein 1

NT-3 growth factor receptor

Nuclear transport factor 2

Nucleosome assembly protein 1-like 1
Nucleosome assembly protein 1-like 4
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4
Peroxiredoxin-5_ mitochondrial
Peroxisomal targeting signal 1 receptor
Phenylalanine-4-hydroxylase
Phosducin-like protein

Prefoldin subunit 2

Pre-mRNA-processing factor 19
Pro-epidermal growth factor

Prohibitin

Proliferation-associated protein 2G4
Prosaposin

Proteasome subunit alpha type-1
Proteasome subunit alpha type-6
Proteasome subunit alpha type-7
Proteasome subunit beta type-2

Protein S100-A11

Rab GDP dissociation inhibitor beta
Ras-related protein Rab-12

Ras-related protein Rab-14

Ras-related protein Rab-26

Ras-related protein Rab-3A

Ras-related protein Rab-3B

Ras-related protein Rab-3C

Ras-related protein Rab-43

Ras-related protein Rab-4A

Ras-related protein Rab-4B

Ras-related protein Rab-6A

Ras-related protein Rab-7L1

RuvB-like 1

Septin-10

Septin-2

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1

85
134
330
193
392
146
154
162

1352

74
138
191

87
105

144
110
175
93
95
95
178
230
81
129
74
361
283
120
143
368
75
82
97
340
114
96
464
158
99
203
186
176
159
1128
171
280
280
280
330
330
404
280
280
280
175
146
149
83
86
75

Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*

Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
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Q63413
Q3MIE4
008625
P29101
Q925C0
P24155
P11232
Q9EQSO
P62916
Q64428
P04692
Q63610
P09495
P58775
Q4KM49
Q68FV8
P13053
Q5RKI0
Q4FZT9
P35738

P13471
P05765
Q6SKG1
P24090
P02466
P85834
B2GUZ5
QIWVI14
035767
P27605
QB8FX0

Q2PQA9
Q924s5
Q62812
Q9ES54
Q5RKI6
P18421
Q498D5
P22509
QIWVCO
Q8K3K4
P37805
Q3KR53
Q4KM74
Q6PCU2

Spliceosome RNA helicase Ddx39b

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
Synaptotagmin-10

Synaptotagmin-2

Synaptotagmin-9

Thimet oligopeptidase

Thioredoxin

Transaldolase

Transcription initiation factor 11B

Trifunctional enzyme subunit alpha_ mitochondrial
Tropomyosin alpha-1 chain

Tropomyosin alpha-3 chain

Tropomyosin alpha-4 chain

Tropomyosin beta chain

Tyrosine--tRNA ligase_ cytoplasmic

Ubiquitin domain-containing protein 1

Vitamin D3 receptor

WD repeat-containing protein 1

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta_
mitochondrial

40S ribosomal protein S14

40S ribosomal protein S21

Acyl-coenzyme A synthetase ACSM3_ mitochondrial
Alpha-2-HS-glycoprotein

Collagen alpha-2(1) chain

Elongation factor Tu_ mitochondrial
F-actin-capping protein subunit alpha-1
Guanylate cyclase soluble subunit alpha-2
Homeobox protein Nkx-2.5
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit beta_
mitochondrial

Kinesin-1 heavy chain

Lon protease homolog_ mitochondrial

Myosin-9

Nuclear protein localization protein 4 homolog
Probable RNA-binding protein EIFLAD
Proteasome subunit beta type-1

Regulator of microtubule dynamics protein 2
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin

Septin-7

Serpin B10

Transgelin-3

Vasculin-like protein 1

Vesicle-trafficking protein SEC22b

V-type proton ATPase subunit E 1

126
123
76
95
75
85
319
78
141
89
90
187
76
76
112
206
92
74
76
113

104
518
72
311
58
54
124
59
88
107
75

58
59
137
92
96
173
104
154
65
74
75
76
106
90

Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Vanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*
Divanillin*

Differential expression among the groups was expressed as p<0.05. Proteins highlighted in bold are

increased or decreased more than 2-fold.

°ldentification is based on protein ID from UniProt

(http://www.uniprot.org/).

protein

database.

+Proteins with expression significantly altered are organized according to the ratio.

reviewed only
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4 DISCUSSAO

A Vanillina (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde) é o principal componente da
semente da orquidea Vanilla planifolia. Inicialmente a vanilina, que € mundialmente
conhecida, foi utilizada como um agente aromatizante na industria de alimentos,
bebidas e produtos farmacéuticos; posteriormente, pesquisas revelaram que o
composto possui propriedades antimutagénicas, anti-inflamatdérias, antimicrobianas e
antioxidantes (KAUR et al., 2013; SIRANGELO et al., 2020). A divanilina, um
homodimero da vanilina, € usado como um potenciador de sabor e sua obtencao
pode ser por meio da cura de vagens de baunilha ou por oxidacdo da vanilina. Foi
relatado que compostos diméricos, como a divanilina e a diapocinina, possuem
maiores efeitos contra células tumorais do que as versdes monoméricas
(JANTAREE et al., 2017). Por este motivo, além da vanilina, o presente estudo teve

como objetivo estudar os efeitos do dimero divanilina.

Os ensaios de MTT e CV mostram que os compostos vanilina e divanilina
diminuiram a viabilidade celular da linhagem éssea tumoral UMR-106. Baseado
nesses resultados, podemos supor que ambos 0s compostos sejam capazes de
mediar a via de apoptose mitocondrial (MTT) e de agir sobre o DNA (CV) em células
murinas de osteossarcoma. De fato, a analise protedmica demonstrou que existem
processos biologicos relacionados a morte celular, como o “intrinsic apoptotic
signaling” (no grupo vanilina versus controle) e “regulation of intrinsic apoptotic
signaling pathway in response to DNA damage” (no grupo divanilin versus controle).
Sabe-se que vias apoptoticas intrinsecas (mitocéndria) e extrinsecas (receptor de
morte) estdo estreitamente envolvidas na regulacdo da tumorigénese. Assim,
explorar as proteinas envolvidas nessas vias torna-se crucial para o estudo de
tumores (MA et al., 2016).

No presente estudo constatamos que 0s compostos vanilina e divanilina
inibem a migragédo celular e a formacdo de colonias. Ambos 0s processos estédo
intimamente envolvidos na metastase e progressao tumoral e podem ser
considerados alvos terapéuticos para o tratamento do céancer. Resultados

semelhantes foram encontrados no estudo de Lirdprapamongkol e colaboradores
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(2009) sobre o efeito da vanilina em células tumorais de pulm&o, no qual a vanilina e
a apocinina inibiram a migragao celular. Sugere-se que os efeitos da vanilina se
devem a inibicdo das PI3Ks (phosphoinositide 3-kinase), que sdo um grupo de
enzimas ‘lipid kinase’ que desempenham um papel importante em vias de
sinalizacdo celular e sdo frequentemente encontradas no cancer. A inibicdo da
migracdo e formacgéo de colbnias nas células 6sseas tumorais pode ser devido a
capacidade dos compostos interferirem em componentes fundamentais envolvidos
nesses eventos. A adesao e a migracao celular requerem que a célula altere suas
propriedades adesivas que incluem receptores de adesdo na superficie celular,
constituintes da matriz extracelular, proteinas de membrana e componentes do
citoesqueleto. Os resultados do proteoma mostram que proteinas envolvidas nesses
processos como: Alpha-actinin-1’, Alpha-actinin-4, Annexin A2 (upregulated no grupo
vanilina versus controle), Transgelin-2 (downregulated no grupo vanilina versus
controle), Actin_ cytoplasmic 1 e 2, Alpha-actinin-1, Tubulin alpha-1C chain
(downregulated no grupo divanilina versus controle) mostram-se presentes com
diferencas na expresséao (YE et al., 2021; HU et al., 2020; KIM et al., 2021; JEONG,
Y-J et al., 2020; LOPES et al., 2020)

A presente pesquisa estudou também o efeito dos compostos vanilina e
divanilina na producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células UMR-
106. Constatamos que o efeito mais significativo se deu para a maior concentracao
de divanilina (300pg/mL), no qual houve uma diminuicdo da producdo de EROs.
EROs incluem radicais livres de oxigénio como o anion superéxido (O, *) e o
peréxido de hidrogénio (H.O,); em condicdes normais, a producdo de EROs é
equilibrada e este participa de atividades como proliferacdo, autofagia e apoptose;
porém, quando as quantidades de EROs encontram-se desreguladas ha a ativacao
de fatores de transcricAo promotores de cancer. Nesse sentido, a producao
excessiva de EROs é benéfica, pois danifica as células tumorais e este fato tornou-o
um alvo interessante na busca por novos tratamentos (ZHANG et al., 2021). A
vanilina e seu dimero divanilina sdo conhecidos por suas capacidades hora
antioxidantes, hora pré-oxidantes e efeitos de aumento de EROs em células
tumorais foram vistos em outros estudos, o que diverge de nossos resultados
(BEZERRA et al., 2016; GOMES CASTOR et al., 2010). Os resultados da analise

protedmica mostram que existem proteinas envolvidas em processos relacionados a
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acao antioxidante como, por exemplo, a Superoxide dismutase [Cu-Zn], que se
encontra superexpressa no grupo Vanilina versus Controle. No grupo Divanilina
versus Controle foi encontrado o processo biolégico “negative regulation of reactive
oxygen species metabolic process” e “hydrogen peroxide metabolic process” (grupo
Divanilina versus Vanilina), o que estd de acordo com os resultados obtidos no
ensaio de producdo de EROs. A formacgao de radicais livres e estresse oxidativo
induzida pela terapia antineoplasica faz parte do modo de acdo dessas drogas;
tendo em vista o potencial antioxidante da vanilina e divanilina, sugerimos que 0 uso
destes como tratamento complementar adjuvante a outros antineoplasicos seja uma
estratégia interessante a ser adotada pois o efeito antioxidante destes € benéfico
para as células normais do organismo. A juncdo de antineoplasicos e antioxidantes
potencializa o efeito das drogas, diminui a toxicidade induzida pelo quimioterapico e
melhora na qualidade de vida do paciente (SANTOS; CRUZ, 2001; SIRANGELO et
al., 2020).

O presente estudo revelou que, nos ensaios de viabilidade celular, formacao
de coldnias e formacdo de EROs, os efeitos da divanilina foram mais pronunciados
gquando comparados com a vanilina, fato que condiz com o estudo realizado por
Jantaree e colaboradores (2017). No estudo de Jantaree foi relatado que a divanilina
exibiu uma maior poténcia do que a vanilina na inibicdo da invasdo de células de
cancer de figado (HepG2) em concentracbes menores do que as utilizadas pela
vanilina. E sugerido que tanto o mondmero quanto o dimero inibem as vias de
sinalizacdo FAK/PI3K/Akt, que s&o mediadores de efeitos anti-invasivos e
antimigratorios celulares. O efeito mais pronunciado da divanilina pode ser devido ao
fato de os dimeros ligam-se mais firmemente ao bolso Y397 do dominio FAK/FERM,
fato revelado por estudos de ancoragem molecular (JANTAREE et al.,, 2017).
Ressaltamos que mais estudos devem ser conduzidos para que os efeitos da

divanilina sejam confirmados.

Diante dos resultados promissores dos compostos vanilina e divanilina em
células Gsseas tumorais murinas, sugere-se que as propriedades de ambos os
compostos devam ser amplamente avaliadas na busca por novos tratamentos para o
cancer. Produtos naturais bioativos tem se mostrado uma 6tima alternativa para o

desenvolvimento de medicacbes modernas, especialmente quando relacionados ao
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cancer. Nossos resultados trazem novos conhecimentos para estudos que envolvam

aplicacOes terapéuticas da vanilina e seu dimero divanilina em células tumorais.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo concluiu, por meio dos artigos 1 (“Activity of Brazilian
Cerrado plants in tumor cell lines — A systematic review”) e artigo 2 (“Antitumor effect

of vanillin and divanillin on murine osteosarcoma cells”) que:

1. O bioma brasileiro Cerrado possui uma ampla variedade de espécies com

propriedades antitumorais significativas.

2. Os compostos vanilina e divanilina diminuem a viabilidade celular das
linhagens celulares normal (MC3T3-E1) e tumoral (UMR-106). Os efeitos

nas células tumorais sdo mais acentuados;
3. Ambos os compostos inibem a formacéo de colénias de UMR-106;

4. O composto vanilina é capaz de inibir o processo migratorio da linhagem

UMR-106 de maneira significativa;

5. O composto divanilina é capaz de diminuir a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) intracelulares da linhagem UMR-106. O

composto agiu como antioxidante.

6. Ambos 0s compostos possuem capacidade de interferir na expressao de

protéinas envolvidas na progressao tumoral.
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