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Um diploma de doutorado ou qualquer proeza intelectual não é, por si só, suficiente para 
alcançar a sabedoria. É preciso guiar-se profissionalmente e pessoalmente pela reverência ao 
conhecimento, pela verdade, pelo compromisso de beneficiar os outros e pelo enobrecimento 

da alma alcançado por bondade, fortaleza, simplicidade, assistência aos que necessitam, 
inspiração, otimismo e felicidade. A sabedoria é tão perfeita que age como luz, fornecendo-nos 

uma imagem verdadeira de todas as coisas e, principalmente, de nós mesmos. A luz nunca 
precisará fazer barulho algum para brilhar, e, onde quer que esteja, servirá de guia para os 

iluminar os outros, próximos ou distantes e jamais, escolherá a quem beneficiar.  

Não há e nunca haverá escuridão capaz de ofuscar a luz.  

"Let there be light!"  
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PDL1 Receptor de Morte Celular Programada 1  

PEPA Pepstatina A 

PLAT Plasminogênio Tecidual 

PLAU Ativador de plasminogênio 

PR Receptor de Progesterona 

PRG1 Gene Responsivo a p53 

RNA Ácido Ribonucleico 

RON Recepteur d'Origine Nantais  
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RPMI Meio desenvolvido no Roswell Park Memorial Institute 

SD Desvio padrão 

SDS Dodecil Sulfato Sódico 

shRNA Short Hairpin RNA 

STA Estatina 

TBS-T Tampão Tris Salino com Tween 

TGFB1 Fator de Transformação do Crescimento Beta 

TMA Microarranjo de Tecidos 

TNBC Câncer de Mama Triplo Negativo 

TNM Tumor Nódulo Metástase 

TRP Triptofano 

VAL Valina 

VEGF Fator de Crescimento do Endotélio Vascular 
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Resumo 
O câncer de mama triplo negativo (TNBC) é o tipo mais agressivo de câncer de 
mama e ainda não possui opções terapêuticas com comprovação clínica de 
eficácia. Neste contexto, a descoberta de eventos marcadores destas células 
pode fornecer terapias efetivas direcionadas a esse tipo de tumor. O presente 
trabalho demonstrou que a protease Catepsina D (CatD) está mais expressa 
em linhagens TNBC mais agressivas e que, especificamente em MDA-MB-231, 
esta expressão está associada à superexpressão de uma proteína denominada 
Anexina A1 (AnxA1). Esta expressão conjunta favorece a clivagem de AnxA1 
por CatD, mecanismo crítico proposto pelo presente trabalho para a atividade 
pró-tumorigênica da protease. Assim, ao investigar o mecanismo de inibição de 
CatD utilizando seu inibidor, Pepstatina A, demonstrou-se que tal inibição se dá 
pela ocupação do sítio ativo de CatD por PepA e, a nível atômico, o 
grupamento OH do inibidor é capaz de interagir com CO dos ácidos 
carboxílicos da díade aspártica catalítica da protease, reação que favorece a 
desprotonação de Asp33 e, consequentemente, promove a inibição de CatD. 
Em ensaios funcionais, o tratamento de MDA-MB-231 com PepA foi capaz de 
induzir apoptose e autofagia e, ao mesmo tempo, reduzir a proliferação, 
migração e invasão destas células. Partindo para uma ampla abordagem de 
TNBC, demonstrou-se que a sobrevida global de pacientes com alta expressão 
de CatD é menor quando comparada a pacientes cujas células tumorais 
possuem baixa expressão da protease. Ademais, analisando variadas 
linhagens TNBC, notou-se que sua alta expressão está associada a maior 
expressão de marcadores mesenquimais e, diante disso, utilizou-se PepA e 
uma droga derivada desta com ácido borônico acoplado, PepA-BoA, que 
demonstrou ser mais eficaz e capaz de modular marcadores de EMT, 
realizando a transição do fenótipo epitelial para o mesenquimal, e reduzindo a 
agressividade destas células, ao diminuir a viabilidade celular, as capacidades 
de migração, invasão, proliferação e população de células-tronco. Concluindo, 
o presente trabalho apresenta a inibição de CatD como estratégia eficaz para 
tratamento de células TNBC com características similares a MDA-MB-231. 
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Abstract 
Triple-negative breast cancers (TNBCs) are more aggressive than other breast 
cancer (BC) subtypes and lack effective therapeutic options. Unraveling marker 
events of TNBCs may provide new directions for development of strategies for 
targeted TNBC therapy. Herein we reported that Cathepsin D (CatD) is higlhly 
expressed in aggressive TNBC lineages and, specifically in MDA-MB-231, this 
expression is associated with overexpression of Annexin A1 (AnxA1). This fact 
favors the cleavage of AnxA1 by CatD, a critical mechanism proposed by the 
preent work for pro-tumorigenic protease activity. Thus, since we investigate the 
inhibition mechanism of CatD by its inhibitor PepA, it has been show that such 
inhibition is due to the occupation of the active site of CatD by PepA and, at 
atomic level, the OH group from PepA is capable of interactiong with CO from 
carboxylic acids of the CatD catalytic aspartic dyad, a reaction that favors the 
deprotonation of Asp33 and, consequently, promotes the inhibition of CatD. In 
the functional assays, treatment of MDA-MB-231 with PepA was able to induce 
apoptosis and autophagy and, at the same time, reduce proliferation, migration 
and invasion. A broad approach of TNBC, it has been shown that the overall 
survival of patients with high CatD high expression. Is lower when compared to 
patients whose tumor cells have low protease expression. In addition, analyzing 
several TNBC lineages, it was noted that CatD high expression. Is associated 
with expression of mesenchymal markers. Then, we treated cells with PepA and 
its drug derived with boronic acid, called PepA-BoA, which was shown to be 
more efficient and capable of modulating EMT markers by passing from the 
mesenchymal to epitelial phenotype and reducing the aggressiveness of these 
cells by decreasing cell viability, migration, invasion, proliferation and stem cell 
population. In conclusion, the presente work presentes the inhibition of CatD as 
an effective strategy for the treatment of TNBC cells with similar characteristics 
to MDA-MB-231.  
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1. Introdução 

1.1 Câncer de mama: Conceito, epidemiologia nacional e global 

Câncer é o nome dado a um conjunto de doenças caracterizadas por 

crescimento desordenado de células que carregam em si o potencial de 

gerarem metástases e invadirem outros órgãos corporais, descontrolando a 

homeostasia do organismo[1]. Ultimamente é interessante salientar que em 

âmbito global houve a transição epidemiológica de doenças populacionais mais 

incidentes, onde doenças parasitárias e infecciosas deram lugar a doenças 

crônico-degenerativas, tais como cardiológicas e neoplásicas[2]. Assim, o 

câncer apresenta progressivo impacto epidemiológico e isso tem colocado esta 

doença no centro de discussões biotecnológicas, médicas, governamentais e 

de saúde pública.  

Dentro do cenário previamente apresentado, o câncer de mama (BC) se 

distingue por ser um tumor maligno desenvolvido em células mamárias que 

possui profundo impacto a nível mundial e nacional[3]. Estimativas globais 

demonstram que em 2018 este tipo de tumor foi o segundo mais incidente no 

mundo entre homens e mulheres, correspondendo a 11.6% dos diagnósticos, 

perdendo somente para o câncer de pulmão (Figura 1A )[4]. Ademais, 

abordando em nível global a mortalidade gerada por esta doença, no mesmo 

ano, o BC ocupou o quinto lugar entre os tumores que mais acarretam em 

morte ao paciente, englobando 6.6% dos casos (Figura 1B)[4]. Analisando os 

dados, é interessante entender que, embora haja alta incidência, a letalidade 

do BC é relativamente baixa uma vez que a taxa de mortalidade é inferior a um 

terço da taxa de incidência, correspondendo a exatamente 30% dos casos. 
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primeiro lugar em todos tipos de câncer diagnosticados na população em 

ambos os sexos (perdendo somente para o câncer de pele não melanoma) 

(Figura 2A)[4]. Por outro lado, o número estimado de mortes classifica o BC 

como o terceiro responsável por óbitos dos brasileiros por esse tipo de doença 

(Figura 2B) [4]. Analisando conjuntamente os dados, tem-se que a letalidade a 

nível nacional corresponde a 21% dos casos, dado inferior à taxa global de 

30%. Alguns dos fatores que sustentam esses dados possuem como base os 

programas governamentais e não-governamentais que priorizam o controle do 

câncer de mama no Brasil.  
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Em suma, torna-se clara a importância do aprofundamento no estudo 

biotecnológico sobre novos alvos moleculares visando o favorecimento de 

tratamentos inovadores para o BC a fim de que se possa colaborar com a 

modificação positiva do cenário previamente exposto sobre a mortalidade e 

letalidade desta doença.  

 

1.2 Glândula mamária: Aspectos gerais sobre sua anatomia, 

histologia e citologia 

A base do estudo do BC compreende primeiramente o conhecimento 

das estruturas anatômicas e histológicas da glândula mamária. Essa glândula, 

considerada parte do sistema reprodutor humano, possui função canônica de 

produzir e secretar leite para amamentação da progênie durante o início da 

vida[5].  

Histologicamente, partindo de uma visão geral, pode-se afirmar que a 

mama é formada basicamente por três tipos de tecidos: o tecido glandular 

(parênquima), tecido adiposo e tecido fibroso (estroma).  O tecido glandular é 

constituído por lobos que se subdividem em lóbulos e estes, por sua vez, são 

compostos pelos alvéolos. Cada lóbulo é considerado a unidade funcional da 

glândula mamária e possui um respectivo ducto lactífero (juntos, formam a 

unidade terminal ducto-lobular, demonstrada nas Figuras 4A e 4B), que possui 

como função conduzir o leite produzido durante o período de amamentação até 

um ducto maior, denominado sino lactífero, por onde é armazenado e, 

mediante sucção ou estímulo mecânico, é liberado no mamilo. O mamilo e a 

aréola são constituídos por glândulas sebáceas hipertrofiadas, denominadas 
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Figura 4. Composição citológica da glândula mamária. A) Identificação 
representativa dos ductos terminal, subsegmentar, segmentar, lactífero e coletor e 
B) sua imagem histológica. C) Ampliação da representação esquemática da unidade 
terminal ducto-lobular com identificação da membrana basal, fibroblastos, células 
luminais, mioepiteliais e progenitoras e D) sua imagem histológica.Adaptado. [4]  

 

 

Em âmbito citológico, as Figuras 4B e 4C ilustram a estrutura do epitélio 

que reveste os alvéolos mamários. Nota-se que externamente há a presença 

de fibroblastos, responsáveis pela síntese de componentes da matriz 

extracelular; a membrana basal, a qual sustenta a camada mioepitelial e 

durante o período de amamentação é a responsável por sofrer contrações 

estimuladas por impulsos succionais por meio do hormônio ocitocina. 

Internamente, em contato com o ducto lactífero, há a camada de células 

luminais responsáveis pela produção de leite materno [4]. É importante 
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esclarecer que apesar de existirem perfis moleculares distintos entre as células 

mioepiteliais e luminais, elas são clones que surgiram a partir de uma única 

célula-tronco mamária ou célula progenitora [8]. 

 

1.3 Câncer de mama: Classificação 

Considerando a heterogeneidade do BC, diagnósticos, prognósticos e 

estratégias terapêuticas são baseadas em classificações detalhadas e 

rigorosas. Atualmente, as principais classificações do BC vão desde a 

classificação por tamanho, comprometimento linfático e metástases 

(classificação TNM); passando por classificação histológica, patológica e por 

fim, chegando à mais atual classificação que é a escolhida para delineamento 

do presente trabalho: a classificação molecular [9][10].   

 

1.3.1 Classificação TNM  

O método TNM é baseado nas características tumorais no momento do 

diagnóstico que compreendem o tamanho do tumor primário (T), o grau de 

comprometimento de nódulos linfáticos (N) e a presença ou ausência de 

metástases (M). Juntos, esses três parâmetros definem estágios tumorais que 

variam de I a IV (Tabelas 1 e 2) e são indicadores de sobrevivência do paciente 

em um período de 5 anos [11]. 

 
Tabela 1. Critérios para classificação TNM 

Tamanho do tumor Comprometimento linfonodal Metástase 

T1 ( ≤ 2 cm ) N0 ( sem comprometimento ) M0 ( ausência ) 

T2 ( 2-5 cm ) N1 ( 1-3 linfonodos ) M1 ( presença ) 
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T3 ( ≥ 5 cm ) N2 ( 4 ou mais linfonodos ) 
 

 

 

Tabela 2. Estágios tumorais a partir da classificação TNM 

Estágio I 
(T1N0M0) 

Estágio II A 
(T0N1M0) 

Estágio II A 
(T1N1M0) 

Estágio II A 
(T2N0M0) 

Estágio III B 
(T2N1M0) 

Estágio II B 
(T3N0M0) 

Estágio III A 
(T1N2M0) 

Estágio III A 
(T1N2M0) 

Estágio III A 
(T2N2M0) 

Estágio III A 
(T3N1M0) 

Estágio III A 
(T3N2M0) 

Estágio III B 
(T4N0M0) 

Estágio III B 
(T4N1M0) 

Estágio III B 
(T4N2M0) 

Estágio III C 
(T2N3M0) 

Estágio III C 
(T1N3M0) 

Estágio III C 
(T2N3M0) 

Estágio III C 
(T3N3M0) 

Estágio III C 
(T4N3M0) 

Estágio IV 
(Metastático) 

 

 

Pesquisas afirmam que em torno de 90% dos pacientes pertencentes ao 

estágio I sobreviverão ao menos cinco anos após o diagnóstico. Para pacientes 

pertencentes aos estágios II e III, a taxa de sobrevida no mesmo período de 

tempo é de 60 a 80% e 40 a 50%, respectivamente. Por fim, taxas inferiores a 

5% de sobrevida em 10 anos acometem doentes classificados no estágio mais 

grave, o estágio IV [11].  

 

1.3.2 Classificação histológica  

A graduação histológica do BC é um bom fator de prognóstico para os 

pacientes. De acordo esse método, o grau de agressividade do tumor é 

calculado de acordo com a Tabela 3 a partir de atributos morfológicos das 

células cancerígenas como formação tubular, pleomorfismo nuclear e 

contagem mitótica. A análise de cada parâmetro confere uma nota que varia de 

1 a 3 e, ao final da análise, a soma das notas distingue as células tumorais 

entre bem diferenciadas, moderadamente diferenciadas e pouco diferenciadas 

(Tabela 4) [12].  
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Tabela 3. Parâmetros que definem a classificação histológica do câncer de 
mama (em 10 campos ópticos de maior aumento) 

Formação tubular Pontuação 

Maioria do tumor (>75%) 1 

Grau intermediário (10 - 75%) 2 

Pouca ou nenhuma (<10%) 3 

Pleomorfismo  nuclear 

Núcleo pequeno, regular, uniforme 1 

Moderado aumento no tamanho 2 

Pleomorfismo acentuado 3 

Contagem mitótica  

índice baixo (0-10 figuras analisadas em 10 CMA*) 1 

Índice moderado (11-20 figuras analisadas em CMA*) 2 

Índice alto (>21 figuras analisadas em CMA*) 3 
 

 
Tabela 4. Pontuação que define o grau tumoral de acordo com a classificação 
histológica do câncer de mama 

Pontuação Grau Perfil tumoral 

3 - 5 pontos 1 Bem diferenciado 

6 ou 7 pontos 2 Moderadamente diferenciado 

8 ou 9 pontos 3 Pouco diferenciado 
 

 

Em tese, sabe-se que tumores mais indiferenciados tendem a ser mais 

agressivos que tumores bem diferenciados e, portanto, quanto maior o grau, 

maior a agressividade tumoral. Isso ocorre uma vez que a menor diferenciação 

das células está associada a um maior potencial de proliferação, menor 

resposta a drogas e maior capacidade de geração de metástases. Neste 

contexto, atualmente, a erradicação de células cancerosas indiferenciadas já é 

considerada um passo importante para o sucesso das terapias antitumorais 

[13].  
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1.3.3 Classificação molecular  

Em 2000, Charles Perou e colaboradores publicaram um artigo na 

revista Nature que continha uma análise de milhares de genes expressos em 

BC [14]. Isso possibilitou a análise de padrões distintos e característicos de 

expressão gênica e a pesquisa concluiu que esse tipo de câncer poderia ser 

subdividido de acordo com suas assinaturas moleculares. Diante disso, a 

prática clínica dividiu o câncer de mama em quatro tipos: luminal, basal-like, 

HER2 e normal-like. Segundo essa classificação, caso as células tumorais 

apresentassem expressão gênica semelhante às células epiteliais luminais da 

glândula mamária, o câncer era tido como luminal. Seguindo o mesmo 

raciocínio, se a expressão gênica fosse semelhante às células basais da 

mama, o câncer era classificado como basal-like. Células que 

superexpressavam o gene do Fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 

(HER2) compunham o subtipo HER2 e, por fim, caso as células apresentassem 

poucas alterações no perfil de expressão gênica ocasionando em dificuldade 

de interpretação o câncer era designado como normal-like [14].  

Em 2011 ocorreu o 12th St. Gallen International Breast Cancer 

Conference onde foi proposta uma classificação molecular mais aprimorada de 

acordo com definições clínico-patológicas. Assim, tendo em vista que o BC 

compreende uma doença clinicamente heterogênea que possui perfis 

moleculares distintos, sua classificação passou a utilizar como pilar três 

principais moléculas receptoras celulares: o receptor de estrógeno (ER), o 

receptor de progesterona (PR) e o HER-2 para identificação de subtipos 

tumorais [15]. É importante notar que a expressão gênica está constantemente 
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sujeita a regulações traducionais e pós-traducionais e isso faz com que perfis 

de expressão gênica e proteica possam ser distintos. Assim, definiu-se uma 

classificação molecular padrão adotada até hoje pela prática clínica uma vez 

que os subtipos moleculares podem ser associados a tratamentos específicos 

[16] (Tabela 5).  

Tabela 5. Classificação molecular do câncer de mama com perfis de 
expressão gênica e tratamentos indicados. 

 

Subtipo Expressão gênica Tratamento 

Luminal A ER + Hormonioterapia 

 
PR +/- + Cirurgia 

 
HER2 - +/- Radioterapia 

  
+/- Quimioterapia 

Luminal B 
 

Hormonioterapia 

 
ER + + Cirurgia 

 
PR +/- +/- Radioterapia 

 
HER2 + +/- Quimioterapia 

HER 2 
 

Trastuzumab 

 
ER - + Cirurgia 

 
PR - +/- Radioterapia 

 
HER2 + +/- Quimioterapia 

Triplo negativo 
 

Não existe tratamento específico 

 
ER - + Cirurgia 

 
PR - +/- Radioterapia 

 
HER2 - +/- Quimioterapia 

 

 

A Tabela 5 demonstra uma complexa questão: o câncer de mama triplo 

negativo (TNBC) ainda não possui terapia-padrão uma vez que não expressa 

ER, PR nem HER2. Desta forma, a pesquisa científica caminha no rumo de 

aprimorar cada vez mais essa classificação do BC buscando moléculas que 

possam atuar como marcadores moleculares para promover o direcionamento 

de terapias cada vez mais eficientes e com menores efeitos colaterais. 
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1.4 Câncer de mama triplo negativo 

O TNBC é responsável por 15-20% de todos os BCs diagnosticados e é 

caracterizado pela ausência de expressão de três receptores: ER, PR e HER2. 

Este fato torna as células TNBC insensíveis às terapias hormonais ou 

direcionadas à inibição de HER2 e, assim, quimioterapia, cirurgia e radioterapia 

são atualmente as opções de tratamento estabelecidas clinicamente para 

pacientes com TNBC [17][18].  

Pacientes acometidos por TNBC apresentam prognóstico altamente 

desfavorável que engloba alto risco de metástases, alto do risco de recidiva do 

tumor e pior sobrevida em comparação com outros subtipos de CM [19][20]. 

Recentemente foi aprovado no Brasil um tratamento produzido por meio de 

engenharia genética para CMTN baseado em imunoterapia denominado 

Atezolizumab (Roche®)[21][22]. A aprovação foi baseada em resultados do 

denominado IMpassion 130, o primeiro estudo clínico de fase III a obter 

benefício significativo de imunoterapia em BC metastático [23]. Esse estudo foi 

conduzido em 902 pacientes e apresentou caráter randomizado, multicêntrico, 

duplo-cego. Os resultados demonstraram que este anticorpo monoclonal 

provocou aumento de sobrevida livre de progressão e redução de 38% no risco 

de morte das pacientes com células de TNBC que expressam o Ligante de 

Morte Celular Programada 1 (PD-L1), uma substância produzida pelas células 

tumorais para inativarem a ação imunológica, principalmente por meio de 

linfócitos T e, assim, permitirem a progressão tumoral [23]. Em linhas gerais, o 

novo medicamento é um anticorpo monoclonal anti-PD-L1 que age na 

reativação da resposta imunológica e, por isso, possui atividade antitumoral 

[24]. 
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Embora as opções terapêuticas direcionadas a TNBC estejam em 

avanço, é clara a necessidade de identificação de eventos moleculares que 

caracterizem a agressividade tumoral e que possam fornecer embasamento 

para o desenvolvimento de terapias inovadoras eficientes. 

 

1.5 Mecanismos que caracterizam a agressividade tumoral: uma 

abordagem geral sobre a Transição Epitélio Mesenquimal 

A agressividade tumoral é conhecida como a capacidade do câncer de 

se formar, crescer e/ou se espalhar rapidamente [25]. Essa característica 

agressividade é um processo rigidamente regulado que envolve a plasticidade 

tumoral e a ativação de diversas vias de sinalização. Uma das consequências 

mais importantes do processo de agressividade está relacionada à metástase, 

um processo biológico no qual uma célula cancerígena é capaz de se 

desprender da massa do tumor primário e migrar e se estabelecer em tecidos e 

órgãos distintos [26].  

Neste cenário, o estudo de drogas antitumorais passa pelo 

entendimento da complexidade de fatores biológicos que determinam a 

progressão do tumor primário à metástase. Evidências científicas apontam que 

a migração de células tumorais para um lugar distinto do tumor primário pode 

ser realizada, em menor parte, por células-tronco circulantes e, em maior parte, 

por células tumorais que sofrem um processo denominado transição epitélio 

mesenquimal (EMT) [27].  

A EMT é um evento morfogenético caracterizado pela perda de junções 

célula-célula, perda de polaridade apical-basal, reorganização da arquitetura do 

citoesqueleto com consequente mudança na morfologia celular, downregulation 
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de genes marcadores epiteliais e ativação de genes que definem o fenótipo 

mesenquimal, aumento de motilidade celular e, em muitos casos, capacidade 

de degradação de proteínas da matriz extracelular permitindo maior 

capacidade de invasão celular [28][29]. Ademais, a literatura evidencia que 

células que sofreram EMT podem adquirir maior resistência à senescência e 

apoptose[30][31]. Como pode-se inferir, a EMT é considerada um passo 

importante na progressão tumoral[32]. 

 

1.5.1 Mudanças na expressão gênica durante Transição Epitélio 

Mesenquimal: uma visão geral 

Como já mencionado, durante o processo de EMT as células reduzem a 

expressão de proteínas de caráter epitelial, incluindo as que fazem parte dos 

complexos de junção celular, e redirecionam a expressão gênica para a 

formação de um fenótipo de característica mesenquimal, após promover a 

reestruturação da arquitetura do citoesqueleto e a interação das células com a 

matriz extracelular [29]. 

Uma das características cruciais do processo de EMT, como 

demonstrado na Figura 5, é a repressão de E-caderinas, envolvidas na 

regulação da adesão celular, visando promover a desestabilização de junções 

aderentes[33][34]. Há também a repressão de genes codificadores de 

proteínas integrais de membrana que compõem as junções oclusivas, 

denominadas claudinas e ocludinas; e proteínas que constituem as placas dos 

desmossomos como desmoplaquinas e placoglobinas [29]. Em conjunto, esses 

eventos possuem o objetivo de estabilizar a dissolução das junções 

intercelulares. A downregulation de E-caderina, em contrapartida, é equilibrada 
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pelo aumento de N-caderina, processo conhecido na literatura como "troca de 

caderinas”[33]. N-caderina possui a capacidade de se ligar ao citoesqueleto e 

interagir com receptores tirosina-quinases, como o Receptor do Fator de 

Crescimento Epidermal (EGFR) e Recepteur d'Origine Nantais (RON)[35]. A 

ativação desses receptores dá início à ativação de cascatas de sinalização que 

visam facilitar os processos de migração e invasão celular[35]. 

 

 

Figura 5. Representação esquemática de EMT. As células epiteliais exibem 
polaridade apical-basal, são mantidas unidas por junções ocludentes, aderentes e 
desmossomos e expressam moléculas associadas ao estado epitelial (E-caderina e 
Beta-catenina). A indução da EMT leva à substituição de E-caderina por N-caderina, 
perda de junções intercelulares, reorganização das fibras de actina, perda de 
polaridade apical-basal e aumento da expressão de marcadores mesenquimais 
(Vimentina, Fibronectina, CD44, ki67, EGFR e RON)[36]. 
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Adicionalmente aos processos de migração e invasão celular, a 

proliferação das células tumorais também está correlacionada à EMT através 

de Ki-67, uma proteína nuclear envolvida na síntese de RNA ribossomal e 

necessária ao ciclo de proliferação celular[37]. No âmbito da prática clínica, 

esta proteína já se encontra em uso para a classificação molecular de BC, e, 

no âmbito científico, em diversos estudos Ki-67 está relacionada a redução da 

sobrevida global de pacientes e aumento de risco de mortalidade devido ao 

câncer, ao aumento do risco de progressão tumoral e a um prognóstico 

desfavorável[38][39]. 

Outros fatores que contribuem para EMT são as alterações na 

expressão de genes codificadores de proteínas do citoesqueleto e que 

conferem polaridade celular [29]. Em tese, a composição dos filamentos 

intermediários se modifica de acordo com a repressão de expressão de 

Citoqueratinas e ativação da expressão de Vimentina[40]. Tais modificações, 

concomitantemente, alteram a morfologia das células transformando-as de um 

formato cuboide para fusiforme. Consequentemente, este processo favorece o 

aumento de motilidade celular devido à interação de Vimentina com proteínas 

motoras, além de aumentar a capacidade das células de migrarem e invadirem 

órgãos e tecidos. Adicionalmente, a remodelação da matriz extracelular e a 

mudanças nas interações desta com as células são processos essenciais na 

iniciação e progressão de EMT[40]. A Fibronectina, uma proteína constituinte 

da matriz extracelular mamária, é capaz de promover expressão de 

metaloproteases capazes de degradar o colágeno desta matriz. Tal fato faz 

com que altos níveis de expressão de Fibronectina favoreçam um um fenótipo 

celular invasivo, agressivo e metastático[41][36]. 
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A EMT também tem sido associada à formação de células-troco 

tumorais. De fato, o que ocorre em BC é que a indução da EMT promove a 

geração de células-tronco com característica CD44high/CD24low, que são 

capazes de atuar na formação de mamosferas[42]. Assim, a EMT promove o 

aumento de migração e invasão celular e isto leva à disseminação tumoral, e, 

adicionalmente, este cenário favorece a geração de mutações oncogênicas nas 

células-tronco tumorais para aumentar a expansão clonal seguida por 

migração, invasão e a instalação das células em órgãos distintos formando 

tumores secundários[42]. 

 

1.6 Anexina A1 e Catepsina D como alvos moleculares para 

tratamento das células agressivas 

1.6.1 Anexina A1 

Uma proteína que tem atraído muita atenção na comunidade científica 

de pesquisa oncológica é a Anexina A1 (AnxA1). Esta é uma proteína de 37 

KDa de ligação a fosfolipídeos de maneira dependente de Cálcio e é capaz de 

regular processos de inflamação, organização de membranas celulares e 

tráfico vesicular. No câncer, AnxA1 foi identificada por sua capacidade de 

indução metastática e angiogênica, além de que sua expressão se correlaciona 

positivamente com a progressão de vários tipos tumorais[43]. 

Evidências científicas postulam que a localização de AnxA1 possa 

direcionar sua função[44]. No citoplasma, esta proteína apresenta atividade 

anti-inflamatória ao inibir a fosfolipase A2; no núcleo, está envolvida em 

atividades transcricionais e, além disso, a localização nuclear foi associada a 

um pior prognóstico em câncer gástrico e de esôfago. AnxA1 também pode ser 
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secretada no meio extracelular, sendo capaz de ativar Receptores de 

Peptídeos Formilados (FPRs) e já foi demonstrado que esta localização 

estimula a migração e invasão de células de câncer pancreático[44]. 

Em BC, AnxA1 tem sido associada a pior prognóstico, baixa sobrevida 

global e aumento de resistência a quimioterapias[45]. Uma pesquisa publicada 

em 2018 pelo grupo responsável pelo presente trabalho demonstrou que 

AnxA1 pode ser considerada um alvo central para o TNBC[46]. Primeiramente, 

a análise de variadas amostras de tissue microarrays de BC demonstrou 

superexpressão de AnxA1 em TNBC e em metástases linfonodais. Observou-

se também que a linhagem de TNBC MDA-MB-231 possui níveis elevados 

tanto de AnxA1 quanto de seu receptor, FPR1, favorecendo sua sinalização 

autócrina. A sinalização, provocada por AnxA1 secretada, é capaz de aumentar 

tanto a agressividade quanto a sobrevivência das células TNBC. Assim, o 

grupo demonstrou que inibindo o FPR1 e, consequentemente, a sinalização de 

AnxA1, pode-se obter in vitro a redução do fluxo de Cálcio, redução de 

sobrevivência e capacidades de invasão e migração de célula TNBC (Figura 6). 

In vivo, comprovou-se a eficácia da inibição da sinalização de AnxA1 uma vez 

que houve a acentuada redução do crescimento tumoral e de formação de 

metástases[46]. Em conjunto, estas evidências lançam indícios sobre a eficácia 

da inibição da sinalização de AnxA1 como estratégia para o controle de TNBC. 
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1.6.3 Catepsina D 

CatD pertence à classe das catepsinas que compõem uma superfamília 

de aspartil, serina e cisteína proteases encontradas altamente expressas em 

vários tipos de câncer e que possuem correlação positiva com a geração de 

metástases[49]. De maneira geral, as catepsinas são ativadas em pH ácido e 

estão localizadas majoritariamente em vesículas lisossomais mas também 

podem se alocar em microambientes extracelulares como enzimas solúveis 

envolvidas na clivagem de várias proteínas tais como as proteínas de matriz 

extracelular e proteínas envolvidas na adesão intercelular, como E-

caderinas[50]. 

A função canônica das catepsinas é definida pela realização de turnover 

proteico celular, ou reciclagem proteica, de proteínas entregues ao lisossomo 

por endocitose ou autofagocitose[49]. Existem, porém, catepsinas envolvidas 

em diversos tipos de processos fisiológicos tais como apresentação antigênica, 

renovação de colágeno, processamento de neuropeptídios e hormônios[50]. 

Ademais, a elevada expressão destas proteases está correlacionada a 

atividades pró-tumorais uma vez que vários estudos demonstram associação 

positiva entre atividade proteolítica das catepsinas com os processos de 

transformação neoplásica, invasão tumoral e geração de metástases através 

de destruição de proteínas da matriz extracelular e de membranas 

basais[51][52].  

Dentre as catepsinas, uma das mais estudadas é a CatD, uma protease 

lisossomal aspártica capaz de clivar vários substratos como mielina, proteínas 

de ligação ao fator de crescimento semelhante à insulina, hemoglobina, 
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Figura 7. Envolvimento das Catepsinas B e D na EMT. As Catepsinas B e D estão 
envolvidas na proliferação das células tumorais, no processo de angiogênese e nos 
processos de degradação da membrana basal e da matriz extracelular, favorecendo a 
migração, invasão e agressividade tumoral[34]. 

 

No contexto de TNBC, evidências indicam a expressão de CatD e Ki-67 

como fatores de prognóstico[54]. Já foi demonstrado também que CatD é 

superexpressa constitutivamente em linhagens celulares de BC que não 

expressam ER e, além disso, outros estudos já sugerem a expressão de CatD 

como fator prognóstico independente para a sobrevida livre de doença em 

pacientes com TNBC[50]. 

Em contexto enzimático, CatD é uma protease cujo sítio ativo é formado 

por uma díade catalítica composta por dois resíduos de aspartatos (Asp33 e 

Asp231)[55] e, dentre os diversos substratos supramencionados, têm-se que 

esta é capaz de clivar AnxA1 (37 KDa) especificamente em Trp12 localizado na 

sua extremidade N-terminal[48]. O resultado disso é a geração da isoforma 

clivada de AnxA1 (contendo 35 KDa) e do fragmento N-terminal da proteína, 

capaz de ativar FPR1 e aumentar a agressividade tumoral[46].  

 

1.6.3.1 Inibidores de Catepsina D 

Os inibidores de CatD são drogas capazes de suprimir a atividade da 

protease e, muitas vezes, inibir o crescimento tumoral. Alguns estudos já 

evidenciaram a eficácia terapêutica de inibidores de CatD em melanoma, 

glioblastoma, câncer de próstata e de pulmão uma vez que houve redução de 

invasão nas respectivas células[55]. Adicionalmente, a literatura evidencia que 

inibições de CatD intracelulares e extracelulares bloqueiam a invasão celular, 

sugerindo que a atividade da protease seja importante nos dois locais[55]. 
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Neste cenário, destaca-se a Pepstatina A (PepA), o inibidor mais potente 

de CatD já identificado até o momento[55]. Em âmbito molecular, este inibidor é 

um hexapeptídeo que possui peso molecular 685,89 g/mol e fórmula 

C34H63N5O9 [56]e, embora seja atualmente o mais eficaz, seu potencial não é 

totalmente explorado uma vez que sua penetração intracelular é considerada 

insatisfatória[57]. 

Assim, embora haja um interesse constante da indústria farmacêutica no 

desenvolvimento de potentes inibidores de proteases aspárticas como a CatD, 

devido ao fato de que esta apresenta papel fundamental em várias doenças, e 

principalmente no câncer, nenhum inibidor provou ser eficaz passando pela 

fase de testes clínicos visando se estabelecer como tratamento antitumoral[55]. 

 

1.7 Design de inibidores de proteases: uma visão focada em Ácido 

Borônico 

Uma vez que nenhum inibidor foi provado eficaz na inibição de CatD, é 

interessante a pesquisa com foco no design de drogas objetivando novas 

formulações eficazes diante da limitação de PepA: a baixa penetração 

intracelular. Neste contexto, surge o interesse por um composto denominado 

Ácido Borônico (BoA), que teve sua visibilidade ampliada entre os 

pesquisadores e indústria farmacêutica desde que em 2003, a Food and Drug 

Administration (FDA) aprovou o Bortezomib, um potente medicamento lançado 

para tratamento de mieloma múltiplo que atua como inibidor de proteassoma. 

Interessantemente, grande parte de sua eficácia é atribuída à sua composição 

baseada em BoA[58][59]. 



25	

	

O BoA é uma molécula útil farmacologicamente pois exibe uma 

variedade de atividades biológicas como a capacidade de facilitar o transporte 

de substâncias através de membranas lipofílicas além de ser inibidor de 

determinadas enzimas proteolíticas[59]. A utilidade dos compostos de BoA 

como agentes farmacêuticos está diretamente relacionada às suas 

propriedades únicas eletrônicas e físico-químicas uma vez que o Boro ocupa 

um lugar especial na tabela periódica estando no mesmo período que Carbono, 

porém com um elétron a menos, e isso faz com que estes dois elementos 

compartilhem muitas semelhanças estruturais, fato que favorece o que se 

chama de design biomimético[59].  

Em química medicinal, o uso de BoAs como inibidores de enzimas 

reflete a utilidade do Boro como análogo do Carbono no processo de ligação 

ao sítio catalítico das proteases pois, ao mesmo tempo que se liga, não é 

capaz de reagir: conceito considerado a essência de inibidores 

enzimáticos[58]. Simplificadamente, os BoAs atuam como inibidores potentes 

de proteases por mimetizar o estado de transição tetraédrica da hidrólise da 

ligação peptídica[58][60]. Assim, diante disso, o interesse da indústria 

farmacêutica em substâncias inibidoras de protease contendo BoA está 

aumentando cada vez mais e, para isso, é necessário que pesquisas que 

objetivem o desenvolvimento de medicamentos antitumorais considerem essa 

perspectiva apresentada para o favorecer o design de drogas inovadoras. 

Em resumo, o presente trabalho lança a inibição de CatD como 

estratégia terapêutica eficaz para tratamento de TNBC, elucidando seu 

mecanismo de inibição a nível atômico e apresentando estratégia inovadora 

capaz de inibir a EMT e, consequentemente, a agressividade das células.  
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Avaliação do potencial de inibição de CatD como estratégia antitumoral 

para tratamento de células TNBC. 

2.2 Objetivos específicos 

2.2.1 Análise da expressão de CatD e AnxA1 em linhagens BC 

2.2.2. Análise e validação do mecanismo de inibição de CatD por PepA 

2.2.3 Análise das consequências da inibição de CatD por PepA em 

linhagens BC 

2.2.4 Análise de sobrevida global de pacientes TNBC com tumores 

contendo alta expressão de CatD 

2.2.5 Análise da expressão de CatD e marcadores EMT em linhagens 

TNBC 

2.2.6 Desenvolvimento de nova estratégia para inibição de CatD e 

avaliação de eficácia funcional 

2.2.7 Análise em linhagens agressivas de TNBC das consequências da 

inibição de CatD por PepA e PepA-BoA na redução de agressividade celular e 

na modulação de marcadores EMT 

2.2.8 Análise tridimensional das consequências da inibição de CatD por 

PepA e PepA-BoA na redução de agressividade celular e na modulação de 

marcadores EMT em MDA-MB-231 
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3 Materiais e Métodos 

3.1 Cultura de células 

Todas as linhagens utilizadas neste trabalho foram obtidas da American 

Type Culture Collection e cultivadas a 37oC em atmosfera umidificada contendo 

5% de CO2. Ao todo, foram utilizadas uma linhagem com expressão positiva 

dos receptores hormonais (ER e PR) MCF-7 e as demais utilizadas são 

consideradas triplo-negativas, embora a MCF-10A seja não-tumorigênica. A 

linhagem MCF-7 foi cultivada em meio IMDM (Life Technologies) enquanto que 

as demais foram cultivadas em meio DMEM (MDA-MB-231, MDA-MB-468, 

MDA-MB-453 e MDA-MB-157), meio RPMI (Life Technologies) (BT-549 e HCC-

1937) e a linhagem não-tumorigênica MCF-10A foi cultivada em meio DMEM 

F12 (Life Technologies) suplementado com 5% de Soro de Cavalo, 

Hidrocortisona (0,5 μg/ml), Insulina (10,0μg/ml), EGF (0,02μg/ml) e Toxina 

Colérica (0,1μg/ml). Todos os meios foram suplementados com o antibiótico 

Gentamicina a 1% (v/v) e, exceto DMEM-F12, todos foram suplementados com 

Soro Fetal Bovino (FBS) a 10% (v/v). A descrição sucinta do local de origem, 

idade, etnia e meio de cultivo das linhagens triplo-negativas do presente 

trabalho está na Tabela 6. 

Tabela 6. Descrição e meios de cultivo de células TNBC  

Linhagem Local de origem Idade Etnia Meio de cultivo 
MDA-MB-231 Tumor primário 51 Caucasiana DMEM 

BT-549 Tumor primário 72 Caucasiana RPMI 
MDA-MB-468 Líquido pleural 51 Negra DMEM 

HCC-1937 Tumor primário 24 Caucasiana RPMI 
MCF10-A Mama normal 36 Caucasiana DMEM F12 

MDA-MB-453 Líquido pleural 31 Caucasiana DMEM 
MDA-MB-157 Líquido pleural 44 Negra DMEM 
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Durante todo o cultivo celular, as linhagens foram monitoradas por 

microscopia para verificação de morfologia e por PCR para a verificação de 

contaminação por bactérias do gênero Mycoplasma. 

 

3.2 Transdução de partículas lentivirais shRNA para geração de clones de 

células MDA-MB-231 com Anexina A1 

A geração de clones de células MDA-MB-231 nocauteadas para AnxA1 

foi feita por meio da utilização de partículas lentivirais comercialmente 

disponíveis (Santa Cruz Biotechnology) expressando shRNA controle e contra 

AnxA1. O experimento se deu conforme as orientações do fabricante e, 

resumidamente, as células foram plaqueadas em placas de 12 poços e, 

quando atingiram confluência de 50%, tais partículas foram transduzidas nas 

células através de uma incubação com 5µg/ml de Polibreno (Santa Cruz 

Biotechnology). O Polibreno é um policátion que aumenta as ligações protéicas 

entre o capsídeo pseudoviral e a membrana celular. Posteriormente, as células 

foram infectadas por 48h utilizando as partículas lentivirais shRNA na cultura e, 

assim, os clones estáveis transformados (que expressavam o shRNA) foram 

selecionados utilizando 10µg/ml de Puromicina (Santa Cruz Biotechnology). 

 

3.3 Extração de proteína e Western Blot 

Extratos proteicos totais das células MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 

tratadas por 24 h na ausência (células controle tratadas com veículo) ou 

presença de PepA (1μM ou 10μM) foram preparados usando o kit NE-PER de 

extração de proteínas de membrana, citoplasmáticas e nucleares (Thermo 

Scientific). Uma vez extraídas, a quantificação de proteína foi determinada pelo 
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kit BCA (Thermo Scientific). Após isso, 30µg do extrato proteico foram 

aliquotadas e adicionou-se o tampão Laemmli 6 X no volume apropriado para 

se obter uma concentração final de 1X. A seguir, as amostras foram aquecidas 

a 100oC por 5min e aplicadas em gel SDS-PAGE para eletroforese.  

Para a realização da eletroforese, foram preparados géis SDS-PAGE: 

um gel de separação 10% para a separação das proteínas e, sobre este, um 

gel de empilhamento 4%. O tampão de corrida utilizado foi o Tris-Glicina 

contendo 0,1% de SDS e o marcador de referência de peso molecular utilizado 

foi o Precision Plus Protein Kaleidoscope (BioRad). A corrida eletroforética 

iniciou-se a 70V por 30min ou até que as amostras passassem pelo gel de 

empilhamento, e continuou a 100V por 1h e 20min. Terminada a corrida, as 

proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Pierce) 

utilizando-se o Trans-Blot SD Semi-dry Transfer Cell (Bio- Rad) e o tampão de 

transferência Tris-Glicina contendo 20% de metanol e 0,03% de SDS. A 

transferência foi realizada sob uma corrente elétrica de 15V por 50 min. A 

seguir, a membrana foi incubada, sob agitação, em solução de leite em pó 

desnatado 5% ou BSA 3% durante 1h à temperatura ambiente ou por 15h a 

4oC para bloqueio de sítios inespecíficos. A seguir, a membrana foi incubada, 

sob agitação, por 2h a temperatura ambiente, ou por 16h a 4oC com o 

anticorpo primário diluído na solução de TBT-T e BSA 3%. Passado o período 

de incubação com o anticorpo primário, a membrana foi lavada e incubada, sob 

agitação, por 1h a temperatura ambiente, com o anticorpo secundário também 

diluído na solução de leite em pó desnatado 5% ou BSA 3%.  

Após a incubação a membrana foi novamente lavada e a detecção das 

proteínas foi realizada por reação quimioluminescente utilizando-se o ECL (GE 
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healthcare), de acordo com as recomendações do fabricante. As imagens 

foram captadas através de câmara CCD ImageQuant LAS 4000 (GE 

healthcare). As diluições de anticorpos primários e secundários utilizados nos 

experimentos de Western Blot estão descritas na Tabela 7. As análises de 

expressão proteica foram realizadas por densitometria utilizando a expressão 

da Actina ou Tubulina como controle do experimento.  

Tabela 7. Relação de anticorpos utilizados para a realização de Western 

Blottings. 

Nome Tipo Animal Marca Diluição 
AnxA1 IgG Policlonal Coelho Invitrogen 1:1000 
CatD IgG Policlonal Coelho Invitrogen 1:1000 

E-caderina IgG Policlonal Coelho Sigma 1:1500 
CD44 IgG Monoclonal Camundongo Abcam 1:700 

Vimentina IgG Monoclonal Camundongo Abcam 1:1000 
Ki67 IgG Monoclonal Camungongo Invitrogen 1:1500 

EGFR IgM Policlonal Coelho Invitrogen 1:1000 
RON IgM Policlonal Coelho Invitrogen 1:1000 

Fibronectina IgG Monoclonal Camundongo Abcam 1:1000 
Beta-Catenina IgG Policlonal Coelho Invitrogen 1:1000 

Actina IgG Monoclonal Camundongo Sigma 1:3000 
Tubulina IgG Policlonal Coelho Abcam 1:3000 

 

Os anticorpos secundários utilizados foram IgG anti-camundongo e IgG 

anti-coelho conjugados à enzima Peroxidase, ambos da Invitrogen e utilizados 

na diluição 1:3000. 

 

3.4 Ensaio de Apoptose 

Células MCF10-A, MCF-7 e MDA-MB-231 (106/poço) foram cultivadas 

em placas de cultura de 6 poços e mantidas a 37°C, em 5% de CO2, durante 

24h. Subsequentemente, as células foram incubadas durante 24h com meio 

completo na ausência (células controle) ou presença de PepA (1μM ou 10μM). 
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Em seguida, as células foram incubadas com solução contendo AnexinaV-PE e 

7-AAD (BD Pharmingen) durante 30min a 25°C, protegido da luz. Após a 

incubação, as células foram analisadas por citometria de fluxo (BD Accuri C6). 

Os gráficos foram devidamente analisados e as porcentagens de células nas 

fases de apoptose inicial e tardia foram determinadas utilizando o software 

FlowJo (Treestar). 

 

3.5 Ensaio de autofagia 

Células MCF10-A, MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas por 24h em 

lâminas e tratadas com PepA por 24h. Posteriormente, foram incubadas em 

meio completo contendo 50μM de monodansilcadaverina (MDC) (Sigma) a 

37°C durante 1h. Subsequentemente, as céulas foram lavadas com PBS e 

fixadas durante 15min com solução de Paraformaldeído a 4%, lavadas 3 vezes 

com Glicerina e analisadas por microscopia de fluorescência (Zeiss LSM510). 

A intensidade de fluorescência da coloração MDC foi medida pelo software 

ImageJ. A intensidade média final de fluorescência foi calculada com base em 

dados provenientes da análise de 15 células. 

 

3.6 Ensaio de proliferação 

Para detectar as taxas de proliferação, dois ensaios foram realizados. 

No primeiro, as células MCF10-A, MCF-7 e MDA-MB-231 (106/poço) foram 

marcadas com 1μM de diacetato de carboxifluoresceína (CFSE) (Invitrogen) 

por 10min a 37°C e, posteriormente, cultivadas em presença ou ausência de 

PepA ou PepA-BoA por 24h. Finalmente, a proliferação celular foi medida 

indiretamente pela intensidade de fluorescência do corante utilizando citometria 
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de fluxo (Accuri C6, BD). Os dados foram analisados pelo software FlowJo 

(Treestar, Inc.). No segundo, as células MDA-MB-231 e MDA-MB-157 foram 

cultivadas, tratadas e contadas manualmente ao microscópio (EVOS FL; AMG).  

 

3.7 Ensaio de invasão em Matrigel 

MCF10-A, MCF-7 e MDA-MB-231 foram examinadas pelo ensaio de 

invasão por um sistema em placa de 24 poços (BD BioCoat Matrigel) que 

contém uma câmara superior e outra inferior. Basicamente, a câmara superior 

é formada por membrana de policarbonato de 8μm de diâmetro contendo 

Matrigel. As células foram tripsinizadas e adicionadas na concentração de 

2,5x105/poço em meio de cultura incompleto com ou sem tratamento (PepA ou 

PepA-BoA). O meio de cultura com 5% de FBS, utilizado como quimioatraente, 

foi adicionado na parte inferior da placa. O sistema de invasão foi incubado por 

24h a 37°C e, subsequentemente, as células que invadiram o Matrigel foram 

fixadas, coradas com Azul de Tripan e contadas manualmente ao microscópio 

(EVOS FL; AMG). 

 

3.8 Ensaio de Migração (Wound Healing) 

Complementando o ensaio de invasão, a análise da capacidade de 

inibição da migração celular foi realizada por meio de ensaio Wound Healing. 

As células MCF10-A, MCF-7, MDA-MB-231 e MDA-MB-157 (2 x 105 

células/poço) foram cultivadas em placas de 24 poços e mantidas a 37°C em 

5% de CO2 overnight. Depois de obtida a confluência, foi realizada uma lesão 

na camada unicelular com o auxílio de uma ponteira pressionada contra o 

fundo da placa de cultura, formando assim uma fenda na camada de células. A 
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cultura foi lavada com PBS para a retirada completa dos resíduos celulares da 

fenda formada. Em seguida, as monocamadas de células foram incubadas por 

24h com meio na ausência (células controle) ou presença de tratamento. A 

confluência final foi analisada por microscópio óptico invertido (Nikon Eclipse 

TS100) e o “fechamento das fendas” foi calculado por meio do software 

ImageJ. 

 

3.9 Análise de FTIR 

Os espectros de infravermelho (IV) foram registrados à temperatura 

ambiente utilizando Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de 

Fourier (FTIR) com acessório de refletância total atenuada (ATR) na resolução 

de 2cm−1. A correção da linha de base foi aplicada. As medições foram 

realizadas na faixa de 4000-400 cm-1. Os espectros FTIR das células MDA-MB-

231 tratadas com PepA (1μM ou 10μM) foram comparados com células MDA-

MB-231 e PepA analisados separadamente. O experimento foi conduzido em 

triplicata permitindo que possíveis variações dentro ou entre placas fossem 

levadas em consideração durante a análise. Adicionalmente, as amostras 

passaram pelo processo de secagem previamente à análise para remover a 

umidade externa. 

 

3.10 Análise de Modelagem Molecular 

Estruturas tridimensionais de CatD e PepA humanas foram obtidas do 

Protein Data Bank (PDB ID: 1LYA, ILYB), enquanto os estados de resíduos de 

protonação foram previstos com o PDB2PQR Server. A estrutura tridimensional 

AnxA1 foi prevista usando I-Tasser, sua sequência de aminoácidos foi 
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recuperada do UniProtKB (P04083), enquanto uma estrutura de PDB (PDB ID: 

1HM6) foi usada como modelo. O docking proteína-proteína (complexo CatD / 

AnxA1) foi realizado usando o servidor Haddock, enquanto o docking proteína-

ligante (complexo CatD / PepA) foi realizado com Autodock4 e 

AutoDockTools4. A análise do docking foi realizada de acordo com os 

protocolos da literatura. Os cálculos foram realizados de acordo com protocolos 

de docking molecular e interações entre proteínas. A identificação das 

interações foi realizada com Arpeggio e as imagens finais foram preparadas 

com o Visual Molecular Dynamics. 

 

3.11 Predição de sobrevivência de pacientes por análise 

retrospectiva 

A sobrevivência de pacientes com câncer pode ser afetada por 

expressões e alterações de genes específicos. A curva de Kaplan-Meier é um 

dos métodos analíticos promissores para predizer a sobrevivência e o valor 

prognóstico de genes. Kaplan-Meier Plotter é um banco de dados online 

(http://kmplot.com/analysis/) que contem dados de microarrays e é eficiente 

para apresentar o papel de aproximadamente 55 mil genes na sobrevivência 

utilizando amostras de tecido tumoral de 10500 pacientes. Assim, o valor 

prognóstico do gene que codifica CatD foi analisado utilizando amostras de 

câncer de mama triplo negativo que continham alta e baixa expressão do 

mesmo. Adicionalmente, p<0.05 foi considerado significativo, com intervalo de 

confiança de 95%. 

 

3.12 Análise de atividade de Catepsina D 
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A atividade de CatD foi mensurada utilizando um kit (Biovision). O 

ensaio foi baseado na fluorescência emitida após clivagem de um substrato 

fluorescente por CatD. Resumidamente, as células MDA-MB-231 e MDA-MB-

157 foram lisadas com o tampão de extração do kit e centrifugadas a 

10000RPM. A atividade da protease foi mensurada em extratos contendo 

100µg de proteína e os dados foram obtidos a partir de uma curva padrão. Os 

sinais fluorescentes emitidos após ação da clivagem de CatD foram detectados 

com o leitor de placas Spectra max M2 (Molecular Devices). 

3.13 Ensaio de formação de mamosferas 

Um total de 105 células foram plaqueadas em uma placa de baixa 

aderência de 6 poços com meio MammoCult (Life Technologies) sem 

antibiótico para ensaio de formação de mamosferas seguindo as 

recomendações do fabricante. Após 7 dias, o conteúdo celular foi aspirado, 

centrifugado e o sobrenadante desprezado. O pellet de mamosferas foi 

tripsinizado e novamente plaqueado para ser deixado por mais 7 dias, 

totalizando 14 dias. Finalmente, o conteúdo celular foi novamente aspirado, 

centrifugado, e o pellet de esferas foi delicadamente ressuspendido em 500µl 

de meio de cultura. Então, 50µl desta suspensão celular foi adicionada em um 

poço de uma placa de 96 poços para contagem do total de esferas utilizando 

microscópio de luz invertida. O número de esferas foi multiplicado pelo fator de 

diluição (x10) para se obtenção do valor total. 
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3.14 Síntese de PepA-BoA 

A síntese foi realizada em fase sólida com protocolo próprio e 

estabelecido pelo laboratório do Prof. Dr. Kit Lam, UCDavis, EUA. 

 

3.15 Coloração com Vermelho de Alizarina 

A visualização da penetração de PepA-BoA nas células foi feita por meio 

do corante vermelho de Alizarina uma vez que esta possui a capacidade de se 

ligar a BoA. Basicamente, para a coloração, as células foram cultivadas, 

tratadas com PepA ou PepA-BoA por 24h e fixadas em paraformaldeído 4% 

por 30 min. Após isso, as células foram lavadas com água destilada, coradas 

por 10 min com vermelho de Alizarina (0,02g/ml) em pH=4.2 e registradas 

utilizando microscópio (EVOS FL; AMG). A intensidade de marcação foi 

mensurada com o software ImageJ. 

 

3.16 Ensaio de viabilidade celular 

A citotoxicidade das drogas foi determinada a partir do ensaio de 

Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT). Após 

atingirem 80% de confluência, as células foram tripsinizadas e centrifugadas 

por 5min a 1.000RPM. O sobrenadante foi descartado, as células foram 

ressuspendidas em meio de cultura e plaqueou-se 2x104 células/poço em 

placas de 96 poços. Posteriormente, a placa foi incubada a 37°C, 5% CO2 por 

24h para a aderência das células. 

Após as células serem plaqueadas e aderidas aos poços, o meio foi 

substituído por diferentes concentrações das drogas (diluídas em meio) e a 
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placa novamente foi incubada por 24h nas mesmas condições previamente 

esclarecidas. Assim, foi adicionado em cada poço 10µl de MTT diluído em meio 

em concentração de 5mg/ml e as placas foram incubada por 4h. Em seguida, 

as placas foram retiradas da incubadora para adição de 50µl de solução de 

dodecil sulfato de sódio (SDS) contendo 20%/N-dimetil-formamida 50% e o 

conteúdo foi incubado overnight de maneira a propiciar a clivagem dos cristais 

de formazan produzidos durante a metabolização pelas células vivas. Por fim, 

foi realizada a leitura da absorbância no espectrofotômetro (Multiskan GO) a 

um comprimento de onda de 570nm. Os valores da viabilidade celular foram 

expressos em percentagem relativa à absorbância determinada nas células 

controle de acordo com a Fórmula F1. 

  

 

 

3.17 Imunofluorescência  

Ao atingir confluência entre 40~60% em lamínulas, as células foram 

lavadas com PBS 1X e fixadas com paraformaldeído (Sigma) 4% em PBS 

durante 10min a temperatura ambiente. A permeabilização foi feita com Triton-

X100 0,1% (USB Corporation) durante 20min a 4°C. Posteriormente, foi 

adicionada a solução de bloqueio de 3% de BSA por 1h a temperatura 

ambiente. As células foram então incubadas por 1h com anticorpo primário 

Anti-Vimentina e 1h com secundário anti-coelho IgG conjugado com Alexa 

Fluor 594 (vermelho), ambos na diluição 1:100; ou 1h anticorpo primário Anti-E-
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caderina e 1h secundário anti-coelho IgG conjugado com Alexa Fluor 488 

(verde), ambos na diluição 1:100 em câmera úmida, protegidas da luz. É 

importante ressaltar que entre os anticorpos primários e secundários as células 

foram lavadas 3X com PBS. Após a incubação com os anticorpos secundários, 

as células foram lavadas novamente 3X com PBS e os núcleos celulares foram 

marcados com DAPI (Invitrogen) durante 10min, protegidos da luz. Em seguida 

foi feita a montagem das lâminas com PBS/Glicerol na concentração de 1:200 

e as células foram visualizadas no microscópio Confocal (Zeiss LSM 510 META 

/UV).  

 

3.18 Cultura celular em 3D 

Para realização da cultura tridimensional, células MDA-MB-231 foram 

cultivadas em monocamada até atingirem 100% de confluência. Em seguida, 

as células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1500RPM por 3min. O 

sobrenadante foi aspirado e as células ressuspendidas e contadas. O Matrigel 

com fatores de crescimento reduzidos (BD MatrigelMatrix - BD Biosciences) foi 

liquefeito em banho de gelo a 4°C. Posteriormente, a suspensão de células 

dissociadas foi misturada com o meio completo e soro adequados à linhagem 

MDA-MB-231, descritos anteriormente, com a adição de 4% de Matrigel. 

Alíquotas de 30μL de Matrigel foram então adicionadas a cada poço das placas 

de cultura de 12 poços (BD). Em seguida, a placa foi colocada em estufa a 

37°C por 15min para solidificação do Matrigel. Posteriormente, alíquotas de 

400μL da suspensão de células com 4% de Matrigel contendo 1x104 células 

foram cuidadosamente adicionadas sobre a camada de Matrigel previamente 

solidificada em cada poço da lâmina de cultura, caracterizando a cultura "on 
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top". As células foram mantidas em estufa a 5% de CO2 a 37°C, com troca de 

meio a cada dois dias. As imagens foram registradas no tempo de 72h, 

capturadas com auxílio do software AxionVision (Zeiss).  

 

3.19 Análise Estatística 

Todos os resultados apresentados no presente trabalho são 

representativos de, ao menos, três experimentos distintos, englobando 

replicatas experimentais e biológicas. Os dados foram relatados como o valor 

médio ± desvio padrão (DP). A significância estatística da diferença entre os 

grupos foi determinada pelo teste t de Student e considerada significativa 

quando p<0,05. As análises estatísticas foram realizadas utilizando GraphPad 

Prism 7 (GraphPad Software Inc.).  
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4. Resultados 

4.1 Superexpressão de Anexina A1 está associada à expressão de 

Catepsina D em célula de câncer de mama triplo negativo 

Estudos anteriores demonstraram a regulação positiva de AnxA1 está 

associada a pior prognóstico de BC, à invasão celular em pacientes com TNBC 

e a resistência a quimioterapias em células TNBC[46][47]. Além disso, deve-se 

notar que a superexpressão de CatD em tumores mamários resulta em baixa 

taxa de sobrevida e na ocorrência de metástases agressivas[50][61]. No 

presente estudo investigou-se a primeira hipótese de que a expressão de 

AnxA1 poderia estar correlacionada à expressão de CatD em TNBC. Para isso, 

foram realizados ensaios de citometria de fluxo e Western Blotting visando a 

obtenção do perfil de expressão de ambas as proteínas em três linhagens 

celulares: MCF-10 (linhagem celular epitelial mamária humana, não 

neoplásica), MCF-7 (ER+/PR-/ HER2-) e MDA -MB-231 (TNBC). Demonstrou-

se que a mais agressiva das três linhagens, MDA-MB-231, apresentou maior 

expressão de AnxA1 e CatD em comparação com MCF-10A e MCF-7 (Figura 

1A-E). Consistente com estes achados, a literatura demonstra que AnxA1 é 

altamente expressa em tanto em linhagem MDA-MB-231 como em amostras de 

pacientes com CMTN e metástases linfonodais de CM. 
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a questão a ser esclarecida foi o modo como a CatD poderia modular AnxA1 e, 

para esclarecer isso, utilizou-se o inibidor de CatD, PepA. 

 

4.2 Pepstatina A inibe Catepsina D através da díade catalítica 

aspártica 

PepA é um potente inibidor da atividade de CatD[55]. Com o objetivo de 

confirmar a eficiência da inibição de CatD por PepA e elucidar os átomos 

responsáveis por tal inibição, realizou-se ensaios FTIR. Essa técnica 

possibilitou a caracterização do complexo CatD-AnxA1 e investigação de 

regiões nas estruturas tanto de CatD quanto de PepA responsáveis pela 

inibição de CatD, baseada em vibrações de átomos dentro de moléculas. Uma 

vez que foi demonstrado previamente que a expressão de AnxA1 e CatD está 

correlacionada em TNBC, esta análise foi realizada apenas em MDA-MB-231. 

Os espectros de FTIR (faixa de freqüência de 800 a 4000cm-1) de MDA-

MB-231, PepA e MDA-MB-231 tratada com PepA nas doses de 1μM e 10μM 

estão elucidados na Figura 9A. Nota-se que na faixa de 800 a 1200 cm-1de 

frequência (Figura 9B), o espectro foi submetido a ampliação para melhor 

análise das modificações; ainda, para facilitar a compreensão, a faixa de 

frequência foi dividida em duas regiões importantes: 800 a 900 cm−1 (Figura 

9C) e 900 a 1050 cm-1 (Figura 9D). 

Em uma primeira análise (frequência de 800 a 900cm-1), o espectro 

referente as células MDA-MB-231 é caracterizado por um pico a 848 cm-1 

atribuído à vibração molecular de OH do tipo flexão originada de átomos de 

oxigênio. Ademais, nos espectros correspondentes a célula MDA-MB-231 

tratada com PepA (1μM e 10μM), o inibidor interage com a CatD da células de 
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TNBC e o pico é deslocado aparecendo em 855 cm−1, valor atribuído à 

vibração do grupamento CO. Tomados em conjunto, estes resultados permitem 

inferir que os grupos carboxílicos da díade catalítica de aspartatos estão 

envolvidos na inibição de CatD por PepA e que tais aminoácidos na protease 

nativa são protonados. Além disso, confirmando estas observações, nenhum 

pico referente unicamente a PepA foi observado. 

Em segunda análise, a faixa de frequência de 900 a 1050cm-1 confirma 

que PepA é capaz de inibir CatD através do grupo carboxílico presente na 

díade catalítica de aspartatos. Por um lado, os picos a 986cm−1 e 989cm−1 dos 

espectros de células MDA-MB-231 sem tratamento e tratadas com PepA 1μM e 

10μM correspondem a vibrações de CO do tipo flexão curvatura originárias do 

grupo carboxílico dos resíduos de aspartato do sítio catalítico de CatD. 

Adicionalmente, o pico a 1012cm-1 do espectro de PepA foi atribuído à 

deformação angular do grupo OH de PepA. Portanto, através destes dados 

apresentados infere-se que PepA interage com CatD através do grupamento 

OH. 
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Figura 9. FTIR evidenciando os átomos envolvidos na inibição de CatD. (A) Perfil 
de FTIR de PepA (vermelho), MDA-MB-231 controle (azul) e tratada com PepA (1 µM, 
verde claro; 10 µM, verde escuro) na faixa de 800 a 4000 cm-1.Objetivandomelhor 
visualização, os espectros estão ampliados nas seguintes faixas: (B) 800 a 1200 cm-1, 
(C) 800 a 900 cm-1 com picos a 848 cm–1855 cm−1; e (D) 900 a 1050 cm−1 com picos a 
986 cm−1 e 989 cm-1. 

 
Esses dados sugerem três eventos importantes. Primeiro, no CatD 

nativo, os ácidos carboxílicos da díade aspartato catalítico CatD são 

protonados. Segundo, os principais átomos responsáveis pela inibição de CatD 

são o ácido carboxílico, especialmente o CO ligado, do seu sítio ativo e a 

ligação OH na estrutura PepA. Em terceiro lugar, os espectros de dois grupos 

(MDA-MB-231 + PepA 1μM e MDA-MB-231 + PepA 10μM) mostraram as 

mesmas bandas, significando que o PepA é capaz de inibir eficazmente a CatD 

nas duas concentrações testadas. 

 

4.3 Catepsina D cliva Anexina A1: um evento crucial na proliferação 

e invasão de células MDA-MB-231 



46	

	

Um estudo recente desenvolvido por nosso grupo de pesquisa sugere a 

associação entre os processos de clivagem de AnxA1 e agressividade e 

progressão de TNBC[46]. Embora a literatura destaque separadamente o papel 

de CatD e de AnxA1 clivada no câncer, este estudo é pioneiro em propor a 

correlação de ambos os eventos. 

A análise de Western Blotting da expressão de AnxA1 nas três linhagens 

(Figura 10A) revelou uma maior expressão de AnxA1 intacta (37KDa) nas 

células MDA-MB-231 em comparação com as células MCF-7 e MCF10-A. 

Nota-se também que AnxA1 clivada (fragmento de 35,5KDa gerado por CatD) 

é exclusivamente expressa em células de TNBC. Ademais, a 3 linhagens foram 

tratadas com PepA nas concentrações de 1 e 10μM. Como esperado, a 

referida droga causou inibição do processo de clivagem de AnxA1 em MDA-

MB-231. Além disso, a expressão de AnxA1 não se modificou em MCF-10A e 

MCF-7 após o tratamento com PepA, uma vez que é possível visualizar apenas 

a forma intacta de Anxa1 nestas células. De fato, o fragmento de 35,5KDa de 

AnxA1 gerado pela atividade de CatD exclusivamente expresso em células de 

TNBC. A partir disso, investigamos o efeito da inibição de CatD por PepA nos 

processos de proliferação, migração e invasão de MDA-MB-231. 

Primeiramente avaliou-se o efeito de PepA na proliferação celular 

através da quantificação coloração de CFSE. Os resultados (Figura 10B) 

demonstram que o tratamento com PepA restringiu apenas a proliferação de 

MDA-MB-231, indicando que CatD e AnxA1 (35,5KDa) são importantes para 

este processo. Adicionalmente, a análise da influência de PepA no processo de 

invasão celular foi feita através de ensaio de invasão de Matrigel utilizando a 

linhagem de células de TNBC tratadas com a droga (1μM e 10μM) por 24h 
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(Figura 10C). Comparando os tratamentos às células tratadas apenas com 

veículo (controle), relativamente representadas por 100% de invasão, PepA na 

concentração de 1μM reduziu a porcentagem de células invasivas MDA-MB-

231 para 40,75% e, quando tratadas com PepA 10μM, apenas 15,00% das 

células foram capazes de invadir o Matrigel. Adicionalmente, verificou-se a 

hipótese de que a inibição de CatD poderia afetar a migração celular por meio 

de ensaio wound-healing. De acordo com a Figura 10D, o tratamento com 

PepA não foi capaz de reduzir a capacidade de migração de MCF-10A e MCF-

7 mas em MDA-MB-231 a PepA diminuiu a migração celular em comparação 

com o controle. 

 

 

Figura 10. Inibição de CatD inibe a proliferação, migração e invasão de MDA-MB-
231. (A) Análise por meio de western blottingda expressão de AnxA1 emcélulas 
controle e tratadas por 24h com 1 e 10μM de PepA. AnxA1 intacta (37KDa) é 
detectada em todas as células e sua isoforma clivada (35,5KDa) é detectada apenas 
em MDA-MB-231. A Actina foi utilizada como controle interno da reação. (B) Análise 
de proliferação celular por meio de CFSE de MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 
tratadas com PepA (1μM, cinza e 10μM, vermelho) em comparação com células 
controle (preto). Os respectivos gráficos de barra correspondem a intensidade de 
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fluorescência de CFSE. A análise estatística foi baseada em triplicatas experimentais 
e biológicas e os dados estão expressos em barras com médias ± DP (**, p <0,01). (C) 
Análise de ensaio de invasão em Matrigel. O gráfico representa a porcentagem de 
células que invadiram em relação ao controle. A análise estatística foi baseada em 
triplicatas experimentais e biológicas e os dados estão expressos em barras com 
médias ± DP (**, p <0,01). (D) O potencial de migração foi avaliado por meio de 
Wound-Healing e as imagens demonstram células que migraram no tempo 0 h e após 
24h. Barras de escala = 200µm. 

 

Resumidamente, os resultados verificados na Figura 10 sustentam a 

hipótese de que CatD afeta a agressividade das células MDA-MB-231 através 

da clivagem de AnxA1. De fato, é comprovado que a sinalização autócrina de 

AnxA1 por seu peptídeo N-terminal sustenta capacidade invasiva em células 

de melanoma e BC [47][46] e, neste contexto, foi demonstrado até agora que 

em TNBC o bloqueio da clivagem de AnxA1 é essencial a redução das 

capacidades de proliferação, invasão e migração de células, e uma das 

explicações para este acontecimento é que tal bloqueio previne a ativação de 

vias de sinalização pelo peptídeo N-terminal de AnxA1. 

 

4.4 Inibição de Catepsina D é capaz de induzir apoptose e autofagia 

em MDA-MB-231 

Uma vez que AnxA1 clivada é expressa em MDA-MB-231 e necessária 

para a proliferação, migração e invasão destas células, a hipótese gerada foi 

de que CatD poderia prevenir a apoptose nas células de TNBC. Para essa 

investigação, as células MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 foram tratadas com 

PepA 1μM e 10μM por 24h e marcadas com AnexinaV-PE e 7-AAD. Neste 

contexto, sabe-se que AnexinaV liga-se à fosfatidilserina exposta externamente 

na membrana plasmática de células que estão no início do processo de 
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apoptose enquanto o 7-AAD é intercalante de DNA e se liga nas células que já 

estão com membranas plasmática e nuclear lisadas, acontecimentos 

decorrentes dos estágios finais de apoptose celular. 

A investigação por citometria de fluxo (Figura 11A) demonstrou que o 

processo de apoptose foi induzido por PepA apenas em células de TNBC. As 

células controle MDA-MB-231 obtiveram 99,8% de viabilidade (Annexin V−/ 7-

AAD-) (Figura 11B). No entanto, após a inibição da protease, a população de 

células em apoptose inicial (indicada por exposição de fosfatidilserina) 

aumentou significativamente (p <0,001) de 0% para 43,1% (tratamento PepA 

1μM) e para 47,5% (tratamento PepA 10μM). Com relação a células em 

processo de apoptose tardia, verificou-se que o percentual de eventos 

duplamente positivos para AnexinaV e 7-AAD aumentou significativamente de 

0,027%, no controle, para 13,9% (p <0,05) e 25,3% (p <0,001) entre células 

MDA-MB-231 submetidas a tratamento com PepA 1μM e 10μM, 

respectivamente. Em contraste, a inibição de CatD não contribuiu 

significativamente para a indução de apoptose em células MCF-10A e MCF-7, 

nas quais não há clivagem de AnxA1. Estes resultados indicam que CatD e a 

clivagem de AnxA1 podem proteger as células MDA-MB-231 de entrarem em 

processo de apoptose e demonstram que a inibição da clivagem de AnxA1, 

induzida por CatD, promove a morte celular apoptótica em 57% (PepA 1μM) a 

72,8% (PepA 10μM) de células de TNBC. 
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Figura 11. Inibição de CatD induz a apoptose em células MDA-MB-231. (A) A 
fração apoptótica de células MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 após 24h de 
tratamento com PepA (1µM e 10µM) comparada ao controle é mostrada, com números 
no quadrante inferior direito (apoptose precoce) e no quadrante superior direito 
(apoptose tardia). (B) Histograma representativo da taxa de apoptose precoce e tardia 
induzida por PepA. A análise estatística foi baseada em triplicatas técnicas e 
biológicas e os dados estão expressos em barras com médias ± DP. Asteriscos 
indicam diferença significativa com relação ao grupo controle (**, p <0,01; ***, p 
<0,001). 

 
Além do processo de apoptose, a morte celular programada conhecida 

como autofagia é um mecanismo de apoio para contornar a resistência de 

células refratárias à apoptose[62][63]. Ademais, evidências substanciais 

demonstram que a indução autofágica é um evento crucial de atividade 

antitumoral induzida por drogas[64][65]. Com o objetivo de investigar se a 

ativação do processo de apoptose por PepA estaria associada à ativação de 

autofagia, avaliou-se esta última por meio de coloração com MDC. Este 

composto é comumente empregado para a coloração de vacúolos autofágicos 

maduros, uma vez que é um marcador específico de autofagolisossomos. 
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Em células MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 controles (tratadas com 

veículo), foi detectada baixa frequência de vacúlos marcados com MDC (Figura 

12A). No entanto, em células de TNBC tratadas por 24h com PepA 1μM e 

10μM, foram detectados vacúolos marcados com MDC com intensidade de 

fluorescência 35,00 e 78,40, respectivamente (Figura 10B). Por outro lado, as 

células MCF-10A e MCF-7 não apresentaram marcação significativa de 

vacúolos autofágicos após o tratamento com PepA, indicando que essas 

células são insensíveis à inibição de CatD em relação à autofagia. 

 

 
Figura 12. A inibição de CatD promove a formação de vacúolos autofágicos em 
células MDA-MB-231. (A) Vacúolos autofágicos (azul) em células MCF-10A, MCF-7 e 
MDA-MB-231 corados com MDC após tratamento por 24h com PepA (1µM e 10µM) 
por 24h em comparação ao grupo controle. O tracejado demonstra a visão ampliada 
de parte do quadrante. Barras de escala = 200µm. (B) Histograma representativoda 
intensidade de fluorescência de MDC, determinada pelo software ImageJ. Os dados 
são expressos como a média ± DP de três experimentos independentes, n=15. 
Asteriscos (*) indicam diferença significativa do grupo controle (*, p <0,05; **, p <0,01; 
***, p <0,001).  
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Corroborando com as análises do processo de apoptose, os dados da 

Figura 12 demonstram que CatD desempenha um papel protetor também 

contra a autofagia, uma vez que a PepA induziu significativamente este 

processo em células MDA-MB-231. Em conjunto, estes resultados fornecem 

evidências substanciais de que a inibição de CatD induz tanto processos de 

apoptose quanto de autofagia em células MDA-MB-231. Interessantemente, 

estudos recentes revelam que existe uma forma de morte não apoptótica 

dependente de autofagia [66][67] e, com base nisso, o presente resultado 

indica que alguma porcentagem de células resistentes à apoptose tratadas 

com PepA (43% em tratamento com PepA 1μM e 27,2% no tratamento com 

PepA 10μM) pode ter se inviabilizado pelo processo de autofagia. 

 

4.5 Validação de modelos estruturais das interações Catepsina D / 

Anexina A1 e Catepsina D / Pepstatina A 

A interação CatD/AnxA1 permite a clivagem de AnxA1 gerando um 

fragmento de N-terminal e outro de 35,5KDa. Quando PepA bloqueia CatD 

(complexo CatD/PepA), a clivagem é inibida, reduzindo a agressividade das 

células MDA-MB-231. Portanto, para a avaliação conformacional dos 

complexos estudados no presente trabalho, foram realizados estudos de 

docking molecular in silico. 

Primeiramente, com o objetivo de analisar o complexo CatD/AnxA1, foi 

realizado um modelo de ancoragem proteína-proteína. O cluster de 

conformações resultantes apresentou 65 estruturas, sendo que a melhor delas 

apresentou Haddock score de -161,6 ± 6,4, medido em unidades arbitrárias, 

que considera as forças intermoleculares de van der Waals, eletrostática e 
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dessolvatação. Sabe-se que CatD, quando não inibida por PepA, se liga a no 

Trp12 de AnxA1 de maneira que aproxima o sítio catalítico de clivagem e, 

visualizando in silico este processo, a conformação obtida do docking 

demonstra a proximidade entre o Trp12 de AnxA1 e a díade catalítica de 

aspartatos de CatD (Figura 13A). No entanto, analisando a conformação da 

ancoragem CatD/AnxA1, é possível especular que poderia haver modificações 

estruturais ainda não descritas que tornariam os domínios N-terminais de 

AnxA1, especialmente Trp12, mais expostos a Asp33 e Asp231 para facilitar sua 

clivagem. 

 
Figura 13. Modelos moleculares dos complexos CatD / AnxA1 e CatD / PepA. (A) 
Docking molecular (proteína – proteína) de AnxA1 (azul) e CatD (verde). O tracejado 
indica ampliação do sítio ativo de protease próximo ao Trp12 de AnxA1. (B) Docking 
molecular (proteína – ligante) de CatD e PepA. O tracejado amplia a visão do sítio 
ativo de CatD bloqueado por PepA. Todas as proteínas são representadas no modelo 
cartoon, cujas espirais são alfa-hélices, as tiras representam folhas-beta e a superfície 
transparente indica a região da interface. (C) Imagem ampliada em um ângulo 
diferente para melhor demonstração das interações atômicas nas estruturas de PepA 
e CatD. A ligação OH de PepA interage com ácido carboxílico de Asp33 e Asp231 
(localizados no sítio ativo de CatD) com distâncias aproximadas de contato de 3,54 Å, 
2,83 Å, 2,832 Å e 2,60 Å. Os átomos estão representados em cores distintas 
(nitrogênio, azul escuro; oxigênio, vermelho; hidrogênio, branco; carbono, azul claro). 
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Em uma segunda abordagem, para confirmar a atividade de PepA e os 

principais átomos envolvidos na inibição de CatD previstos nos experimentos 

anteriormente mencionados foi realizado o docking de proteína-ligante 

(complexo CatD/PepA). O cluster apresentou 36 conformações de PepA e sua 

melhor estrutura apresentou energia de ligação de -9.5353 kcal mol-1 com 

CatD, sendo estruturalmente similar à conformação do ligante no complexo 

determinado por cristalografia. Como demonstrado na Figura 13B, quando 

CatD é inibida por PepA, o inibidor ocupa o sítio ativo da protease e, 

confirmando os achados do FTIR, os átomos sugeridos para participar da 

inibição (OH da PepA e ácido carboxílico dos resíduos de aspartato de CatD) 

estão fisicamente próximos. Além disso, em uma visão ampliada do complexo 

CatD / PepA (Figura 13C), o docking demonstrou que o Asp231 é protonado 

diferentemente do Asp33 que se encontra desprotonado. Esse resultado 

corrobora com o mecanismo de inibição de outras proteases aspárticas, a 

exemplo da protease aspártica encontrada no vírus linfotrópico de células T 

humanas tipo 1 (HTLV-1), na qual a inibição catalítica compreende um 

aspartato protonado e outro desprotonado, ambos localizados no sítio ativo[68], 

e que possui 45% de similaridade com a protease do Vírus da Imunodeficiência 

Humana (HIV)[69]. Concluindo, no sítio ativo da CatD, o Asp231 se encontra 

protonado, comportando-se como ácido, enquanto o Asp33 está desprotonado, 

comportando-se como base, permitindo assim a inibição da CatD pela ligação 

de OH localizada no inibidor PepA. 
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4.6 Expressão de Catepsina D define a sobrevida de pacientes com 

câncer de mama triplo negativo 

Uma vez que o papel de Catepsina D e seu mecanismo de inibição por 

meio de PepA em MDA-MB-231 já foi evidenciado, o próximo passo do 

presente trabalho foi investigar a sobrevida de pacientes acometidos por TNBC 

que continham alta e baixa expressão gênica de Catepsina D. 

Interessantemente, a análise de Kaplan-Meier Plotter[70][71] 

demonstrou claramente que a expressão elevada de Catepsina D nas 96 

pacientes do estudo acometidas por CMTN reduziu significativamente 

(p=0.045) a sobrevida global mediana em 120 meses ou 10 anos, de forma que 

após 40 meses, a probabilidade de sobrevivência de uma paciente acometida 

por TNBC com alta expressão de CTSD é de 40% enquanto que de uma 

paciente acometida pelo mesmo tumor com baixa expressão de CTSD é 60%. 

Ademais, após 80 meses, a probabilidade de sobrevivência das mesmas 

pacientes é de aproximadamente 35% (para células tumorais com alta 

expressão de CTSD) versus 60% para tumores TNBC com baixa expressão de 

CTSD.  
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Figura 14: Sobrevida global de pacientes com TNBC estimada através de 
Kaplan-Meier Plotter. A) O gráfico indica a sobrevida em 10 anos de 96 pacientes 
acometidos por TNBC com alta (vermelho) e baixa (preto) expressão de CatD. B) 
Número de pacientes sobreviventes de 0 a 120 meses, análise realizada a cada 20 
meses. 

 

No ano de 2000, a Catepsina D foi apontada como fator prognóstico do 

câncer de mama pelo Consenso do Colégio Americano de Patologistas e hoje 

o presente trabalho adiciona à essa abordagem um forte indício de que esta 

protease pode ser considerada também como fator de prognóstico para TNBC. 

Além disso, ampliando a visão, pode-se constatar que a redução da atividade 

de CTSD nos tumores TNBC por meio de tratamentos pode aumentar de 

maneira satisfatória a sobrevida das pacientes. 
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4.7 Perfil geral de CatD e marcadores de EMT em linhagens TNBC 

 O passo seguinte do presente trabalho foi aumentar o número de 

linhagens TNBC analisando, além de MDA-MB-231, outras células TNBC como 

BT-549, MDA-MB-468, HCC-1937, MCF-10A (não tumorigênica), MDA-MB-453 

e MDA-MB-157 e verificando seus perfis gerais de expressão proteica de CatD 

e de marcadores EMT. Para isso, primeiramente foi realizado western blotting 

visando a obtenção do perfil de expressão de CatD em todas as linhagens 

TNBC.  

De acordo com a Figura 15A, demonstrou-se que de todas as linhagens, 

a MDA-MB-231 é a que possui maior expressão da protease enquanto que as 

linhagens MDA-MB-468, HCC-1937, MCF-10A e MDA-MB-157 possuem perfis 

similares de expressão. Ademais, as linhagens BT-549 e MDA-MB-435 

possuem os menores níveis de expressão de CatD. 
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Figura 15. Expressão e atividade de CatD em linhagensTN. A) Expressão proteica 
de CatD acessada por meio de Western Blotting das células. Actina foi utilizada como 
controle da reação. Todos os dados são representativos de, no mínimo, três 
experimentos independentes. B) Atividade de CatD demonstrada em porcentagem de 
fluorescência referente às linhagens TN de BC. Os dados estão apresentados como a 
média ± desvio padrão, coletados de três experimentos independentes. C) Estatística 
referente aos gráficos apresentados na letra (B). *, p<0.05; **, p>0.01; ***, p>0.005. 

 

Adicionalmente, está claro na literatura que a CatD é uma protease ativa 

em pH<6[49], e por isso faz-se necessário analisar, além da expressão 

protéica, a atividade em cada uma das linhagens TNBC uma vez que a elevada 

expressão em uma célula não está necessariamente correlacionada a alta 

atividade da protease. Assim, tem-se nas figuras 15B e 15C o resultado da 

análise de atividade de CatD expresso em unidades relativas de fluorescência. 

Os dados evidenciam a maior expressão da protease em MDA-MB-231 

seguida por MDA-MB-157 e HCC-1937. Interessantemente, a linhagem não 
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tumorigênica MCF-10A possuiu significativamente a menor atividade de CatD, 

embora tenha uma expressão a níveis medianos da mesma. 

A literatura demonstra que CatD está envolvida na EMT [50] e, durante 

este processo, as células regulam negativamente marcadores epiteliais e 

positivamente marcadores mesenquimais. Assim, uma vez que o perfil de 

expressão proteica e a atividade da protease foram verificadas, o próximo 

passo foi a análise do perfil de expressão de marcadores de EMT. Assim, o 

presente trabalho avaliou a expressão de E-caderina, biomarcador de células 

com fenótipo epitelial; e Vimentina e CD44, marcadores de células 

mesenquimais. 
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Figura 16. Análise do perfil de marcadores epiteliais e mesenquimais e da 
capacidade de formação de mamosferas de células TN. A) Expressão proteica de 
E-caderina, Vimentina e CD44 acessada por meio de Western Blotting das células. 
Tubulina foi utilizada como controle da reação. Todos os dados são representativos 
de, no mínimo, três experimentos independentes. B) Quantificação de mamosferas 
formadas após 14 dias a cada 10000 células analisadas. Os dados estão 
apresentados como a média ± desvio padrão, coletados de três experimentos 
independentes. C) Estatística referente aos gráficos apresentados na letra (B). *, 
p<0.05; **, p>0.01; ***, p>0.005. D) Imagens representativas das mamosferas 
formadas por cada uma das células analisadas. Magnificação utilizada: x20. 

 
A figura 16A demonstra que a expressão de E-caderina foi baixa na 

maioria das células tendo sua maior expressão em HCC-1937 e nas células 

MDA-MB-468 e MCF-10A nota-se que há expressão relativamente inferior a 
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HCC-1937 porém maior que as outras linhagens. Ademais, pesquisas 

evidenciam que a expressão de marcadores mesenquimais em linhagens 

celulares tumorais está correlacionada à uma maior agressividade das mesmas 

[28] e, neste contexto, Vimentina se demonstrou mais expressa em MDA-MB-

231, BT-549 e MDA-MB-157. Ademais, CD44 se demonstrou mais expresso 

em MDA-MB-231, MDA-MB-468 e MDA-MB-157. 

 O ensaio de formação de mamosferas é um método muito importante 

para mensurar a formação de tumores formados por células-tronco[72]. 

Estudos evidenciam que as células-tronco tumorais podem suportar o processo 

de apoptose visando formar as mamosferas por um processo caracterizado por 

auto-renovação ilimitada[73][74]. Neste contexto, há indícios na literatura de 

que o processo de EMT aumenta a população de células-tronco cancerosas 

[28]e então o próximo experimento do presente trabalho foi o ensaio de 

formação de mamosferas em todas as linhagens TN. As figuras 16B e 16C 

demonstram que as linhagens MDA-MB-231 e MDA-MB-157 possuem maior 

capacidade de formação de mamosferas comparadas as demais células 

chegando a formarem 280 e 250 mamosferas a cada população de 10000 

células, respectivamente. Nota-se também que as linhagens MDA-MB-468, 

MCF-10A e MDA-MB-453 demonstraram menores capacidades de formação 

das esferas. Como visualizado na figura 16D, a morfologia das mamosferas 

pode ser diferente em distintas linhagens celulares uma vez que cada célula 

possui expressão gênica própria que determina seu fenótipo e o modo como se 

arranjam para formarem tais microesferas. 

Em um panorama geral, as células MDA-MB-231 e MDA-MB-157 

demonstraram maior expressão e atividade de Catepsina D, maior expressão 
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de marcadores mesenquimais Vimentina e CD44 e maior capacidade de 

formação de mamosferas. Essas duas linhagens possuem em comum o fato de 

serem consideradas do tipo TN Basal-B[75] e estudos demonstram que esta 

classificação engloba as células TN mais agressivas uma vez que possuem 

maior perfil mesenquimal quando comparadas a outras linhagens CMTN, maior 

capacidade de invasão e menor diferenciação celular[76][77]. Diante da análise 

dos dados expostos, o próximo objetivo do presente trabalho se baseou em 

formular distintas estratégias eficazes de inibição da protease CatD nas células 

mais agressivas com maior expressão da mesma (MDA-MB-231 e MDA-MB-

157) e verificar as consequências da inibição da protease no perfil de 

expressão de marcadores EMT. 

 

4.8 Estratégias visando inibição efetiva de expressão e/ou atividade 

de CatD nas células agressivas TNBC 

Uma vez que foi evidenciado o papel da CatD na agressividade de 

células TNBC, o presente trabalho delineou novas estratégias a nível gênico e 

proteico para inibição desta protease. Embora PepA tenha sido utilizada para 

demonstrar o papel da CatD na agressividade de MDA-MB-231 e desvendar a 

nível atômico os elementos envolvidos nesta inibição, é estabelecido em 

literatura que o potencial de PepA é limitado devido a sua baixa penetração 

intracelular[57]. Assim, além do tratamento com PepA, inibidor padrão de CatD, 

no presente trabalho estabeleceu-se duas estratégias adicionais visando inibir 

CatD, sendo que uma se deu a nível gênico através do bloqueio da expressão 

de CatD por meio de shRNA e outra se deu a nível proteico com a modificação 

estrutural de PepA, com a adição de um componente químico denominado 
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Ácido Borônico, objetivando aumentar a penetração intracelular da droga. A 

Figura 17 traz a comparação da estrutura de PepA com a estrutura de PepA 

modificada com BoA. 

 
Figura 17.Estruturas químicas das drogas utilizadas para inibição de CatD. A) 
PepA. B) PepA-BoA 

 
O objetivo da adição de BoA foi aproveitar de suas propriedades 

farmacológicas favorecendo o aumento da eficácia de PepA ao torna-la mais 

penetrável intracelularmente visto que este ácido possui a capacidade de 

facilitar o transporte de substancias através de membranas lipofílicas[78]. 

Adicionalmente,as propriedades eletrônicas e físico-químicas do Boro o tornam 

um análogo do Carbono [59]favorecendo a ligação de BoA de maneira 

específica ao sítio catalítico da protease CatD[58],teoricamente inibindo-a de 

maneira mais eficaz,quando comparada à PepA sozinha. 
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O passo posterior do presente trabalho baseou-se em avaliar se a droga 

PepA-BoA seria capaz de penetrar eficientemente nas linhagens agressivas 

MDA-MB-231 e MDA-MB-157 uma vez que ela foi desenhada para ser mais 

eficiente que PepA, cuja desvantagem é justamente a baixa capacidade de 

penetração intracelular. Assim, para esta verificação, utilizou-se um corante 

denominado Vermelho de Alizarina que é capaz de ligar-se a BoA [79] presente 

na droga PepA-BoA. 

 

Figura 18. PepA-BoA penetra eficientemente nas células MDA-MB-231 e MDA-
MB-157. A) A capacidade de penetração de PepA-BoA foi examinada por meio da 
marcação com Vermelho de Alizarina. B) Quantificação da intensidade de Vermelho 
de Alizarina em unidades arbitrárias (u.a.) determinadas por análise de 25 células no 
software ImageJ. Os dados estão apresentados como a média ± desvio padrão, 
coletados de três experimentos independentes. A estatística foi realizada comparando 
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os tratamentos com os respectivos controles. *, p<0.05; **, p>0.01; ***, p>0.005.  

 

A figura 18A demonstra as imagens referentes aos testes em células 

MDA-MB-231 e MDA-MB-157 em aumentos de 10x e 20x. O controle é 

formado por células tratadas com PepA sem BoA enquanto que os tratamentos 

com a droga sintética foram nas dosagens de 5 e 50μM visando identificar se 

PepA-BoA poderia penetrar nas células em dosagens bem distintas. Como 

visto, PepA foi capaz de penetrar nas células nas duas doses testadas e, de 

acordo com a figura 18B, a quantificação de Vermelho de Alizarina em 

unidades arbitrárias se mostrou significativamente maior nos grupos tratados 

quando comparados aos respectivos controles. 

Uma vez que se verificou que a droga PepA-BoA é capaz de penetrar 

nas células, objetivou-se demonstrar se esta penetração seria maior ou menor 

que a da droga PepA por meio de ensaio funcional de atividade da protease 

CatD. Assim, as células MDA-MB-231 e MDA-MB-157 foram submetidas a 

tratamentos de 24, 48 e 72h com PepA e PepA-BoA nas doses de 5, 10, 20, 

30, 40 e 50μM. 
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Figura 19. A atividade de CatD é eficientemente inibida em MDA-MB-231 e MDA-
MB-157 de maneira dose-dependente. Foram testadas as doses 5, 10, 20, 30, 40 e 
50uM após (A) 24h, (B) 48h e (C) 72h de tratamento com PepA (preto) ou PepA-BoA 
(vermelho). Os dados estão apresentados como a média ± desvio padrão, coletados 
de três experimentos independentes. A estatística foi realizada comparando drogas 
diferentes na mesma dose, tempo e célula. *, p<0.05; **, p>0.01; ***, p>0.005.  

 
Interessantemente, como demonstrado na Figura 19, o ensaio funcional 

demonstrou que em absolutamente todos os casos, considerando 24, 48 e 72h 

e todas as doses testadas, a droga acoplada com BoA foi capaz de inibir mais 

eficientemente a atividade de CatD. É interessante observar que as maiores 

disparidades significativas de efeito entre PepA e PepA-BoA foram observadas 

nas doses de 5 e 10μM e, embora na dose de 50μM não haja disparidade tão 
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significativa, esta foi responsável por quase anular a atividade de CatD em 

todos os tempos testados. Portanto, para os ensaios posteriores a este 

experimento foram eleitas a serem testadas as dosagens de 5, 10 e 50μM 

visando avaliar seus efeitos na viabilidade, invasão, proliferação, formação de 

mamosferas e perfil de marcadores EMT nas células TNBC mais agressivas. 

 

4.9 PepA-BoA é mais eficaz que PepA em reduzir a agressividade 

de MDA-MB-231 e MDA-MB-157 

 Uma vez que PepA-BoA se mostrou mais eficaz em inibir a atividade de 

CatD quando comparado a PepA, os próximos passos foram avaliar a 

viabilidade celular e as capacidades de migração, invasão e proliferação das 

células agressivas após tratamento com as referidas drogas. Todos os ensaios 

foram realizados após 72h pois este é o tempo ideal para a modulação do perfil 

de marcadores EMT nas células tumorais[80] foco do presente trabalho. 

 Primeiramente, o ensaio MTT foi utilizado para acessar a viabilidade das 

células após 72h de tratamento com PepA e PepA-BoA em MDA-MB-231, 

MDA-MB-157 e neste experimento a linhagem TN não tumorigênica MCF-10A 

também foi utilizada. Os resultados de MDA-MB-231 demonstram que a PepA 

só foi significativamente capaz de reduzir a viabilidade celular na maior 

dosagem utilizada (50μM) enquanto que PepA-BoA foi capaz de reduzir a 

viabilidade celular nas dosagens de 10 e 50μM para 40% e 23%, 

respectivamente, sendo que a dosagem de 10μM foi citotóxica para 60% das 

células e a dosagem de 50μM foi citotóxica para 77% das células. Com relação 

à MDA-MB-157, os resultados demonstram que as dosagens de 10 e 50μM de 

PepA foram suficientes para reduzir a viabilidade das células para 64% e 50%, 
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respectivamente enquanto que PepA-BoA foi capaz de reduzir a viabilidade de 

MDA-MB-157 nas mesmas doses, atingindo citotoxicidade de 40% para a dose 

de 10μM e 60% para a dose de 50μM. Interessantemente, os compostos não 

foram capazes de reduzir significativamente a viabilidade das células não 

tumorigênicas MCF-10A fato que se torna o primeiro indício de que tais 

compostos podem ter efeitos colaterais reduzidos in vivo. Embora PepA e 

PepA-BoA não tenham sido citotóxicas para MCF-10A, foram citotóxicas para 

MDA-MB-231 e MDA-MB-157, mesmo que de maneira distinta, o que pode ser 

explicado pela diferença de expressão de CatD nas linhagens, ou seja, os 

compostos foram citotóxicos para as células que possuem maior expressão de 

CatD (MDA-MB-231). 
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Figura 20. Inibição de CatD reduz a viabilidade de células de TNBC MDA-MB-231 
e MDA-MB-157.Viabilidade de células A) MDA-MB-231, B) MDA-MB-157 e C) MCF-
10A após tratamento com PepA e PepA-BoA nas concentrações de 5, 10 e 50μM. As 
estatísticas foram feitas com relação ao controle. Os dados estão apresentados como 
a média ± desvio padrão, coletados de três experimentos independentes. *, p<0.05; 
**, p>0.01; ***, p>0.005. 
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Após o ensaio de citotoxicidade, foi realizado o ensaio de migração nas 

células de TNBC MDA-MB-231 e MDA-MB-157. Em MDA-MB-231, PepA e 

PepA-BoA foram capazes de reduzir significativamente a taxa de migração das 

células em todas as doses testadas comparadas com o controle da reação. 

PepA em dose de 5μM foi capaz de reduzir a migração para 50% do controle, 

10uM reduziu para 40% do controle e 50μM reduziu esta taxa para 25% do 

controle. PepA-BoA foi capaz de reduzir a migração de MDA-MB-231 para 30% 

do controle na menor dose (5μM), 20% do controle na dose de 10μM e o 

melhor resultado obtido foi a redução de 90% da taxa de migração, alcançando 

um resultado de 10% do controle para a dosagem de 50μM. Com relação às 

células MDA-MB-157, as duas drogas testadas também se mostraram eficazes 

na redução da migração celular. PepA em 5μM reduziu para 50% do controle a 

taxa de migração enquanto que a dose de 10μM reduziu para 45% do controle 

e finalmente a dose de 50μM atingiu redução de 25% do controle. PepA-BoA 

demonstrou redução para 30% do controle na menor dose testada (5μM), para 

a dose de 10μM a redução foi com relação a 15% do controle e finalmente o 

melhor resultado foi obtido com a maior dose (50μM) atingindo, similarmente 

ao observado em MDA-MB-231 na mesma dose com a mesma droga, 90% de 

redução da taxa de migração, chegando a obter taxa de migração de somente 

10% do controle. 
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Figura 21. Inibição de CatD por PepA e PepA-BoA reduz migração, invasão e 
proliferação de células MDA-MB-231 e MDA-MB-157. A) Migração de células MDA-
MB-231 e B) MDA-MB-157 com as respectivas estatísticas após 72h de tratamento. C) 
Invasão de células MDA-MB-231 e D) MDA-MB-157 com as respectivas estatísticas 
após 72h de tratamento. E) Proliferação de células MDA-MB-231 e F) MDA-MB-157 
após 24, 48 e 72h de tratamento. As estatísticas foram feitas com relação ao controle. 
Os dados estão apresentados como a média ± desvio padrão, coletados de três 
experimentos independentes. *, p<0.05; **, p>0.01; ***, p>0.005. 

 
 Em trabalhos científicos que visam a pesquisa de drogas antitumorais é 

interessante observar taxas de migração e invasão de maneira conjunta, e 

então o próximo passo foi a verificação da taxa de invasão das células TNBC 

agressivas submetidas à inibição de CatD. De acordo com as Figuras 21C e 

21D, nota-se que todos os tratamentos feitos em MDA-MB-231 reduziram a 

capacidade de invasão desta célula. PepA reduziu a invasão a 45% do controle 

na dose de 5μM, 37% na dose de 10μM e 30% na dose de 50μM. A mesma 
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droga acoplada à BoA teve resultados mais satisfatórios reduzindo a 25% com 

relação ao controle a invasão das células na menor dose (5μM), 12% na dose 

intermediária (10μM) e finalmente alcançando o resultado de redução de 95%, 

caindo para apenas 5% da taxa de invasão do controle com dose de 50μM. 

Analisando o comportamento das células MDA-MB-157, têm-se que, como na 

MDA-MB-231, todos os tratamentos também foram capazes de reduzir 

significativamente a capacidade de invasão das células. PepA reduziu a 40% 

do controle na dose de 5μM, 30% na dose de 10μM e 25% na maior dose de 

50μM enquanto que PepA-BoA foi capaz de reduzir na menor dose (5μM) 30% 

do controle, em 10μM reduziu a taxa de invasão para 15% do controle 

chegando ao melhor resultado, na maior dosagem (50μM), a 10% do controle, 

atingindo redução de 90% da taxa de invasão desta célula TNBC agressiva e 

altamente invasiva. 

 O presente trabalho também acessou a taxa de proliferação das células 

TNBC Basal-B MDA-MB-231 e MDA-MB-157 após tratamento com as drogas 

PepA acoplada ou não à BoA. Os resultados obtidos nas células MDA-MB-231 

demonstram que os únicos tratamentos que reduziram a taxa proliferação de 

maneira significativa ao controle foram PepA e PepA-BoA em doses de 10 e 

50μM. Com relação às células MDA-MB-157, somente a dose de 50μM foi 

eficaz para redução da proliferação celular de ambas as drogas. 

Em conjunto, os dados apresentados reafirmam o papel de CatD na 

agressividade destas células testadas visto que, ao inibi-la de maneira 

eficiente, nota-se redução da agressividade de MDA-MB-231 e MDA-MB-157 é 

reflexo da redução nas taxas de viabilidade, migração, invasão e proliferação 

celular. Assim, diante de tais evidências, o próximo passo do presente trabalho 
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se baseou na investigação da modulação de expressão proteica destas células 

causada pela inibição de CatD.  

 

4.10 Inibição de CatD e seu papel na modulação de marcadores 

EMT em MDA-MB-231 e MDA-MB-157 

As células MDA-MB-231 e MDA-MB-157 são consideradas TN e Basal-B 

e possuem como uma das características principais o perfil predominantemente 

mesenquimal em detrimento do epitelial[77]. Neste contexto, vários estudos já 

descreveram o papel das Catepsinas e, particularmente, da CatD, na 

EMT[50][52]. Assim, diante de tais evidências, uma vez que a inibição da 

referida protease se demonstrou eficaz na redução da agressividade de duas 

linhagens mais agressivas de TNBC, analisou-se as consequências 

moleculares da inibição de CatD (gênica, por meio de shRNA, e proteica, por 

meio de PepA e PepA-BoA) em termos de expressão proteica de marcadores 

de EMT em MDA-MB-231 e MDA-MB-157. Adicionalmente, visualizou-se a 

modificação fenotípica das células nos períodos pré e pós tratamento. 

Primeiramente, a análise de MDA-MB-231 considera que estas células 

tiveram o nocaute de CatD confirmado por meio do Western Blotting de CatD 

tratada com sh-CatD. A análise de Vimentina, um marcador mesenquimal 

upregulado em EMT e responsável por se ligar a proteínas motoras, 

aumentando a capacidade de migração e invasão celular, demonstra que os 

tratamentos com PepA nas doses de 5, 10 e 50μM foram capazes de reduzir a 

expressão da proteína. Notavelmente, porém, os tratamentos com PepA-BoA e 

sh-CatD foram mais eficazes na redução da expressão deste marcador embora 

sh-CatD tenha reduzido mais esta expressão do que qualquer dose de 
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PepA.Os dados obtidos no experimento de marcação de Vimentina em 

Western Blotting foram confirmados por imunofluorescência, demonstrada nas 

Figuras 22E e 22F, na qual a Vimentina foi marcada em vermelho e em azul 

estão marcados os núcleos celulares com o corante DAPI. Nestas imagens é 

interessante notar, além da marcação de Vimentina, que a inibição de CatD é 

capaz de reduzir a viabilidade celular e, no caso de PepA-BoA e sh-CatD, é 

capaz também de modificar a morfologia das células, tornando-as 

majoritariamente cuboides ao invés de fusiformes, como nos controles. 
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BoA possuiu uma redução bem mais expressiva de CD44 nas doses de 10 e 

50μM, maiores até que o a inibição gênica via tratamento com sh-CatD. Outro 

marcador testado foi a E-caderina, de caráter epitelial, envolvido na regulação 

de adesão célula-célula[82], que promove a estabilização das junções 

aderentes e é downregulado no processo de EMT[28]. A análise deste 

marcador demonstrou que a inibição de CatD por PepA aumentou a sua 

expressão, porém o tratamento com PepA-BoA e sh-CatD aumentou 

similarmente e expressivamente a marcação de E-caderina. Tais resultados 

foram confirmados pela imunofluorescência demonstrada na Figura 21F, na 

qual a E-caderina está marcada pela cor verde e os núcleos celulares pela cor 

azul (DAPI). 

Em resumo, os dados demonstraram que a inibição de CatD é capaz de 

modular a expressão de MDA-MB-231 de forma a regular positivamente o 

marcador epitelial E-caderina e negativamente os marcadores mesenquimais 

Vimentina e CD44. Adicionalmente, é notável que o tratamento com PepA-BoA 

é mais eficaz,quando comparado ao tratamento com PepA, e se mostrou 

similar à inibição gênica de CatD por meio de shRNA fato que confirma mais 

uma vez a eficácia do BoA acoplado à droga na inibição da protease. Assim, 

ao visualizar a morfologia das células, nota-se que após tratamento com PepA-

BoA e com sh-CatD, as células passam de um formato predominantemente 

fusiforme para cuboide, e isso é consequência da redução na capacidade de 

migração e invasão destas células conferida pela modulação da expressão 

proteica. 

A análise de MDA-MB-157 revela, primeiramente, que teve o nocaute 

gênico bem-sucedido por meio da análise de Western Blotting de CatD. De 
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fato, a expressão de Vimentina nestas, células visualizada tanto por Western 

Blotting e confirmada por Imunofluorescência, reduziu fracamente após 

tratamento com PepA e PepA-BoA, sendo que após o tratamento com sh-CatD 

houve maior redução deste marcador de caráter mesenquimal. Adicionalmente, 

a expressão do segundo marcador mesenquimal analisado CD44 reduziu 

fracamente após tratamento com as duas drogas, e, pela análise, nota-se que 

houve maior redução com a dose de 10μM de PepA-BoA e, além disso, esta se 

mostrou similar ao tratamento de nocaute gênico. A E-caderina foi o único 

marcador de caráter epitelial testado e demonstrou aumento na sua expressão, 

acessado por meio de Western Blotting e Imunofluorescência, quando 

comparado ao controle, após as células terem sido submetidas ao tratamento 

com doses de 50μM de PepA e PepA-BoA. De acordo com a Figura 23B, é 

notório que o nocaute gênico de CatD foi mais eficaz que qualquer tratamento 

na regulação positiva da expressão de E-caderina.Confirmando a modulação 

da expressão proteica derivada do processo de inibição de CatD, é válida a 

observação da modificação morfológica das células MDA-MB-157,por meio da 

Figura 23A e da imagem demonstrada na Imunofluorescência (Figuras 23 E e 

23F),visto que o tratamento com PepA-BoA e shCatD transformou as células, 

que antes tinham aspecto fusiforme, em células com característica cuboide.  
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Figura 23. Inibição e nocaute de CatD reduz EMT em células MDA-MB-157. A) 
Imagens (ampliadas em 10 e 20 vezes) das células tratadas após 72h com PepA 
(10μM), PepA-BoA (10μM) e sh-CatD. Análise de Western Blotting após 72h de 
tratamentos com B) PepA, C) PepA-BoA e D) sh-CatD de CatD, Vimentina, CD44 e E-
caderina. Actina e Tubulina foram utilizadas como controle de reação. 
Imunofluorescência de E) Vimentina e F) E-caderina de células tratadas com PepA, 
PepA-BoA e sh-CatD (x20). Todos os resultados apresentados são representativos 
de, no mínimo, 3 experimentos independentes. 

 
Ao comparar a modulação de expressão proteica gerada pela inibição 

de CatD nas células MDA-MB-231 e MDA-MB-157, têm-se que a primeira 

respondeu de maneira mais satisfatória, regulando negativamente os 

marcadores mesenquimais testados (Vimentina e CD44) e positivamente o 

marcador epitelial (E-caderina). Tal fato se explica pela diferença de expressão 

de CatD nestas duas linhagens pois, embora ambas tenham tal protease 

superexpressa, é notável que a MDA-MB-231 possui maior expressão (Figura 

15A) e, por isso, responde de maneira mais pronunciada à inibição efetuada 

pelo presente trabalho. 

A partir destes resultados obtidos e analisados, o próximo passo do 

presente trabalho se baseou em focar na linhagem que mais respondeu à 

inibição de CatD para realização de ensaios adicionais visando verificar o 
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comportamento desta linhagem em arranjos tridimensionais frente ao 

tratamento com as drogas propostas.  

 

4.11 Efeito da inibição de CatD no arranjo tridimensional de MDA-

MB-231 

As células MDA-MB-231 são conhecidas por formarem estruturas de 

caráter altamente invasivo e agressivo quando cultivadas em arranjos 

tridimensionais[83][84]. Assim, para determinar se a inibição de CatD seria 

capaz de impactar, além de estruturas bidimensionais, as estruturas 

tridimensionais da linhagem TNBC, as células foram cultivadas em cultura 3D 

com Matrigel e submetidas a tratamentos com PepA, PepA-BoA e sh-CatD. 

Primeiramente, de acordo com a Figura 24A, as células dos grupos controle 

demonstraram morfologia do tipo fusiforme, de caráter invasivo enquanto que 

as células tratadas cresceram predominantemente em estruturas compactas, 

cuboides, arredondadas e com contorno bem definido, indicando a perda de 

morfologia invasiva. Ademais, células tratadas com inibidores de CatD tiveram 

crescimento significativamente menor quando comparadas às células controle 

(Figura 24B). 
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Figura 24. A inibição de CatD em MDA-MB-231 modifica a morfologia celular, 
suprime a proliferação e formação de mamosferas em cultura 3D. A) Imagens 
(ampliadas em 10 e 20 vezes) das células tratadas após 72h com PepA (10μM), 
PepA-BoA (10μM) e sh-CatD. B) Proliferação celular após 72h de tratamento com 
PepA (10μM), PepA-BoA (10μM) e sh-CatD. C) Capacidade de formação de 
mamosferas após 72h de tratamento com PepA (10μM), PepA-BoA (10μM) e sh-
CatD. As estatísticas foram feitas com relação ao controle. Os dados estão 
apresentados como a média ± desvio padrão, coletados de três experimentos 
independentes. *, p<0.05; **, p>0.01; ***, p>0.005. 

 
A capacidade de formação de mamosferas de uma cultura é capaz de 

gerar indícios sobre sua população de células-tronco tumorais[74] e, por isso, 

este ensaio foi realizado em cultura tridimensional de MDA-MB-231. De acordo 

com a Figura 24C, PepA não foi capaz de inibir a formação de mamosferas 

enquanto que a mesma droga acoplada à BoA reduziu esta formação em 75% 

e 78% com relação ao controle nas doses de 10μM e 50μM, respectivamente. 

Quando a CatD foi inibida a nível gênico, a formação de mamosferas se 

reduziu a 80% do controle. Assim, por não se diferenciar estatisticamente da 
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dose de 50μM, a dose de 10μM de PepA-BoA foi eleita para gerar o panorama 

ampliado de expressão proteica de marcadores de EMT. Esta análise proteica 

foi realizada após tratamento com PepA-BoA (sempre comparada à PepA) e 

shCatD. 
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Figura 25. Inibição de CatD é capaz de modular a expressão de marcadores de 
EMT em MDA-MB-231 em cultura 3D. Análise feita por meio de Western Blotting de 
proteínas totais das células após serem tratadas com PepA (10μM), PepA-BoA 
(10μM) e sh-CatD e crescerem em cultura 3D. Foram analisadas as expressões de 
CatD, Vimentina, CD44, E-caderina, ki67, EGFR, RON, Fibronectina e Beta-catenina. 
Actina e Tubulina foram utilizadas como controle da reação. Todas as imagens 
apresentadas são representativas de, no mínimo, 3 experimentos independentes. 

 
A expressão do marcador mesenquimal Vimentina reduziu após 

tratamento tanto com PepA-BoA como com shCatD. A inibição de CatD 

também fori capaz de reduzir a expressão de CD44, um marcador de células-

tronco tumorais[73]. E-caderina, um marcador de caráter epitelial[82], teve sua 

expressão regulada positivamente após tratamento com PepA-BoA e shCatD. 

A proteína produzida durante a fase ativa da proliferação celular, ki67[39], teve 

a expressão reduzida em todos os tratamentos, indicando que o tratamento 

pode interferir na capacidade de divisão destas células. O EGFR, importante 

alvo para tratamento anti-tumoral em vários tipos de câncer, está relacionado 

ao crescimento e sobrevivência celular[85][86] e teve sua expressão reduzida 

efetivamente após tratamento com PepA-BoA e shCatD. Outro tipo de receptor 

tirosina quinase que está envolvido com o caráter mesenquimal das 

células[87][88], RON, foi regulado negativamente após tratamento com PepA-

BoA e shCatD.Por fim, a avaliação de Fibronectina, capaz de promover a 

expressão de metaloproteases que degradam o colágeno da matriz 

extracelular mamária, favorecendo fenótipo invasivo[89], foi regulada 

negativamente em todos os tratamentos.  

Em conjunto, os dados apresentados sugerem que a inibição de CatD 

por PepA-BoA (10 e 50μM) e por shCatD são capazes de reduzir a expansão 

das células-tronco tumorais dependentes do processo de EMT. Além disso, os 
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dois tratamentos citados (PepA-BoA e shCatD) se comportam de maneira 

similar demonstrando que a droga acoplada à BoA possui boa capacidade de 

penetração nas células, diferentemente do que é relatado para PepA, e 

também é eficaz na inibição de CatD. Por fim, os resultados obtidos neste 

arranjo tridimensional de MDA-MB-231 indicam que a inibição de CatD no 

microambiente tumoral pode ser uma barreira efetiva para repressão de EMT.  
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5. Discussão 

Embora muito esforço seja direcionado à descoberta de terapias para 

TNBC, o sucesso em discriminar os eventos críticos que estabelecem as 

características peculiares desse subtipo de BC tem sido limitado [90]. Assim, é 

crucial investigar mecanismos moleculares críticos e específicos deste tipo de 

tumor, visando fornecer embasamento para desenvolvimento de terapias-alvo 

visto que TNBC representa o subtipo mais agressivo de câncer de mama, 

sendo responsável por alta incidência de metástases, altos níveis de 

recorrência tumoral e alta taxa de mortalidade[17][20]. Vários estudos prévios 

evidenciaram a atividade pró-tumoral de CatD em diversos tipos de câncer 

[50][52][91][53]mas nenhum demonstrou até hoje que uma das principais 

causas para o favorecimento da agressividade tumoral acarretada por altos 

níveis de expressão de CatD está ligada à capacidade desta protease clivar 

AnxA1. No presente estudo demonstrou-se que CatD pode ser considerado 

alvo terapêutico para tratamento de tumores TNBC que apresentam 

características similares à célula MDA-MB-231, uma vez que a inibição desta 

CatD repercute na remodelação de vários marcadores de EMT, tornando as 

células menos agressivas. 

Primeiramente, demonstrou-se que CatD e AnxA1 são altamente 

expressas em células MDA-MB-231 comparadas com MCF-10A e MCF-7, e 

adicionalmente, pela primeira vez evidenciou-se que a expressão de ambas as 

proteínas está associada uma vez que a linhagem nocauteada para AnxA1 

exibiu redução da expressão de CatD. Neste contexto, a literatura relata a 

superexpressão de CatD na mesma linhagem TNBC quando comparada a 

MCF-7 [92] e, além disso, outros estudos comprovam a alta expressão de 
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AnxA1 em MDA-MB-231[46] e a correlação desta proteína com a capacidade 

de invasão e migração de células de BC[93], o que confirma os resultados 

obtidos. É válido notar que, por um lado, algumas pesquisas evidenciam a 

importância de CatD na formação de metástases, invasão e angiogênese 

tumoral; por outro lado, estudos lançam AnxA1 como alvo terapêutico tendo em 

vista o seu papel na agressividade do câncer. Interessantemente, o presente 

estudo uniu partes que estavam antes separadas na literatura fornecendo 

fortes evidências sobre a associação de expressão e de atividade entre AnxA1 

e CatD e, principalmente, sobre a função disso no estabelecimento da 

agressividade tumoral. 

Vários estudos publicados relatam evidências que justificam o resultado 

encontrado no presente trabalho de que em MDA-MB-231 há superexpressão 

de CatD. A CatD é uma proteína que possui papel funcional na progressão do 

câncer atuando principalmente nos processos de mitogênese, invasão, 

metástase e angiogênese[61][94][95]. Estudos afirmam que CatD é capaz de 

degradar componentes de matriz extracelular, uma vez que no microambiente 

tumoral, a protease secretada se torna ativa sob condições ácidas, devido à 

hipóxia e produção de lactato pelas células tumorais, e, à medida que a matriz 

é degradada, vários fatores de crescimento são liberados, como VEGF, 

aumentando angiogênese e, consequentemente, a metástase[95][50][52]. 

Adicionalmente, a protease é também capaz de degradar e, 

consequentemente, inativar quimiocinas como proteínas inflamatórias de 

macrófago (MIP) 1-α (CCL3)[96], 1-ß (CCL4)[96] e a quimiocina expressa em 

tecido linfoide secundário (SLC) (CCL21)[96], podendo influenciar na 

atenuação da resposta imune antitumoral. CatD também está envolvida no 
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processo de angiogênese tumoral uma vez que sua expressão estromal está 

associada à formação de microvascularização em carcinomas ovarianos[97] e 

mamários[98] e isto pode ocorrer pois a protease tem a capacidade de facilitar 

a liberação de Fator Básico de Crescimento de Fibroblastos (FGF) pró 

angiogênico dos componentes da matriz extracelular[99]. Assim, como MDA-

MB-231 é linhagem que representa o subtipo mais agressivo de BC e, in vivo, 

possui alta capacidade mitogênica, de invasão, proliferação e 

angiogênese[76][100], isso justifica em partes sua alta expressão de CatD. 

A AnxA1 é uma proteína, além de CatD, que atrai muita atenção na 

oncologia molecular uma vez que é capaz de induzir metástases, angiogênese 

e se correlaciona com a progressão de vários tipos de câncer[45]. Além disso, 

é descrita por se associar à piores prognósticos de BC e baixas taxas de 

sobrevivência[43][101]. Evidências apontam que em células MDA-MB-231, 

AnxA1 clivada é altamente expressa, facilmente secretada e, extracelularmente 

é capaz de ativar de maneira autócrina seu receptor FPR1 acarretando em 

aumento de fluxo de Cálcio intracelular, aumento da ativação de ERK, aumento 

das taxas de sobrevivência, migração e invasão celular, favorecendo a 

agressividade tumoral [46]. Os resultados apresentados no presente trabalho 

corroboram com essas evidências uma vez que apresentam alta expressão de 

AnxA1 clivada em MDA-MB-231, consequência da ação de CatD, quando 

comparada à MCF-10A e MCF-7. Ademais, tais resultados embasam e 

justificam a correlação encontrada entre a expressão de CatD e AnxA1. Diante 

disso, foi lançada a hipótese de que a inibição de CatD por PepA poderia ser 

eficaz para, primeiramente, inibir a clivagem e sinalização de AnxA1 e, 

consequentemente, inibir o comportamento agressivo das linhagens TNBC.  
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Interessantemente, o tratamento de MDA-MB-231 com PepA teve 

grande efeito na morte celular, visto que aumentou significativamente não só a 

taxa de apoptose como também o processo de autofagia nestas células. 

Corroborando com os resultados obtidos, estudos afirmam que a mesma droga 

teve efeito na indução de apoptose em células de neuroblastoma[102] e câncer 

colorretal[103]. De fato, a literatura demonstra que em muitos casos, uma 

mesma proteína é capaz de controlar ambos os processos de apoptose e 

autofagia[104][105][106]e esta ativação conjunta por uma droga antitumoral é 

importante visto que estudos sugerem que populações de células tumorais 

refratárias ao processo de apoptose induzido por tratamentos quimioterápicos 

podem morrer com a ativação do processo de autofagia[107][62][108]. Este é 

um dos motivos que pode explicar evidências encontradas na literatura que 

demonstram que a elevada expressão de CatD em tumores pode proteger as 

células cancerígenas do tratamento com agentes quimioterápicos[109][50]. 

Diante disso, nota-se, portanto, que o tratamento com a inibição da protease 

por meio de PepA poderia tornar as células mais sensíveis à quimioterapia. 

Adicionalmente, os resultados obtidos no presente estudo estão de acordo com 

as estratégias modernas antitumorais uma vez que as drogas estão sendo 

desenhadas de modo a induzir morte celular majoritariamente por autofagia e 

apoptose em detrimento do processo de necrose, visando evitar efeitos 

colaterais inflamatórios[110][111]. 

Além de induzir a morte celular, o tratamento com PepA é eficaz na 

redução da agressividade de MDA-MB-231 uma vez que acarretou na redução 

das taxas de proliferação, invasão e migração dessas células de TNBC mas 

não de MCF-7 e MCF-10A visto que tais células não superexpressam CatD e, 
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por isso, não há AnxA1 clivada. Além disso, a estudos afirmam que não há 

expressão de FPR1 em MCF-7 enquanto em MCF-10A este mesmo receptor 

está expresso mas não há AnxA1 clivada para ativa-lo[46]. Isso ocorre 

supostamente devido à baixa expressão de CatD em MCF-10A, verificada no 

presente trabalho, ou ao pH em que estas células sobrevivem que é menos 

ácido que de MDA-MB-231 devido às condições de hipóxia e produção de 

lactato por estas células tumorais. Ademais, é interessante salientar que na 

literatura há estudos com fortes indícios da atividade antitumoral de PepA uma 

vez que ela foi capaz de reduzir in vivo a formação de metástases de 

melanomas e sarcomas[112]. 

Uma vez que a inibição de CatD evidenciou, por meio de ensaios 

funcionais com PepA, seu papel na redução de agressividade de MDA-MB-

231, o presente trabalho foi pioneiro na elucidação a nível atômico do 

mecanismo catalítico de CatD e sua interação com PepA. Primeiramente, a 

análise in silico demonstrou que PepA é capaz de ocupar o sítio ativo de CatD, 

o qual contém a díade catalítica formada por Asp33 e Asp231, dificultando a 

proximidade desta com Trp12 de AnxA1 e, portanto, gerando a inibição. Em 

segundo análise, a junção dos dados provindos de FTIR e docking molecular 

revelaram que os dois resíduos de Asp do sítio ativo da protease encontram-se 

protonados em CatD ativa e, quando PepA, por meio de sua ligação OH, 

interage com os Ácidos Carboxílicos da díade catalítica, especificamente na 

ligação CO, ocorre que Asp231 permanece protonado enquanto Asp33 se 

desprotona, resultando na inibição de CatD. Interessantemente, este 

mecanismo se demonstrou similar ao da protease aspártica encontrada no 

vírus linfotrópico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) e, adicionalmente, o 
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sítio ativo da protease desta doença compartilha 45% de similaridade com o 

sítio ativo da protease do Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV)[69]. O 

mecanismo de inibição de CatD, uma protease aspártica, demonstrado no 

presente estudo, é uma importante contribuição científica visto que as 

proteases aspárticas tem sido alvo de enorme interesse da comunidade 

científica por possuírem papeis significativos em doenças como hipertensão 

(através de renina), Síndrome da Imunodeficiência Humana Adquirida (AIDS) 

(através da protease de HIV) e Candidíase (através de proteases secretadas 

durante a infecção)[113][114][115]. Assim, no geral, os resultados obtidos 

sobre a ação dos inibidores de proteases aspárticas fornecem subsídio para o 

design de drogas que possam favorecer outras doenças além de TNBC. 

Em conjunto, o mecanismo elucidado fornece a base atômica e 

molecular que justifica as evidências da ação antitumoral de PepA. Na literatura 

não há muita informação sobre o mecanismo de inibição de CatD por PepA 

mas um estudo afirma que o grupamento hidroxila do aminoácido Sta, parte da 

integrante estrutural de PepA, está diretamente envolvido na ação deste 

inibidor uma vez que Sta é estruturalmente análogo ao substrato CatD e a seu 

estado de transição formado durante a clivagem e, por isso, apresenta 

atividade inibitória[55]. Assim, tem-se fortes indícios de que os aminoácidos 

Asp e Sta são os maiores responsáveis pela inibição de CatD por meio de 

PepA. 

Assim, resumindo a primeira parte dos resultados obtidos, pode-se 

elucidar a nível molecular o que ocorre em MDA-MB-231 focando na atividade 

CatD (ver diagrama esquemático na Figura 7), a saber: (A) em células sem 

tratamento, CatD age por meio de sua díade catalítica clivando AnxA1 
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interage com os ácidos carboxílicos de Asp33 e Asp231 do sítio ativo de CatD, 
bloqueando a atividade da protease. Assim, AnxA1 permanece intacta (37KDa) e isso 
acarreta em redução da agressividade de MDA-MB-231, o que inclui aumento de 
autofagia e apoptose e redução das capacidades de migração, invasão e proliferação. 
CatD está representada genericamente por uma figura verde, PepA está representada 
genericamente por um quadrado vermelho, AnxA1 está representada genericamente 
por uma figura azul e seu domínio N-terminal está apresentado em amarelo. 

 
Diante do sucesso da inibição de CatD na redução de agressividade de 

MDA-MB-231, em detrimento de MCF-7 e MCF-10A, decidiu-se ampliar a 

investigação desta proteína em TNBC de modo a entender melhor sua 

capacidade prognóstica em pacientes,sua expressão em variadas linhagens 

TNBC e, por fim, a função de CatD nesse tipo de tumor. Assim, demonstrou-se 

que pacientes com TNBC cujas células possuem alta expressão de CatD 

possuem menor taxa de sobrevida em 10 anos quando comparado a pacientes 

com o mesmo tipo de tumor cujas células apresentem reduzida expressão da 

protease. É interessante notar que esses dados vão de encontro a uma análise 

multivariada de 2810 pacientes que concluiu que a alta expressão de CatD em 

tumores primários está associada a um pior prognóstico do câncer de mama, 

com menor sobrevida global e menor sobrevida livre de recidiva, quando 

comparada a tumores primários com baixa expressão da protease[116]. É 

interessante notar que, no geral, os índices reforçam a aceitação da hipótese 

de que a inibição de CatD pode servir para tratamento de tumores com 

características similares a MDA-MB-231 (com alta expressão de CatD) e, além 

disso, que este tratamento poderia contribuir também para o aumento da 

probabilidade de sobrevida das pacientes. 

Ao ampliar a gama de linhagens TNBC testadas, os resultados 

demonstraram que a expressão e atividade de CatD é variável nestas células 
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e, interessantemente, as que possuem maior expressão desta protease, MDA-

MB-231 e MDA-MB-157, há também a maior expressão de marcadores 

Vimentina e CD44, menor expressão do marcador epitelial E-caderina e maior 

capacidade de formação de mamosferas.Estudos demonstram que CatD pode 

inativar as proteínas responsáveis pela adesão celular clivando E-caderina, 

principal componente das junções aderentes, anulando a capacidade de 

adesão intercelular e contribuindo para a invasão das células tumorais[52][91]. 

Adicionalmente, têm-se a expressão de E-caderina permanece alta em 

cânceres bem diferenciados e menos invasivos, enquanto que é reduzida em 

cânceres indiferenciados e esta redução, consequentemente, está associada a 

prognósticos desfavoráveis e aumento dos estágios tumorais T e 

N[117][82][118]. Em conjunto, a baixa expressão de E-caderina e alta de CatD 

são considerados fatores que predizem o surgimento de metástases 

linfonodais em câncer de laringe[119]. 

Ampliando o conhecimento sobre o modo de ação de CatD, evidências 

apontam que esta protease pode agir de maneira não proteolítica a nível 

nuclear atuando juntamente com TRPS1, um repressor transcricional mediado 

por GATA, que se encontra superexpresso em BC e aumenta a ocorrência de 

metástases[120] ao induzir EMT. Esta via transcricional na qual CatD atua 

como co-fator de TRPS1 melhora da função repressora de TRSP1 que é 

necessária para a aumentar a proliferação celular e a transformação fenotípica 

mesenquimal de células de câncer de mama, sendo capaz de aumentar os 

níveis de Vimentina[121], justificando, assim, a elevada expressão deste 

marcador mesenquimal observada no presente trabalho nas células com maior 

expressão de CatD MDA-MB-213 e MDA-MB-157. 
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Vários estudos evidenciam a ligação entre o processo de EMT e de 

formação de células-tronco tumorais e uma das moléculas envolvidas nestes 

dois processos é o CD44[122]. Esta proteína está intimamente correlacionada 

ao desenvolvimento de vários tumores sólidos, contribuindo assim nos 

processos de invasão, metástase, recorrência tumoral e quimiorresistência. 

Interessantemente, uma vez que sabe-se que a alta formação de mamosferas 

observada nas linhagens TNBC advém da capacidade de células tronco 

tumorais[74], pode-se inferir que a alta expressão de CD44 está refletindo na 

maior capacidade de formação de mamosferas pelas linhagens. Neste sentido, 

o bloqueio de CD44 tem se mostrado capaz de atenuar o fenótipo maligno, 

retardar a progressão tumoral e reverter a resistência a quimioterapia[81]. 

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que há alta 

expressão de CD44 e alta capacidade de formação de mamosferas em células 

que apresentam alta expressão e atividade de CatD e, corroborando com tais 

dados, há evidência na literatura de correlação positiva significativa entre CD44 

e CatD em câncer de mama[123]. Assim, embora existam muitos estudos na 

literatura que correlacionem CatD com o processo metastático e com alguns 

marcadores de EMT específicos, o presente trabalho é pioneiro ao dar o 

enfoque em EMT ao demonstrar a análise da expressão de CatD, E-caderina, 

CD44 e Vimentina. 

As evidências apresentadas demonstraram, dentre todas as linhagens 

testadas, o perfil similar de MDA-MB-231 e MDA-MB-157 em termos de 

expressão/atividade de CatD, E-caderina, CD44 e Vimentina. 

Interessantemente, estas células similares são ambas do tipo basal B, 

caracterizadas por perfil mesenquimal caracterizado pela superexpressão de 
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genes associados à agressividade tumoral como Moesina (MSN), Ativador de 

Plasminogênio Tecidual (PLAT), Fator de Transformação do Crescimento Beta 

(TGFB1), Metaloproteinases 2 e 14 (MMP2 e MMP14), Catepsina C (CTSC), 

Ativador do Plasminogênio (PLAU), Fibrilina 1 (FBN1), Hialuronan Sintase 

(HAS2) e Gene Responsivo a p53 (PRG1) [124]; porém, além de similaridades 

estas células possuem diferenças como a expressão de EGFR (MDA-MB-231 

+, MDA-MB-157 -) e a mutação de p53 (MDA-MB-231 possui; MDA-MB-157 

não possui)[125]. Assim, devido a todas as semelhanças e diferenças e 

principalmente baseado na superexpressão e alta atividade de CatD, o 

presente trabalho focou nestas linhagens para desenvolver e aplicar a 

estratégia eficaz de inibição de expressão/atividade de CatD baseada na 

utilização de PepA-BoA. 

PepA é o inibidor padrão de CatD [55] e já demonstrou neste trabalho 

ser capaz de reduzir a agressividade de MDA-MB-231, entretanto, é 

estabelecido na literatura que a principal desvantagem da utilização desta 

droga é seu baixo potencial de penetração intracelular[57] e este é um dos 

principais motivos pelo qual PepA ainda não tenha conseguido demonstrar 

eficácia suficiente para ser testada em ensaios clínicos. Neste contexto, em 

2003, o BoA ganhou enorme visibilidade nas indústrias farmacêuticas e na 

comunidade científica após a aprovação pela FDA do Bortezomibe, um 

medicamento de primeira classe utilizado para o tratamento de mieloma 

múltiplo recidivo e de linfoma que contém uma molécula do referido 

ácido[126][58][127]. Interessantemente, este ácido possui a capacidade de se 

ligar a fosfolipídios de membrana, aumentando assim a capacidade de 

penetração intracelular[128][129][130]. Além disso, BoA tem demonstrado em 
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vários estudos possuir atividades antibacterianas, antivirais e antitumorais[131] 

as quais englobam a inibição da polimerização de tubulinas, de proteassomas, 

de enzimas e proteínas [132]. 

A habilidade de BoA de agir como análogos de estados de transição de 

substratos e de formar ligações covalentes com sítios ativos de enzimas o 

enquadra na categoria de inibidores enzimáticos[58]. O modo primário de ação 

destes inibidores está no fato de formarem um complexo estável a partir da 

doação de um par de elétrons de um aminoácido disposto no sítio ativo da 

enzima[58][133]. Contextualizando, a abordagem do BoA na potencialização do 

efeito de drogas já foi utilizada por pesquisadores ao promoverem o design de 

drogas antitumorais que possuem como foco a inibição do Antígeno Específico 

da Próstata (PSA)[134], inibição de Histona Desacetilase (HDAC)[135], inibição 

de Anidrase Carbônica (CA)[136], inibição de Esteróide Sulfatase (STS)[137], 

inibição do Receptor do Fator de Crescimento Epidermal (EGFR) [138]e a 

inibição de Fatores Induzidos por Hipóxia (HIF)[139]. Assim, a literatura 

evidencia que PepA e BoA já exibiram propriedades antitumorais e 

apresentaram potencial para serem utilizadas como tratamento para TNBC de 

maneira independente e, assim, o presente trabalho combinou estes dois 

compostos para síntese de um novo composto inibidor da protease CatD 

denominado PepA-BoA. 

PepA-BoA se demonstrou capaz de penetrar nas células MDA-MB-231 e 

MDA-MB-157 e os ensaios funcionais de atividade de CatD demonstraram que 

PepA-BoA quando comparada à PepA é mais eficiente em reduzir a atividade 

da protease e também ao reduzir a agressividade das células uma vez que 

houve redução de viabilidade celular, migração, invasão, proliferação, redução 
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de expressão de marcadores mesenquimais e aumento de marcadores 

epiteliais e modificação morfológica celular ao tornar células majoritariamente 

fusiformes em cuboides. Estes dados apresentados por este trabalho reforçam 

as evidências de vários estudos que afirmam que, de fato, BoA aumenta a 

eficiência de drogas [134] [135] [136] [117] [118] [119] como PepA no presente 

estudo e, assim, possui enorme potencial farmacêutico a ser considerado para 

o design de drogas inovadoras. Similarmente ao observado no ensaio de 

proliferação do presente trabalho, pesquisadores obtiveram maior inibição do 

crescimento de células prostáticas quando acoplaram BoA em uma droga 

inibidora de PSA [114]. Outro estudo demonstrou que inibidores de HDAC 

reduziram mais o crescimento celular de células de câncer de estômago 

quando estes estavam acoplados à BoA [115]. Pesquisadores também 

compararam drogas inibidoras de EGFR com e sem BoA e notaram que as 

drogas mais potentes continham BoA em sua molécula pois eram mais 

capazes de inibir a fosforilação de EGF mediada pela tirosina quinase de 

EGFR e, consequentemente, isso provocou a inibição do crescimento celular 

via aumento da porcentagem de células na fase G1 do ciclo celular e aumento 

de apoptose [118]. Adicionalmente, uma série de BoA's foram sintetizados para 

inibir os Fatores Indutores de Hipóxia (HIF) e tiveram excelente resultado, 

suprimindo a atividade destes e, consequentemente, reduzindo a angiogênese 

tumoral [119].  

Embora muitos estudos tenham sido realizados objetivando avaliar o 

efeito antitumoral de inibidores acoplados à BoA, estes se limitam a avaliar o 

efeito destas drogas no crescimento e morte de células tumorais. 

Interessantemente, o presente estudo é o primeiro a avaliar o efeito de uma 
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droga, PepA, que contém BoA em sua composição, na modulação da 

expressão de marcadores epiteliais e mesenquimais em células tumorais. 

Tanto em MDA-MB-231 quanto em MDA-MB-157, duas linhagens de TNBC 

altamente agressivas de caráter mesenquimal e que possuem os maiores 

índices de atividade de CatD, houve a regulação positiva de E-caderina 

contraposta à regulação negativa de Vimentina e CD44. Os efeitos de PepA-

BoA são similares aos efeitos da inibição gênica de CatD (por meio de sh-

CatD), fato que demonstra a eficácia desta droga na inibição da protease. 

Adicionalmente, a modulação em MDA-MB-231 se demonstrou mais acentuada 

que em MDA-MB-157 devido à diferença de expressão e atividade de CatD 

nestas duas linhagens. Uma vez que os efeitos da inibição de CatD foram mais 

acentuados em MDA-MB-231, o presente trabalho focou nesta célula para 

avaliar as consequências funcionais e a modulação de marcadores EMT. 

Os sistemas de cultivo celular in vitro englobam a cultura bidimensional, 

em monocamada, e tridimensional.Estas ultimas possuem maior complexidade 

e são utilizadas para mimetizar condições in vivo uma vez que nestas 

condições as células modulam o metabolismo em resposta à estímulos de um 

microambiente 3D altamente complexo [140][141]. Estudos com culturas 

celulares 3D demonstram que o uso do cultivo 3D em detrimento à cultura de 

células bidimensional influencia significativamente em comportamentos 

fundamentais tais como as capacidades de proliferação, diferenciação de 

células-tronco, respostas metabólicas e sobrevivência celular[142]. Diante do 

exposto, a partir do cultivo 3D de MDA-MB-231, observou-se no presente 

trabalho a modificação morfológica das células agressivas, dispostas em 

arranjo fusiforme, caracterizado por baixa adesão intercelular, para o formato 
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de caráter cuboide, cujas células crescem de maneira agrupada. O cultivo 3D 

reduziu também de maneira significativa a proliferação e a capacidade de 

formação de mamosferas de células MDA-MB-231 após tratamento com PepA, 

PepA-BoA e sh-CatD. Interessantemente, a inibição de proliferação e se 

demonstrou mais acentuada no cultivo em 3D quando comparado à cultura 2D. 

Além de acarretar em consequências funcionais como morfologia, 

proliferação e formação de mamosferas, a inibição de CatD em cultura 3D 

ocasionou em consequências moleculares que englobaram a remodelação do 

perfil de marcadores de EMT.De maneira geral, houve a regulação negativa de 

marcadores mesenquimais e positiva de marcadores epiteliais. Com relação a 

marcadores mesenquimais, o tratamento com PepA-BoA e sh-CatD foi capaz 

de reduzir mais acentuadamente a expressão de Vimentina, quando 

comparado ao mesmo tratamento em cultura bidimensional. Este resultado 

pode ser explicado pelo fato de que, uma vez que CatD pode atuar como co-

fator de TRSP1 aumentando a expressão de Vimentina, a inibição da protease 

tem como consequência indireta a redução de expressão deste marcador 

mesenquimal [101]. A inibição de CatD acarretou também na redução de 

CD44, marcador de células-tronco, sendo que PepA-BoA foi mais eficaz que o 

bloqueio gênico de CatD com sh-CatD. Diante das funções previamente 

elucidadas de CD44, tem-se que a redução de sua expressão acarreta em 

menor percentual de células-tronco tumorais dentre as células TNBC, e 

consequentemente, isso está relacionado à menor capacidade de 

quimiorresistência, formação de metástase, recorrência tumoral, tornando as 

células menos agressivas[73]. Adicionalmente, houve a redução de expressão 

de ki67, marcador de proliferação celular, e este resultado está de acordo com 
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estudos em câncer de esôfago e de cavidade oral que verificaram correlação 

positiva entre a expressão de CatD e ki-67 [144]. 

O EGFR é um receptor encontrado superexpresso em vários tipos de 

câncer e está envolvido com o crescimento de tumores sólidos, como mama e 

pulmão, fato que justifica o uso clínico de inibidores de EGFR (Erlotinib, 

Afatinib, Gefitinib, Osimertinib e Dacomitinib) e anticorpos monoclonais 

(Cetuximab) como terapia antitumoral[145]. Interessantemente, o presente 

estudo demonstrou a redução acentuada de expressão de EGFR após 

tratamento de MDA-MB-231 com PepA-BoA e sh-CatD sugerindo que estas 

estratégias de inibição de CatD poderiam agir, indiretamente, como inibidores 

da expressão de EGFR. Os resultados obtidos estão de acordo com pesquisas 

que sugerem EGFR e CatD como fatores prognósticos para câncer cervical 

[146], BC primários[147] e TNBC[148]. Neste contexto, outro receptor do tipo 

tirosina quinase avaliado no presente estudo que reduziu a expressão é o 

RON, que possui envolvimento em EMT como evidenciado por diversos 

estudos[29][149][150]. Por fim, o último marcador mesenquimal avaliado foi a 

Fibronectina, que possui papel claro na EMT uma vez que, durante a referida 

transição, a adesão celular se modifica de célula-célula para célula-matriz 

extracelular[151]. A exposição de células mamárias à Fibronectina é capaz de 

aumentar a agressividade a partir do aumento de expressão de marcadores 

mesenquimais como N-caderina, Vimentina, Snail, metaloprotease de matriz-2 

(MMP2)[41]. Diante disso, a redução da expressão de Fibronectina como 

consequência da inibição de CatD está de acordo com os demais resultados 

obtidos no presente trabalho, tais como a redução da expressão de Vimentina, 
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e demonstra o sucesso das estratégias de inibição da protease na reversão da 

EMT. 

Em contrapartida à regulação negativa de marcadores mesenquimais, a 

inibição de CatD foi capaz de regular positivamente os marcadores epiteliais E-

caderina e Beta-catenina. Neste contexto, estudos afirmam que o complexo E-

caderina/Beta-catenina desempenha um papel crucial na manutenção da 

integridade epitelial e a expressão baixa deste complexo está associada a uma 

variedade de tipos de câncer resultante do processo de EMT[152][153]. Assim, 

o presente trabalho demonstrou o aumento da expressão tanto de E-caderina 

(em cultura 2D e 3D) como de Beta-catenina e a consequência molecular mais 

característica da inibição da referida protease nesta abordagem é o aumento 

da capacidade das células MDA-MB-231 de crescerem de maneira agrupada, 

aderindo-se umas às outras. Uma vez que o contato intercelular é um 

determinante crítico para EMT, a retomada da capacidade de adesão célula-

célula está diretamente associada à redução de EMT e formação de 

metástases.Em resumo, os resultados estão representados esquematicamente 

na Figura 28. 
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Figura 27. Representação esquemática de estratégias inovadoras para inibição 
de CatD e suas consequências funcionais e moleculares em célula de TNBC. 
PepA, PepA-BoA e sh-CatD foram as estratégias utilizadas, sendo que as duas 
últimas possuem maior capacidade de penetração intracelular e, portanto, maior 
eficácia. Intracelularmente, os tratamentos modularam a expressão de marcadores de 
EMT, reduzindo expressão de Vimentina, Fibrinectina, EGFR, CD55, RON e ki67 
(marcadores mesenquimais) e aumentando a expressão de E-caderina e Beta-
catenina (marcadores epiteliais). As consequências funcionais da inibição de CatD se 
basearam em redução de invasão, migração, proliferação e formação de células-
tronco e aumento da taxa de morte celular das células de TNBC. Diante disso, as 
consequências das estratégias de inibição de CatD utilizadas se basearam em 
redução de agressividade e inibição de EMT. 

 
O foco do presente trabalho foi o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas para tratamento de TNBC mas é válido mencionar dois aspectos 

adicionais. Primeiramente, a CatD, alvo de inibição desta pesquisa, se encontra 

superexpressa em várias doenças como Alzheimer[154][155], 

Parkinson[156][157] e aterosclerose[158][159]. Em segundo lugar, embora a 

EMT seja tratada pelo presente trabalho com a abordagem oncológica, é válido 

notar que esta transição está relacionada também a eventos associados a 

gestação como implantação, embriogênese e desenvolvimento de órgãos[160]; 

e a eventos associados a cicatrização de feridas, regeneração tecidual e 
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fibrose de órgãos[28][160]. Portanto, as contribuições científicas apresentadas 

pelo presente trabalho sobre o mecanismo e as estratégias de inibição de 

CatD, juntamente com seus efeitos em agressividade tumoral e EMT, possuem 

aplicações tanto em doenças dependentes desta protease como em processos 

fisiológicos dependentes do principio molecular que rege a EMT.  
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6. Conclusão 

O presente trabalho avaliou a expressão diferencial de CatD entre 

diversas linhagens de BC e, especificamente em MDA-MB-231, foi 

demonstrado que a elevada expressão desta protease está associada à 

expressão de AnxA1, sendo que sua clivagem é proposta como um dos 

eventos críticos no estabelecimento da agressividade destas células. Ademais, 

elucidou-se a nível atômico o mecanismo de inibição da CatD e desenvolveu-

se nova estratégia para a inibição de CatD, a qual se baseou construção de 

uma molécula contendo o PepA acoplado à BoA, dando origem à PepA-BoA. 

Esta droga inovadora demonstrou possuir mais eficácia que o principal inibidor 

de CatD, PepA, sendo capaz de modular marcadores EMT em cultura 

bidimensional e tridimensional, promovendo a transição das células de um 

fenótipo de característica mesenquimal para predominantemente epitelial; e 

reduzindo acentuadamente a agressividade de células TNBC. Concluindo, este 

trabalho apresenta a inibição de CatD como estratégia inovadora para o 

tratamento de TNBC que possuam características semelhantes à linhagem 

MDA-MB-231. 
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7. Perspectivas Futuras 

7.1 Avaliação histológica da modulação de marcadores EMT de tumores 

tratados com PepA e PepA-BoA  

7.2 Avaliação in vivo de tumor primário TNBC e metástases tratados 

com PepA e PepA-BoA  

7.3 Avaliação da associação entre CatD e AnxA1 em variadas linhagens 

TNBC 

7.4 Avaliação histológica da associação entre CatD e AnxA1 em tumores 

e metástases derivadas de TNBC 

7.5 Inibição in vitro e in vivo conjunta de CatD e AnxA1 como tratamento 

para TNBC 
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