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Resumo

O cancer de mama € a neoplasia mais prevalente entre mulheres e apresenta efeito
devastador na populacdo feminina. Tumores do subtipo triplo-negativo se mostram mais agressivos
que outras neoplasias mamadrias e tendem a apresentar eventos metastaticos letais. A evolucdo de
neoplasias mamadrias € influenciada pelo estilo de vida, incluindo a dieta. O crescente consumo
de itens de cafeteria associa-se as estatisticas alarmantes de sobrepeso e obesidade mundiais,
um fendtipo caracterizado por processos inflamatorios sistémicos e do tecido adiposo. Ja o
jejum intermitente, eficiente terapia para a obesidade, correlaciona com diminui¢do de respostas
inflamatérias no individuo praticante, favorecendo ativacdo da termogénese sem tiritacao e
reducdo de marcadores de inflamac¢do do tecido adiposo. Ademais, estudos sugerem que esses
padrdes alimentares podem influenciar a composicao e diversidade do microbioma intestinal.
Considerando o papel central da dieta sobre a manutencao da saude e promog¢do de doencas, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do jejum intermitente e da dieta de cafeteria na
progressao do cancer de mama triplo-negativo e caracterizar a modulacdo dos tecidos adiposos e
da microbiota intestinal nesse contexto. Utilizamos camundongos BALB/c fémeas para avaliacdo
dos efeitos de dietas (padrao, jejum intermitente, cafeteria) na presenca ou auséncia de tumor
mamaério mediado por 4T1. Verificamos que, enquanto camundongos em dieta de cafeteria
apresentaram tumores mamarios com maior massa, volume, potencial proliferativo e capacidade
metastdtica, roedores em jejum intermitente se associaram a tumores com potencial proliferativo e
capacidade metastatica reduzidos. Considerando que depdsitos adiposos sdo 6érgaos metabdlicos,
imunoldgicos e enddcrinos altamente plasticos que podem ser influenciados pela dieta, buscamos
investigar o papel do tecido adiposo influenciado pelas dietas no contexto do cancer de mama
estimulando células de cancer de mama triplo-negativo 4T1 com produtos de secrecdo de diversos
depdsitos. Detectamos que, enquanto as moléculas secretadas por depdsitos adiposos de animais
em dieta de cafeteria se associaram a menor ocorréncia de morte apoptdtica € maior secre¢ao
de IL-6 por essas células de cancer, o jejum intermitente correlacionou com alteragdes nos
produtos de secrecdo dos tecidos adiposos que favoreceram aumento da porcentagem de células
4T1 em processo de apoptose e reducdo da secre¢dao de IL-6 por essas células. Levando em
consideracao que a microbiota intestinal € uma comunidade extremamente fluida que pode ser
afetada pelo padrao alimentar do individuo e que possui papel central sobre a homeostase do
organismo hospedeiro, nés buscamos analisar os efeitos das dietas e do cincer triplo-negativo
sobre a composicao e diversidade do microbioma intestinal. Detectamos que, enquanto o jejum
intermitente associou-se a maior diversidade metabdlica e aumento de tdxons com potencial
acao imunorregulatdria e antitumoral, a dieta de cafeteria favoreceu a redugdo da diversidade
metabdlica e aumento de tdxons que potencialmente impactam negativamente sobre o estado
inflamatério do organismo. Verificamos também que dependendo do tdxon avaliado o efeito foi

dependente ou independente da malignidade mamadria. Portanto, sugerimos que o tecido adiposo



e a microbiota intestinal podem ser mediadores dos efeitos do jejum intermitente e da dieta de

cafeteria sobre o cancer de mama triplo-negativo em camundongos BALB/c fémeas.

Palavras-chave: Cancer de mama triplo-negativo, jejum intermitente, dieta de cafeteria,

tecido adiposo, microbiota intestinal



Abstract

Breast cancer is the most prevalence malignancy among women and present devastating
effects in female population. Triple-negative tumors are more aggressive than other mammary
neoplasm and tend to show lethal metastatic events. The evolution of mammary malignancies
is influenced by the lifestyle, including diet. The increasing consumption of cafeteria items
associate with the alarming global statistics regarding overweight and obesity, a phenotype
characterized by systemic and adipose tissue inflammatory processes. Intermittent fasting, efficient
obesity therapy, correlates with diminishing inflammatory responses in the individual, favoring
non-shivering thermogenesis and decreased tissue inflammatory markers. In addition, studies
indicate that these dietary regimens can influence the composition and diversity of the intestinal
microbiome. Considering the central role of diet on health maintenance and disease promotion,
the objective of this work was to evaluate the influence of intermittent fasting and cafeteria diet
on triple-negative breast cancer progression and characterize the modulation of adipose tissue
and intestinal microbiome in this context. We used female BALB/c mice to analyse the effects of
diet (standard diet (SD), intermittent fasting (IF) and cafeteria diet (CAF)) in the presence and
absence of 4T 1-mediated breast tumor. We verified that, while mice in cafeteria diet present breast
tumors with increased mass, volume, proliferative potential and metastatic capacity, rodents in
intermittent fasting associate with tumors with reduced proliferative potential and metastatic
capacity. Considering that adipose depots are highly plastic metabolic, immune, and endocrine
organs that can be influenced by the diet, we sought to investigate the role of adipose tissue
influenced by the dietary regimens in the context of breast cancer stimulating the triple-negative
breast cancer cells 4T1 with secretion products of several adipose depots. We detected that,
whereas the molecules secreted by adipose depots of animals in cafeteria diet associated with
decreased apoptotic cell death in 4T1 cells and reduced IL-6 secretion by these cells, intermittent
fasting correlated with alterations in the adipose tissue secretion products that favored augmented
4T1 apoptosis and diminished IL-6 secretion by these cells. Taking into consideration that the
intestinal microbiota is an extremely fluid community that can also be affected by the diet that
pose central roles on the host organism homeostasis, we sought to analyze the effects of the
diets and the breast cancer on the composition and diversity of the intestinal microbiome. We
verified that. While intermittent fasting associated with increased microbiome metabolic diversity
and increased abundance of taxa with potential immunoregulatory and antitumoral activities,
cafeteria diet favored the reduction of metabolic diversity and augmented levels of taxa that
potentially present negative impact on host inflammatory status.

Key words: Triple-negative breast cancer, intermittent fasting, cafeteria diet, adipose

tissue, intestinal microbiota
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1 Introducao
1.1 Cancer de mama e metastase

O cancer de mama € a malignidade mais prevalente entre mulheres, apresentando efeito
devastador mundialmente. Em 2020, 2,3 milhdes de pacientes foram diagnosticadas com cancer
de mama e 685 mil mortes foram causadas por esses tumores (Organizacao Mundial da Satde,
2021) (figura 1). Quase um terco dos tumores femininos sdo enquadrados como cincer de mama,
a taxa de mortalidade-incidéncia desses tumores € de 15% e os niimeros relacionados a incidéncia
de cancer de mama em locais diferentes do globo (27 em 100 000 na Africa e leste asidtico e
97 em 100 000 na América do Norte) ressaltam que fatores de estilo de vida aumentam o risco
de desenvolvimento dessas neoplasias (Bray et al., 2018). Um estudo prospectivo informou que
mais de um ter¢o dos tumores de mama que acometem mulheres de paises desenvolvidos sao
influenciados por fatores associados ao estilo de vida, como abuso de dlcool, uso de tabaco,

histérico reprodutivo, terapia hormonal menopausal e obesidade (Nur et al., 2019).

Mortality rate per 100,000, fernale

m 1814

m 15.0-18.1

m 13.1-15.0
10.1-13.1
<10.1
No Data

Figura 1 - O impacto global do cancer de mama.

O cancer de mama € uma doenca heterogénea que € clinicamente subdividida em trés
subtipos baseado na expressao de receptores de hormodnios sexuais (estrégeno e progesterona) e
o estado de HER2: tumores luminal A, luminal B, enriquecidos para HER?2 e triplo-negativos
(Denkert et al., 2017) (figura 2). A neoplasia de mama triplo-negativa caracteriza-se por nao
apresentar niveis detectaveis dos receptores de estrégeno, progesterona e de HER2 (human
epidermal growth factor receptor 2) (Bianchini et al., 2016). Entre 2012 e 2016, os tumores de
mama triplo-negativos representaram 12% dos diagndsticos de cancer de mama nos Estados

Unidos (Bianchini et al., 2016). Individuos afetados por esse tumor tendem a apresentar pior



Capitulo 1. Introdugdo 21

progndstico quando comparado com outros tipos de neoplasias mamdrias (Malorni et al., 2012),
mostrando diminuigdo relevante da sobrevida de 5 anos (8 a 16%) quando comparado com tumores
que possuem receptores dos hormonios sexuais (Centers for Disease Control and Prevention,
2021) (figura 3). A abordagem quimioterapéutica, sendo altamente téxica e inespecifica, vem

sendo empregada como primeira linha farmacoldgica visando a regressao desse tumor mamario
(Bianchini et al., 2016).

Breast Cancer

i
Basal-like (TNBC) .
(ER, Her2, PR, K5/14®)  Non basal-like
15-20% .-"':r \.,‘H-
_-"Il: .-.".'
! "-.IllLt
L3 ! .
Luminal A Luminal B Her2 enriched

(ERNaN, Herz2iow) (ER™, Her2) (ER-, Her2*)

40% 20% 10-15%

Figura 2 - Classificacdo dos carcinomas mamarios.

Nutrition and Breast Cancer: A Literature Review on Prevention, Treatment and Recurrence. Paola De Cicco, Maria
Valeria Catani, Valeria Gasperi, Matteo Sibilano, Maria Quaglietta e Isabella Savini. 2019.
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Figura 3 - Caracteristicas dos diferentes tumores de mama.

Breast cancer. Nadia Harbeck, Frédérique Penault- Llorca, Javier Cortes, Michael Gnant, Nehmat Houssami, Philip
Poortmans, Kathryn Ruddy, Janice Tsang e Fatima Cardoso. 2019.

A heterogeneidade dos tumores de mama triplo-negativos € ilustrada pelas diferentes
formas de classificagdo desses tumores, incluindo as baseadas em andlises histologicas,
moleculares, de expressao génica e de metabolismo. Histologicamente, a maioria dos tumores de
mama triplo-negativos sdo agrupados como carcinomas mamarios invasivos (Weigelt &
Reis-Filho, 2009). Agrupamentos baseados em andlises moleculares dividem os tumores
triplo-negativos em basal-like, HER2-enriched, luminal A e B e normal-like (Eroles et al., 2012).
J4 a classificacdo realizada por Lehmann e colaboradores, baseada na avaliacdo do perfil de
expressdao génica, sugeriu a existéncia de seis subtipos desse tumor: dois subgrupos
basal-like-related (basal-like 1 (BL1) e 2 (BL2)), dois subgrupos mesenchymal-related
(mesenchymal (M) e mesenchymal stem-like (MSL)), um subgrupo imunomodulador (IM) e um
grupo luminal androgen receptor (LAR) (Lehmann et al., 2011). Uma outra subdivisdo do
cancer triplo-negativo € a indicada com base em vias metabdlicas dos tumores: um subtipo
lipogénico (MPS1), um tipo glicolitico (MPS2) e um subtipo com caracteristicas metabodlicas
mistas (MPS3) (Gong et al., 2021). A célula de linhagem de cancer de mama triplo-negativo
murino 4T1 foi enquadrada como pertencente ao subgrupo glicolitico (MSP2), sugerindo que
essas células apresentam preferéncia metabdlica pelo consumo de glicose.

As células 4T1 sdo atualmente amplamente utilizadas no estudo de tumores primérios de
mama (Pulaski, 2000). Ademais, o emprego dessas células tem se mostrado como um relevante
modelo do processo metastdtico (Yang et al., 2020). A metéstase € definida como a disseminagdo
de células neopldsicas de um 6rgao para outro distante (Irani, 2019) (figura 4). 90% das mortes
causadas por cancer sdo associadas a ocorréncia de metdstase. Enquanto que a sobrevida de
5 anos de individuos com cancer de mama ausente de metastase € de 80% (Allemani et al.,
2018), pacientes com tumor mamdrio metastitico apresenta 25% de chances de sobreviver por
5 anos apos o diagnostico (Valastyan & Weinberg, 2011). O aumento de casos de pacientes
com neoplasias mamadrias metastaticas reforca a alta relevancia de se investigar mecanismos

associados a esse processo em tumores (Koboldt et al., 2012).
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Figura 4 - Etapas do processo de metastase.

Metastatic and triple-negative breast cancer: challenges and treatment options. Sumayah Al-Mahmood, Justin
Sapiezynski, Olga B. Garbuzenko e Tamara Minko. 2018.

Malignidades de mama apresentam maior tropismo por 0sso, pulmdes, figado e cérebro
e essa heterogeneidade metastdtica € associada a diferentes efeitos sobre o cancer em termos
de resposta ao tratamento e progndstico dos pacientes (Liang et al., 2020). Stephen Paget foi o
primeiro a formular hipdteses sobre esse tao letal processo, e sugeriu que o potencial metastatico
estd relacionado as caracteristicas do tumor primdrio e a compatibilidade do microambiente de
destino (Paget, 1889). Apds Paget, a formulagcao dos modelos de progressao linear e de progressao
paralela apresentam hipdteses divergentes quanto ao processo metastdtico (Craig et al., 2013)
(Navin & Hicks, 2010). Apesar disso, hoje € sabido que o processo de metdstase relaciona-se a
diversas etapas sequenciais, incluindo invasdo de tecidos adjacentes, intravasdo, sobrevivéncia a
circulagdo, extravasao e colonizacgdo de tecido distante (Nguyen et al., 2009)(Chaffer & Weinberg,
2011)(Mohme et al., 2017)(Pantel & Speicher, 2016).

1.2 Dietas ocidentais, sobrepeso e obesidade

Sabe-se que o cancer de mama tende a ser mais agressivo em individuos com obesidade.
Abe e colaboradores informaram que o fenétipo obeso associa-se a tumores primarios maiores,

elevada taxa de invasao linfdtica e menor sobrevivéncia comparando-se com individuos com
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peso normal (Abe et al., 1976). Ademais, mulheres impactadas pela obesidade apresentam um
decréscimo de mais de 10% na sobrevivéncia, independentemente do estado menopausal do
individuo (Protani et al., 2010). Nunez-Ruiz e colaboradores demonstraram em um modelo
murino de cancer de mama que o fenétipo obeso associa-se a perfis anti-inflamatérios em
células imunoldgicas presentes no microambiente tumoral, conectando a obesidade com reduzida
capacidade de eliminacdo de tumores (Nufiez-Ruiz et al., 2022). Ademais, diversos estudos
apontam que o sistema imunoldgico de individuos e roedores com obesidade apresentam
alteracoes deletérias na imunidade antitumoral ao nivel sist€émico (Dyck and Lynch, 2023).

O sobrepeso e a obesidade, sendo atualmente definidos por valores de indice de massa
corpérea (IMC) (sobrepeso IMC superior a 25 kg/m?e obesidade IMC maior que 30 kg/m?),
apresentam numeros alarmantes. Em 2017, quatro milhdes de pessoas morreram como
consequéncia do sobrepeso e da obesidade. As taxas de sobrepeso e obesidade continuam
crescendo, como ilustrado pelo fato de que a prevaléncia dessas doengas em criangas e
adolescentes de 1975 a 2016 aumentou em quatro vezes (Organizacdo Mundial da Saude, 2021).
O sobrepeso e a obesidade relacionam-se a diversos fatores, incluindo genética, niveis hormonais
e o estilo de vida adotado, incluindo a dieta (Spalding et al., 2008).

A industrializacdo, a urbanizacdo e a progressiva utilizacao de tecnologias no cotidiano
correlaciona com o aumento do consumo de dietas ocidentais contendo itens de cafeteria,
incluindo alimentos ricos em acucares refinados, sal, carnes processadas, farinha branca e aditivos
alimenticios, como conservantes e flavorizantes. Essas dietas também sdo reconhecidas como
pobres em fibras, minerais e vitaminas (Mozaffarian, 2016). Sabe-se que a eleva¢do do consumo
desses itens também vem ocorrendo em paises menos desenvolvidos (Imamura et al., 2015)
(Monteiro et al., 2013), fato que se associa ao impacto global devastador da obesidade. O consumo
a longo prazo de itens de cafeteria influenciam a saide do individuo por promover rapido ganho
de peso, alteragdes no metabolismo energético e ativagdo do sistema imunolégicos (Christ et
al., 2019) (figura 5). Diversos estudos informam que padrdes alimentares ocidentais levam ao
aumento de marcadores inflamatdrios séricos, evidenciando o impacto desses alimentos sobre as

células imunolégicas do individuo (Hosseini et al., 2016)(Lopez-Garcia et al., 2004).
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Table 1. Mutrionts in Inflammation and Metabolic Discase
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Figura 5 - Nutrientes da dieta de cafeteria e seus efeitos sobre inflamacao e doenca metabdlica.

Western Diet and the Immune System: An Inflammatory Connection. Anette Christ, Mario Lauterbach e Eicke Latz.
2019

Modelo de obesidade para roedores, a dieta de cafeteria consiste na administracdo de
componentes alimentares obesogé€nicos comsumidos por humanos (como biscoitos recheados
e salgadinhos artificiais), portanto esimulando melhor os padrdes alimentares associados a
progressao do estado obeso do que outros modelos de obesidade (Zeeni et al., 2015). Atualmente,
sabe-se que a dieta de cafeteria ¢ um modelo de obesidade para roedores mais eficiente que a
dieta hiperlipidica (High-fat diet- HFD) por induzir inflamag¢ao em 6rgaos metabdlicos, como
depésitos adiposos e o figado, disfuncao vascular, além de favorecer o desenvolvimento de
hiperinsulinemia, hiperglicemia e resisténicia a insulina (Sampey et al., 2011) (Lang ez al., 2019).
Ademais, o consumo da dieta de cafeteria se associa a alteracdes comportametais, como o habito
de petiscar alimentos e como a reducao do valor heddnico de outras recompensas alimentares
(Lalanza and Snoeren, 2021). Kendig e outros demonstraran utilizando modelo de roedor que
a dieta de cafeteria composta por itens s6lidos levam a maiores alteragdes metabdlicas nesses
animais, quando comparado a sacarose liquida, amplamente utilizada para a inducao da obesidade
(Kendig et al., 2022).

O elevado consumo de agticares e gordura trans esté relacionado ao aumento de oxidacio

de moléculas, incluindo o colesterol LDL (low density lipoprotein — lipoproteina de baixa
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densidade). Estudos com camundongos verificaram que a fagocitose de cristais de colesterol por
células, especialmente macréfagos, pode levar ao dano lisossomal, fendmeno que induz ativagdo
do inflamassoma NLRP3 e consequente secre¢do da citocina pré-inflamatdria IL-13 (Rajamaki
et al., 2010). A ativacdo deste complexo multiproteico pode levar a piroptose, processo associado
a perda da integridade de membrana plasmadtica e a liberacao do contetdo intracelular, incluindo
alarminas e ATP (Wagner, 2014) (Rockenfeller et al., 2010) (di Virgilio et al., 2017), situacao
que exacerba ainda mais os processos inflamatérios sist€émicos (Yu et al., 2021).

A hiperglicemia, favorecida pelo consumo persistente de itens com alto indice glicémico,
associa-se a ativacdo do inflamassoma AIM2 (Piperi et al., 2012) (Kang et al., 2016), sensor
citoplasmdtico que também favorece aumento dos niveis do mediador inflamatério IL-13 e da
ocorréncia de piroptose (Kumari et al., 2020). Ademais, estudos com modelos de roedores
mostram que a hiperglicemia persistente modula a fun¢do imunolédgica intestinal e a microbiota
(Mori et al., 2015), alteracdes que favorecem a diminuicao da diversidade desses microorganismos
e o aumento da permeabilidade intestinal. Esses fenomenos associam-se a elevacao dos niveis
de metabdlitos téxicos circulantes, como o lipopolissacarideo (LPS), que leva a endotoxemia
metabdlica, que contribui para a ocorréncia de respostas inflamatdrias sistémicas (Lancaster et
al., 2018).

Outros componentes dietéticos que se apresentam em abundancia na dieta de cafeteria
sd0 os dcidos graxos saturados, como os dcidos palmitico e estedrico. Investigacoes com modelos
murinos revelam que elevadas concentracdes dessas biomoléculas apresentam efeitos citotdéxicos
por induzir o estresse do reticulo endoplasmadtico (Erbay et al., 2009) e levar a ativacao do

inflamassoma NLRP3 (Wen et al., 2011), favorecendo um estado inflamatorio.

1.3 Jejum intermitente

Devido a todos os seus beneficios, atualmente a pratica do jejum intermitente € utilizada
na terapéutica do sobrepeso e da obesidade (Rynders et al., 2019). Em 1997, Weindruch e
Sohal afirmaram que a diminui¢cdo do consumo de alimentos a longo prazo (restri¢ao caldrica)
influéncia a qualidade e a duracdo da vida do individuo (Weindruch & Sohal, 1997). Hoje sabe-se
que a magnitude dos beneficios trazidos por padrdes alimentares similares a esse, como o jejum
intermitente, varia conforme o sexo, fatores genéticos e dieta do individuo (de Cabo & Mattson,
2019). Esses beneficios incluem regulagcdo da pressao sanguinea (Anson et al., 2003), da glicemia
e perda de gordura abdominal (Harvie et al., 2013).

As principais estratégias de jejum intermitente aplicadas para humanos sdo o jejum
noturno extendido, o jejum em dias alternados, a dieta 5:2 (5 dias se alimentando normalmente
e 2 dias com periodo de jejum), a dieta 4:3 (4 dias se alimentando normalmente e 3 dias com
periodo de jejum) (Varady et al., 2021). J4 modelos de murinos de jejum intermitente incluem
o jejum didrio, em dias alternados, o jejum praticado de 24 a 72 horas e a dieta 5:2 (5 dias se

alimentando normalmente e 2 dias com periodo de jejum) (Cignarella et al., 2018) (Li et al.,
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2017) (Li et al., 2020) (Zhang et al., 2021). Assim como em humanos, 0 jejum intermitente
também melhora parametros metabdlicos e inflamatdrios de camundongos com obesidade (Li
et al., 2023). No entanto, sabe-se que o jejum intermitente também apresenta acdes benéficas
na saude e sobrevivéncia de camundongos que ndo apresentam o estado obeso (Mitchell et al.,
2019).

Estudos informam que periodos prolongados de jejum associam-se a mobilizagdo e
catabolismo de triglicerideos armazenados nos tecidos adiposos e a diminui¢ao do consumo
de glicose. O figado converte os dcidos graxos desesterificados em corpos cetdonicos (Patel et
al., 2019) (de Cabo & Mattson, 2019), moléculas que servem de fonte de energia em situacoes
de privacao alimentar (Anton et al., 2018), especialmente para o cérebro, e que atuam como
importantes sinalizadores, influenciando func¢ao celular e dos tecidos (Newman & Verdin,
2017). Os corpos cetdnicos regulam a expressao e a atividade de vérias moléculas associadas
a manutencio da homeostase do organismo (figura 6). Luda e colaboradores informaram que
a oxidacdo de corpos cetdnicos se associa a funcao efetora de linfécitos T CD8+ por afetar a
acetilacdo de histonas, mecanismos epigenéticos que podem conectar jejum intermitente com a

modulacdo de crescimento de tumores (Luda et al., 2023).
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Figura 6 — Efeitos do jejum intermitente sobre diversos orgaos e tecidos.
Effects of Intermittent Fasting on Health, Aging, and Disease. Rafael de Cabo e Mark P. Mattson. 2019.

Os efeitos do jejum intermitente favorecem com que os organismos praticantes resistam

melhor a estresses e restabelecam mais prontamente a homeostase sist€mica (de Cabo & Mattson,
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2019). Estudos sugerem que essa pratica associa-se ao aumento da ativacao de vias relacionadas
ao reparo do DNA, a sistemas de qualidade de proteinas e organelas, a respostas antioxidantes e a
diminui¢do de processos inflamatorios (Mindikoglu et al., 2020). Essas respostas adaptativas sao
fortemente conservadas (Mattison et al., 2017) e conferem ao organismo resisténcia aumentada a
estresses proteotoxico, traumdtico, oxidativo, idnico e metabdlico (Mattson & Arumugam, 2018)
(de Cabo & Mattson, 2019).

Durante periodos prolongados de jejum, os niveis dos sensores bioenergéticos
dinucledtido de nicotinamida e adenina em forma reduzida (NADH), adenosina trifosfato (ATP)
e acetil coenzima A (acetil CoA) diminuem e a quantidade de NAD+, AMP, CoA aumentam.
Esses equivalentes de energia atuam como modificadores epigenéticos e favorecem a ativacao de
proteinas associadas a resisténcia ao estresse, como FOXOs (forkhead box Os), PGC-1a
(peroxisome proliferator—activated receptor y coactivator 1a), as desacetilases sirtuinas (SIRTSs),
o0 NRF2 (nuclear factor erythroid 2—related factor 2) e a quinase AMPK (AMP-activated protein
kinase). Essas alteracdes moleculares fazem com que o organismo induza sistemas de reparo e
manuten¢do, reciclagem de moléculas, renovacdo mitocondrial e sobrevivéncia celular (de Cabo
& Mattson, 2019) (figura 7).
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Figura 7 - Efeito do jejum intermitente sobre a ativacio de vias intracelulares que favorecem
a sobrevivéncia, biogénese mitocondrial e resposta antioxidante.

Effects of Intermittent Fasting on Health, Aging, and Disease. Rafael de Cabo e Mark P. Mattson. 2019.

1.4 Dietas como moduladores dos fenétipos dos tecidos adiposos

Sabe-se que a dieta € uma importante moduladora das caracteristicas do tecido adiposo, o
qual € atualmente reconhecido como extremamente pldstico. Originalmente classificado como
um 6rgdo que apenas armazena energia, o termo tecido adiposo hoje engloba tecidos complexos

que regulam o metabolismo energético e respostas imunoldgicas sistémicas (Chait & den Hartigh,
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2020). O funcionamento adequado do tecido adiposo € crucial para a homeostase do organismo,
pois este 6rgao nao regula apenas o disponibilizacdo de energia em situagdes de necessidade,
mas também impacta na termorregulacdo do organismo e nos niveis de mediadores que regulam
diversos processos bioldgicos, como o metabolismo de glicose e lipideos e a secrec¢do de insulina
(Cinti, 2012). Esses tecidos sao classificados pela sua morfologia, pela distribui¢do e pelas
caracteristicas das suas principais células, os adipdcitos, em trés tipos constitutivos: branco,
marrom e bege (Chait & den Hartigh, 2020). Ademais, durante a gravidez, lactagcao e pés-lactacio,

adipdcitos rosa também sdo detectados (Cinti, 2018) (figura 8).
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The Impact of the Adipose Organ Plasticity on Inflammation and Cancer Progression. Luis Henrique Corréa,
Gabriella Simdes Heyn e Kelly Grace Magalhées. 2019.

Os adipdcitos brancos apresentam escassez de mitocondrias no citoplasma, compartimento
majoritariamente ocupado por um grande corpusculo lipidico unilocular, levando a uma coloragdao
mais clara. Apds estimulos especificos, os adipdcitos liberam moléculas lipidicas para o organismo
como moeda de troca para a producio de adenosina tri-fosfato (ATP) (Stolarczyk, 2017). Os
adipdcitos marrons caracterizam-se por uma quantidade elevada de mitocondrias, numerosos
corpusculos lipidicos e alta expressao da proteina desacopladora 1 (UCP1), molécula que dissocia
a cadeia transportadora de elétrons da produ¢do de ATP para a ocorréncia de termogénese sem
tiritacdo (Harms & Seale, 2013). Também associado a elevados niveis de UCP1, os adipdcitos
bege apresentam caracteristicas celulares intermedidrias entre esses dois (K. Ikeda et al., 2018).
Os adipdcitos podem ser encontrados em nichos discretos no organismo (Sanchez-Gurmaches

& Guertin, 2014), mas normalmente sdo encontrados constituindo majoritariamente os tecidos
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adiposos com outras células (fibroblastos, células endoteliais, células estromais, pré-adipdcitos e
células imunes).

Durante o sobrepeso e a obesidade induzidos por dieta, o maior depdsito de tecido
adiposo branco, que se encontra na regido subcutinea (Tchkonia et al., 2013), sofre processos de
hipertrofia e hiperplasia (M. Longo et al., 2019a), alteracdes que levam a deposicao ectépica
de gordura, como nos depdsitos adiposos viscerais, figado, pancreas e coracdo (S. M. Kim et
al., 2014) (Guillermier et al., 2017). Os efeitos toxicos e pro-inflamatérios gerados por esses
depositos leva a desregulacao no funcionamento destes 6rgdos, favorecendo a ocorréncia de
resisténcia a insulina, dislipidemia, disglicemia, doengas hepdticas gordurosas ndo-alcodlicas,

respostas inflamatdrias locais e sist€émicas e doencas do corac¢do (Engin, 2017) (figura 9).
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Figura 9 - Disfuncao de adipécitos e deposicao ectopica de lipideos.

Role of Inflammatory Cytokines, Growth Factors and Adipokines in Adipogenesis and Insulin Resistance. Layla
Al-Mansoori, Hend Al-Jaber, Mohammad Shoaib Prince e Mohamed A. Elrayess. 2022.

O tecido adiposo branco obeso tende a apresentar intensa infiltracdo de células

imunoldgicos em polarizacdo pro-inflamatéria, morte de adipdcitos e diminui¢do da
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sensibilidade a insulina (Liu & Nikolajczyk, 2019). A ocorréncia da inflamacdo tecidual,
evidenciada pelo fato de que 59% das vias diferencialmente reguladas no tecido adiposo de
animais obesos sdo associadas a inflamacao (Xu et al., 2003), leva a disfuncao do tecido,
exacerbando o aumento do volume deste (Goossens & Blaak, 2015).

A deposic¢ao ectdpica de lipideos na regido visceral associa-se a altos niveis de citocinas
pro-inflamatdrias circulantes, especialmente o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), e,
consequentemente, a progressao da resisténcia a insulina tecidual e sist€émica (Cartier et al.,
2010). Esse microambiente inflamatério favorece com que células com carater anti-inflamatério,
como células T regulatodrias, células linfoides inatas 2 (ILC2), iNKT, linf6citos B regulatérios e
células T 0y, diminuam em comparacao as células com perfil inflamatério, intensificando ainda
mais o processo inflamatério tecidual (Lynch et al., 2012)(Costanzo et al., 2015)(Molofsky et al.,
2013) (Nishimura et al., 2013).

Além de apresentar inflamacdo em depésitos de tecido adiposo branco, o fendtipo
obeso também correlaciona com inflamagdo e diminui¢do de fungdo do tecido adiposo marrom
(Peterson et al., 2017). Estudos associam processos inflamatérios nesse tecido, encontrado na
regido suprascapular de camundongos (Zhang et al., 2018), com diminui¢ao da expressao de
diversos marcadores de funcdo, incluindo a UCP1 (Pan et al., 2021). Ensaios com animais
deficientes para UCP1 mostram que a auséncia desta proteina leva a maior inflamacao e resisténcia
insulinica no tecido adiposo marrom, aumentando o processo inflamatorio ja existente (Bond et
al., 2018). Portanto, o estado pré-inflamatério do tecido adiposo contribui para a diminui¢ao das
funcgdes termorregulatorias e enddcrinas deste (M. W. Lee et al., 2019) (Pan et al., 2021).

Ja a pratica do jejum intermitente apresenta efeitos positivos sobre o remodelamento do
tecido adiposo que ocorre na disfungdao metabdlica induzida pela dieta. Estudos com modelos
murinos de obesidade mostram que o emprego do jejum intermitente nos animais favorece
aumento da tolerancia a glicose, reducdo da hipertrofia de adipdcitos e de marcadores de
inflamacao do tecido (B. Liu, Page, Hatzinikolas, et al., 2019a). Em camundongos, esse padrdao
alimentar associa-se a redu¢ao de massa do tecido adiposo branco, ao aumento da expressao de
UCP1 e da capacidade termogénica desses tecidos de animais obesos (B. Liu, Page, Hutchison,
et al., 2019)(Marinho et al., 2020), fendmenos associados ao amarronzamento do tecido adiposo
branco (figura 10). Estudos informam que o processo de amarronzamento associa-se a um aumento
do recrutamento de precursores de adipdcitos beges, os quais sdo diferentes de pré-adipdcitos
brancos, para os depdsitos de tecido adiposo branco, especialmente em depdsitos subcutaneos
(Shinoda et al., 2015) (Xue et al., 2015)(Zuriaga et al., 2017).
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Figura 10 - Mecanismos moleculares que se associam ao amarronzamento do tecido adiposo
branco e estimulos que induzem esse processo.

The Impact of the Adipose Organ Plasticity on Inflammation and Cancer Progression. Luis Henrique Corréa,
Gabriella Simdes Heyn e Kelly Grace Magalhées. 2019.

1.5 Dietas como moduladores da composicao e diversidade do microbioma intestinal

Desde meados do século XIX, sabe-se que os intestinos dos humanos sdo povoados
por diversos microorganismos (Farré-Maduell and Casals-Pascual, 2019). Estudos futuros
demonstraram que esses seres vivem nao apenas na mucosa intestinal, mas também em diversos
outros sitios, como a cavidade oral, os pulmdes e a mama de humanos (Urbaniak et al., 2016)
(Li et al., 2022)(Hilty et al., 2010). Postulado em 1988 por Whipps e colaboradores, o termo
microbioma se refere a comunidades microbianas e suas redes de atividades (Whipps ez al., 1988).
Mais tarde, o ganhador do prémio Nobel Joshua Lederberg sugeriu a utilizagdo do termo para
as comunidades de microoganismos presentes no organismo humano (Lederberg and McCray,
2001) (Hooper and Gordon, 2001), sendo amplamente empregado no estudo da relacao entre
esses microorganismos e o hospedeiro humano nos diversos sitios. Atualmente sabe-se que
esses microbiomas desenvolveram uma relacdo de simbiose com os humanos e influenciam
o funcionamento do organismo hospedeiro (Wiesmann et al., 2022). Sendo o primeiro a ser

descrito, o microbioma intestinal é o mais abundante, complexo e diverso taxonomicamente.
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Esse ecossistema associa-se nao apenas com a manutencao da saide do hospedeiro, mas também
com processos associados a diversas doencas, incluindo doencas cardiovasculares, sindrome
metabdlica e malignidades (Devoy, Flores Bueso and Tangney, 2022) (Witkowski, Weeks and
Hazen, 2020)(Sun, Chen and Wu, 2023) (Zheng, Liwinski and Elinav, 2020) (Fan and Pedersen,
2021). Portanto, a microbiota intestinal possui papel central no funcionamento do organismo

humano (figura 11).
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Figura 11 - Distribuicao da microbiota intestinal e seus papeis centrais no funcionamento de
diversos 6rgaos.

Human gut microbiota in health and disease: Unveiling the relationship. Muhammad Afzaal, Farhan Saeed, Yasir
Abbas Shah, Muzzamal Hussain, Roshina Rabail, Claudia Terezia Socol, Abdo Hassoun, Mirian Pateiro, José M.
Lorenzo,Alexandru Vasile Rusu e Rana Muhammad Aadil. 2022.

Essas comunidades microbianas podem ser compostas por bactérias, fungos, virus, arquea
e protozoario(Vemuri et al., 2020) (Hou et al., 2022) (Dubik, Pilecki and Moeller, 2022),
sendo a maioria desses microorganismos pertencentes ao grupo das bactérias. Estudos indicam
que o microbioma intestinal de individuos adultos contém em média 10'3bactérias(Sender,
Fuchs and Milo, 2016) pertencentes a grupos de 300 a 1000 espécies bacterianas, devido a
variacOes entre individuos. Essa comunidade inclui mais de dois milhdes de genes involvidos em
diversas funcdes, como sintese de vitaminas, digestao de carboidratos, metabolismo de drogas
e modulacao do sistema imunolégico (Turnbaugh et al., 2007) (Eisenstein, 2020) (Zoetendal,

Rajili¢-Stojanovi¢ and De Vos, 2008). Em um estudo envolvendo dados de genétipo e de
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microbioma intestinal de mais de mil individuos, Rothschild e colaboradores demonstraram que
o ambiente € dominante sobre a genética na modulacdo do microbioma intestinal em humanos
(Rothschild et al., 2018). Dentre os fatores ambientais, o padrao alimentar € o que mais influéncia
a microbiota intestinal, por ser um comportamento didrio com efeitos diretos sobre a fisiologia e
ecologia dos microorganismos e sobre o sistema imunoldgico e o estado metabdlico do hospedeiro
(Bourdeau-Julien et al., 2023) (Zheng, Liwinski and Elinav, 2020) (Fan and Pedersen, 2021).
A intima interacdo entre a dieta e a microbiota intestinal € favorecida pelo fato de que as
bactérias que vivem na mucosa do intestino utilizam os nutrientes consumidos pelo hospedeiro
para a producdo de metabdlitos, incluindo dcidos biliares secundarios (Collins et al., 2023),
dcidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Deleu et al., 2021), poliaminas (Bui et al., 2023), produtos
de fermentacgao de proteinas, como os derivados de triptofano (Rodriguez-Romero et al., 2022),
e a precursora de trimetilamina N-6xido (TMAO) trimetilamina (TMA) (Rath et al., 2017)
(figura 12). Essas moléculas influenciam diretamente o sistema imunolégico e o metabolismo e,
modulam a fisiologia do organismo hospedeiro (Liu ef al., 2022) (Gasaly, de Vos and Hermoso,
2021). Componentes da parede celular das bactérias, como o LPS, presente em Gram-negativas
(Guo et al., 2013) (Gauthier, Rotjan and Kagan, 2022) (Anhé et al., 2021) e glicoconjugados,
oriundos de Gram-positivas, também afetam diferentemente o metabolismo e a imunidade do
individuo (Jordan er al., 2023) (Wheeler et al., 2014) (Wheeler et al., 2014). No entanto, a
microbiota intestinal ndo apenas influencia imunidade e metabolismo do hospedeiro, mas também
€ moldada por estes (Ruff, Greiling and Kriegel, 2020) (Maslowski, 2019). Portanto, a interacdo
entre microbiota intestinal, sistema imunoldgico e metabolismo correlaciona com saide e doenca

do individuo.
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Figura 12 - Metabdélitos da microbiota intestinal.

Gut microbiota-derived metabolites in the regulation of host immune responses and immune-related inflammatory
diseases. Wenjing Yang e Yingzi Cong. 2021

Estudos anteriores demonstraram que o jejum intermitente e dietas obesogénicas
apresentam efeitos distintos sobre a composicao e diversidade do microbioma intestinal de
humanos e roedores. A avalia¢do de individuos com obesidade indicam que o fen6tipo obeso se
associa a alteracdes no microbioma intestinal, comumente incluindo modulagdes na
permeabilidade intestinal, nos niveis circulantes de endotoxinas e na sensibilidade a insulina
(Crovesy, Masterson and Rosado, 2020) (Cornejo-Pareja et al., 2019) (Fan and Pedersen, 2021)
(Lee, Sears and Maruthur, 2020). Dietas obesogénicas também correlacionam com alteragdes na
microbiota intestinal em roedores. Amplamente utilizada como uma dieta aplicada para inducdo
de obesidade nesses animais, a dieta hiperlipidica (high-fat diet - HFD) associa-se a diversas
alteracdes no microbioma intestinal, desde ao nivel de filo até o nivel de géneros e espécies
(Velazquez et al., 2019) (Jiao et al., 2018) (Shin, Whon and Bae, 2015) (Kim et al., 2012).
Diferentemente da HFD, a dieta de cafeteria mimetiza eficientemente as dieta ocidentais
consumidas por humanos, as quais possuem papel direto nas taxas alarmantes de obesidade
(Kopp, 2019).

Explorada no contexto da microbiota intestinal majoritariamente em ratos, a dieta de
cafeteria também leva a alteragdes estruturais dessa comunidade microbiana, influenciando
diretamente os estados metabdlico e inflamatdrio desses animais (Zeeni et al., 2015) (de la Garza et
al.,2023) (Kendig et al., 2022) (Sampey et al., 2011). Avaliando os efeitos da dieta de cafeteria em
outro roedor, os camundongos, Hussain e colabores também detectaram alteragdes no microbioma

intestinal (Hossain ef al., 2021). O jejum intermitente, considerado uma eficiente intervengao
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contra a obesidade, também influéncia a microbiota intestinal. Estudos avaliando individuos com
sindrome metabdlica que praticaram o jejum, apresentam alteracdes do microbioma intestinal
que correlacionaram com melhora no perfil cardiometabdlico desses dos pacientes (Maifeld
et al., 2021) (Forslund, 2023) (Guo et al., 2021). Em modelos murinos, andlises indicam que
diferentes abordagens do jejum intermitente, incluindo o jejum didrio, 2 dias em jejum e 5 em
alimentacao ad libitum e em dias alternados, também modulam o microbioma intestinal desses
animais, se associando a efeitos positivos (Li et al., 2020)(Zhang et al., 2021) (Zhang et al.,
2020) (Cignarella et al., 2018) (Li et al., 2017). Portanto, esses estudos sugerem que a microbiota
intestinal € um ator central na manutencao da satde e promocao da doenga no hospedeiro nos
contextos da obesidade e do jejum intermitente.

Atualmente, sabe-se que bactérias intestinais influenciam a progressao de neoplasmas,
incluindo de mama (figura 14). Esses microorganismos impactam o crescimento desses tumores
por afetarem o metabolismo e o sistema imunoldgico, os estados inflamatorios local e sistémico,
a ativacao de vias de proliferacao, sobrevivéncia e morte celular, a instabilidade gendmica por
influenciarem o estado redox, o metabolismo de moléculas enddgenas e exdgenas, a producao de
vitaminas e a ocorréncia de alteracdes epigenéticas (Alvarez-Mercado et al., 2023) (Devoy, Flores
Bueso and Tangney, 2022). Ademais, autores demonstram que a microbiota intestinal influencia a
eficcia de tratamentos antitumorais, como quimioterapia, imunoterapia e radioterapia (Bawaneh
et al., 2022) (Vernaci et al., 2023) (Vitorino et al., 2022) (Zhang, Liu and Xia, 2023) (Shiao et
al., 2021). Portanto, a microbiota intestinal possui papel central nos efeitos sistémicos mediados

por dietas e na progressao de cancer.
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Gut-breast axis

Figura 13 - A relevancia do eixo intestino mama no contexto de terapias antitumorais.

Exploring the Potential of Breast Microbiota as Biomarker for Breast Cancer and Therapeutic Response. Sabine
Dieleman, Romy Aarnoutse, Janine Ziemons, Loes Kooreman, Annemarie Boleij, e Marjolein Smidt. 2021.
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2 Justificativa

O cancer de mama triplo-negativo € uma malignidade com impacto devastador em
pacientes em todo globo. Apresenta pior progndstico quando comparado com outros tipos de
neoplasias mamadrias por associar-se a maior proliferacio, agressividade e invasividade. Ademais,
devido a auséncia de expressao de HER2 e dos receptores para estrégeno, progesterona, esses
tumores sdo de dificil tratamento (Huang ef al., 2022). A progressao de tumores de mama triplo-
negativos sdo influenciados pela plasticidade do tecido adiposo (Corréa, Heyn and Magalhaes,
2019) (Oshi et al., 2021). Os depdsitos adiposos sao atualmente considerados 6rgaos enddcrinos,
metabdlicos e imunoldgicos que sdo extremamente plisticos, cujas fungdes e morfologia sao
influenciadas pela dieta (Musi and Guardado-Mendoza, 2014)(Sakers et al., 2022).

A progressao de malignidades mamdrias triplo-negativas também € modulada pela
composi¢ao e diversidade do microbioma intestinal (Nandi, Parida and Sharma, 2023). A
microbiota intestinal € extremamente fluida e possui papéis centrais sobre o metabolismo e o
sistema imunolégico do hospedeiro, apresentando acdo enddcrina via a producio de metabdlicos
e componentes de parede celular (Zheng, Liwinski and Elinav, 2020)(Ruff, Greiling and Kriegel,
2020)(Koh and Bickhed, 2020) (Martin et al., 2019). Essa comunidade microbiana também ¢é
modulada pela dieta adotada pelo individuo (Zhang, 2022).

Considerando o papel central da dieta sobre a manutencdo da satide e promogdo de
doencgas, estudos explorando o papel das dietas jejum intermitente e dieta de cafeteria em
contextos como a modulacao da composic¢ao e diversidade do microbioma intestinal, a progressao
do cancer de mama e modificacdes das fungdes de depdsitos adiposos sdo necessdrios para se
compreender como essas distintas dietas influenciam o funcionamento do organismo. Ademais,
h4 escassez de informacdes sobre como depdsitos adiposos influenciados pelo jejum intermitente
e pela dieta de cafeteria afetam o cancer de mama, temadtica cuja exploracio tende a contribuir no

entendimento de como as dietas afetam a progressdao de neoplasias mamadrias.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do jejum intermitente e da dieta de cafeteria na progressao do cancer
de mama triplo-negativo e caracterizar a modulacdo dos tecidos adiposos e da microbiota

intestinal nesse contexto.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1) Avaliar a influéncia do jejum intermitente e da dieta de cafeteria no estabelecimento

e desenvolvimento do cancer de mama, analisando:

e Parametros metabdlicos;
e Parametros do tumor primadrio;
* Ocorréncia de metdstase hepatica;

e Parametros inflamatorios

3.2.2) Investigar o efeito do jejum intermitente e da dieta de cafeteria sobre a capacidade
de modulacao dos parametros carcinogénicos de células de cancer de mama 4T1 por tecidos

adiposos, verificando:

* A proliferacdo das células 4T1;
* O perfil de morte das células 4T1;
* A biogénese de corpusculo lipidico pelas células 4T1;

* A secrecdo de citocinas pelas células 4T'1

3.2.3) Analisar o impacto do jejum intermitente, da dieta de cafeteria e do cancer de

mama triplo-negativo sobre a microbiota intestinal, investigando:

e A diversidade do microbioma intestinal;
* A composi¢cdo do microbioma intestinal;

¢ Vias metabolicas associadas aos taxons detectados
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4 Metodologia
4.1 Linhagem de células neoplasicas

Células de cancer de mama triplo-negativo murino 4T1 (nimero da ATCC: CRL-2539)
foram cultivadas em meio RPMI (GIBCO) suplementado com 5 9% de Soro Fetal Bovino (GIBCO)
e 1 % Penicilina/Estreptomicina (GIBCO) e mantidas em estufa imida a 37 °C e 5 % de CO2.

4.2 Acondicionamento e manejo dos animais

Camundongos fémeas BALB/c selvagens, fornecidos pelo biotério do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade de Brasilia, foram mantidos a 23 + 1 ° C em ciclo de luz/escuro de
12 horas, com livre acesso a comida, salvo os grupos experimentais submetidos ao jejum, em
seus respectivos dias de administracdo. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo
Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de
Brasilia (SEI n. 23106.033635/2021-43).

4.3 Experimentacao in vivo
4.3.1 Delineamento experimental

Camundongos BALB/c fémeas selvagens de 24 semanas foram segregados em trés
maiores grupos de acordo com a dieta ao qual foram submetidos durante o experimento:
animais alimentados com racdo AIN-93 ad libitum diariamente (“Standard diet” — SD), animais
alimentados com racdo AIN-93 ad [ibitum por 24 horas e mantidos em jejum nas 24 horas
seguintes (“Intermittent Fasting” — IF), e animais alimentados dieta de cafeteria (“Cafeteria diet”
— CAF) (N=16). Ap6s 24 dias, metade dos animais de cada grande grupo (SD, IF e CAF) foi
submetida 2 anestesia geral (quetamina e xilasina) e exposta 2 103 células 4T1 via injecdo na
quinta mama direita (animais agrupados como CA+) conforme padronizado por Sousa e outros
(Cesar Romero et al., 2019). A outra metade dos camundongos ndo recebeu células 4T1, sendo
esses animais enquadrados em condi¢des sem cancer (CA-). Ap6s 28 dias de progressao tumoral,
os animais foram eutanasiados para coleta de amostras para posteriores andlises Todos 0s grupos

experimentais continham oito camundongos (N=8) cada.
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Figura 14 - Desenho experimental do experimento in vivo.

Confeccionado utilizando BioRender pelo autor.

Tabela 1 - Composi¢ao da Racao AIN-93 empregada

Ingredientes g/kg de ragdo
Hidroquinona 0,014
Bitartarato de colina 2,5

L-cistina 3,0

Mistura vitaminina 10,0

Mistura Mineral 35,0
Celulose 50,0
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Ingredientes

g/kg de ragdo

Oleo de soja

70,0

Sacarose

100,0

Amido de milho dextrinizado

132,0

Caseina

200,0

Amido de milho

397,486

Agua

275

Ttem I

Farinha de trigo (finua)

Margarina Salsicha (Copacal) Martadela (Perdigio) Salgadinbo (Micio)
Porgio | 1 colher de sopa (10 g) 1 unidade (50 g) 3 fatias e meia (40 g) 2 xicaras @ meia da chd (25 g)
Valor energético wrpor{iol 34 keal 105 keal 113 keeal 116 keal
Carboidratos Q 11g 24 15g
Proteinag 0 621 48 15g
Gorduras totais Gg T.9E 84 56¢
Gorduras saturadas 18g 31¢g 3¢ 16¢
Gordura mans 0 [\ 0 0
Fibraz ali & 1ig 1] a 0 0
Sadio 0 55 me 385 me 40 mg 186 mz
Ferro 21me Q a 0 0
Acido folico 75 meg 0 1] 0 i}
Vitamina A S0 mez 0 0 0 0
Vitamina Bl 0,18 mg 0 0 0 0
Vitamina B2 0,2mg 0 o 0 0
Vitamina B3 0 g o 0 0
Vitamina B6 0.2 mg 0 o g
Vitamina PP 24 mg 0 4 0
Zineo 1,05 mg 0 0 0

Figura 15 - Informacoes nutricionais dos itens de cafeteria utilizados

Ttem Bizcoito de chocolate (Plugados) | Bizcoito de morango (Plugados) | Wafer de chocolate branco (Atrevidoz)| Wafer de morango (Ttamaraty)
Porcio Trés vnidades (30 g) ‘Trés vnidadas (30 £) Trés vnidadas (30 g) Trés vnidades (30 g)
Valor energético por porciio 141 keeal 138 keal 143 keal 148 keal
Carboidratos 20g 20e 22g 21g
Proteinaz 15= 18z lis 2E
Gorduras totais 55z 56z 56z 638 =
Gorduraz zaturadas 20= 28s 19= 18¢=
Gordura mans 0 0 0 0
Fibras alimentarez 0 0 06z 0
Sadio 63 me 58 me 38 ms 30 ms
Ferro 25 ms 25 ms 0.7 mg 0.7 ms
Acido folico 0 0 Nio descrito 0
Vitamina A 0 0 0 0
Vitamina Bl 0,22 mg 0,22 mg 0 0
Vitamina B2 028 mg 0.28 ms= 0 0
Vitamina B3 36ms 36mz 0 0
Vitamina Bf 0,259 mg 0,25 mz 0 0
Vitamina PP 0 0 0 0
Zinco 1.5ms 1.5ms 0 0

Figura 16 - Informacoes nutricionais dos itens de cafeteria utilizados
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Tabela 2 - Receita do Bolinho de Salsicha

Salsicha 522¢
Farinha de trigo 40,93 g
Margarina 10g
Agua quente 7 mL
Massa total 103,13 g

Tabela 3 — Receita do Bolinho de Mortadela

Mortadela 556 ¢
Farinha de trigo 4785¢g
Margarina 1035 g
Agua quente 7 mL
Massa total 1138 g

4.3.2 Pesagem dos animais

Visando avaliar o impacto das diferentes condi¢des experimentais sobre o peso dos

camundongos, todos os animais foram pesados em dias alternados utilizando balan¢ca comum.

4.3.3 Afericao de massa dos tecidos e do tumor

Visando analisar o impacto das diferentes condi¢des experimentais sobre a massa dos
tecidos e do tumor, estes e aqueles tiveram suas massas aferidas por meio da utiliza¢do de balanca
de alta precisao (Ahimadzu do Brasil Comércio LTDA), logo apds coleta. Os valores de massa

foram registrados até a quarta casa decimal para posterior confeccdo dos graficos.

4.3.4 Analise hematoldgica

Buscando-se investigar se hd alteracdes hematoldgicas relacionadas as condicdes
experimentais avaliadas, a contagem total e diferencial de leucécitos e plaquetas foi conduzida
conforme Longo e colaboradores (J. P. F. Longo et al., 2016). Amostras de sangue total dos
camundongos foram obtidas por meio do canal ocular apés devida anestesia dos animais. As
amostras foram acondicionadas em microtubos com EDTA 10% (m/v) e os exames foram
realizadas no Analisador Automético de Hematologia Sysmex pocH-100i ™ (Curitiba/ Parana,

Brasil) calibrado para camundongos.
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4.3.5 Analise bioquimica

Para avaliar as fun¢des hepdtica e o perfil lipidico dos camundongos nas diferentes
condigdes experimetais, amostras de sangue foram coletadas via canal ocular e acondicionadas
em tubo com gel separador para a obten¢ao do soro. A avaliagdo foi realizada em um analisador
bioquimico automdtico Chemwell-t (Labtest, Brasil), conforme orientagdes do fabricante. Foram
realizados os seguintes exames: Aspartato aminotransferase (AST) para avaliagdo da fungao
hepadtica, creatinina K e ureia para investigacao renal e colesterol total e triglicérides para anélise

do perfil lipidico.
4.3.6 Analises histopatoldgicas

Buscando-se analisar o impacto das diferentes condi¢des experimentais sobre
caracteristicas histolégicas dos diferentes tecidos sauddveis e tumorais, estes foram fixados em
formalina 3,7% (v/v) logo apds coleta e incubados em parafina em solidificagdo. Apds completa
solidificacdo, as pecas foram cortadas, transferidas para laminas e coloridas com
Hematoxilina-eosina (HE) ou com anticorpé especifico para a proteina Ki-67 (Roche). As
laminas foram escaneados utilizando o equipamento Aperio (Leica BIOSYSTEMS) e as figuras
dos tecidos foram geradas utilizando o programa Aperio ImageScope empregando o aumento de

10 e 20 vezes.

4.3.7 Anadlise do perfil de citocinas dos tecidos adiposos

A fim de se verificar se as diferentes condi¢cdes experimentais influenciaram o perfil de
citocinas secretadas pelo tecido adiposo marrom, foram extraidas proteinas totais desse tecido
utilizando tampao de lise contendo inibidor de protease e macerador de vidro. Buscando se
garantir a integridade das proteinas contidas no lisado, este foi mantido em gelo e intensamente
homogeneizado para total lise das células. Ao fim do processo de extracdo de proteinas totais, as
amostras foram submetidas a centrifugacao a 14000 rpm por 10 minutos em um processo de
clarificagdo. O sobrenadante resultante da centrifugagao foi coletado e distribuido em dois tubos
de microcentrifuga por condi¢ao experimental para estocagem de curto prazo em freezer -20
°C. O lisado do tecido adiposo marrom foi entdo utilizado para dosagens de IL-6, IL-10, IL-12,
TGF-{ e TNF-« utilizando-se kits comerciais (R&D). As instru¢des do fabricante foram seguidas

e os niveis de citocinas foram apresentados em niveis absolutos (pg/mL).
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4.4 Experimentacao ex vivo
4.4.1 Delineamento experimental

Camundongos BALB/c fémeas selvagens de 24 semanas foram segregados em trés grupos
de acordo com a dieta ao qual foram submetidos durante o experimento: animais alimentados
com racdo AIN-93 ad libitum diariamente (“‘Standard diet” — SD), animais alimentados com
racao AIN-93 ad libitum por 24 horas e mantidos em jejum nas 24 horas seguintes (“Intermittent
Fasting” — IF), e animais em dieta de cafeteria (“Cafeteria diet” — CAF). Os camundongos foram

expostos a essas dietas por 24 dias, apds os quais foram eutanasiados para obten¢do de tecidos.

4.4.2 Obtencao dos produtos de secrecao para estimulo e tempo de tratamento das células

Como primeiro passo para se investigar os efeitos de moléculas secretadas por diferentes
depdsitos de tecido adiposo provenientes de animais submetidos a dieta padrdo, ao jejum
intermitente e a dieta de cafeteria sobre células 4T1, os tecidos adiposos brancos inguinal
(Inguinal white adipose tissue - IgWAT), subcutineo (subcutaneous white adipose tissue —
scWAT) e gonadal (gonadal white adipose tissue — gWAT) e o tecido adiposo marrom (brown
adipose tissue — BAT) foram cirurgicamente retirados em condi¢des estéreis. Em seguida, os
tecidos foram mecanicamente dissociados dentro de tubos de microcentrifuga estéreis contendo
meio RPMI base (Albumina bovina sérica (1% (m/v)), anfotericina (0,25 ug/mL), cloranfenicol
(2 ug/mL), gentamicina (40 ug/mL), penicilina/streptomicina (1% (v/v) e soro fetal bovino (10 %
(v/v)) seguindo a proporcao de 1 mL de meio para cada 0,05 g de tecido pesado em balanca de
alta precisao.

Os tecidos dissociados em meio RPMI base foram entdo transferidos para garrafas de
cultura celular médias e grandes e incubados por 24 h em estufa a 37 °C contendo 5% CO,. A
seguir, os sobrenadantes de interagdo foram coletados em ambiente estéril e acondicionados
em freezer -80 °C. Os sobrenadantes de interacdo foram utilizados diluidos em 50 % para
estimular células 4T1 por 24 h. Ap6s tempo de estimulo, as células foram analisadas quanto a
viabilidade mitocondrial, perfil de morte celular, detec¢do de Bax, proliferacao celular, biogénese
de corpusculo lipidico e secrecdo de citocinas. Os termos “moléculas secretadas por tecido
adiposo”, “produtos de secrecdo de tecido adiposo” e “produtos secretados por tecido adiposo”
foram empregados como sindnimos para se referir ao material obtido ap6s dissociagdo do tecido

adiposo em meio suplementado com BSA, antibidticos e antifingico (meio RPMI base).

4.4.3 Proliferaciao celular

Tendo-se como objetivo analisar o efeito dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos
sobre a proliferacdo de células 4T1, foi realizado um ensaio utilizando o CFSE. Esse composto

fluorescente e permedvel a membrana caracteriza-se por interagir com aminas citoplasmaticas.
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Uma vez que a célula realiza o processo de divisdo celular, as moléculas de CFSE sdo igualmente
divididas entre as células filhas, diluindo assim a fluorescéncia presente em cada célula gerada.
10°células foram introduzidas em placas de 24 pogos, apés completa adesdo foram lavadas uma
vez com PBS 1 X e expostas a 5 uM de CFSE (eBioscience) diluido em PBS 1 X por 15 minutos
a temperatura ambiente. Apds incubacdo com o agente fluorescente, as células foram expostas a
Soro Fetal Bovino a 4 °C a fim de se eliminar o CFSE extracelular, lavadas uma vez com PBS 1X
e estimuladas por 24 horas. As células foram entdo coletadas, lavadas uma vez com PBS 1 X
em centrifuga¢do a 1800 rpm e fixadas em 400 uL de paraformaldeido 1 X. As células foram
analisadas em citdmetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) em canal FL-1 em escala

exponencial e os dados foram analisados utilizando o software FlowJo VIO (Tree Star Inc).

4.4.4 Perfil de morte celular

A anélise do perfil de morte celular das células 4T1 estimuladas com os produtos
de secrecdo dos tecidos adiposos foi realizada por citometria de fluxo utilizando os agentes
fluorescentes Anexina V-FITC e lodeto de propideo e baseou-se nos fatos de que Anexina V
interage com o fosfolipideo fosfatidilserina, o qual € exposto na face externa da membrana de
células apoptéticas, e que Iodeto de propideo, impermedvel a membrana celular, fluoresce apds
interagdo com dacidos nucleicos, indicando perda de integridade de membrana plasmaética e
ocorréncia de morte litica. 10°células foram semeadas em placas de 24 pogos e, ap6s adesio,
foram estimuladas por 24 h. Apés tratamento, as células foram coletadas e lavadas duas vezes
com PBS 1X em centrifugag¢do a 1800 rpm. As c€lulas foram entdo ressuspendidas em 100 yL de
tampao de ligagdo 1 X (10 mM de HEPES/NaOH pH 7,4 140 mM de NaCl e 2,5 mM de CaCl,),
2 uL de Anexina V-FITC (quatroG) e 2 yL de iodeto de propideo (quatroG) e incubadas por 15
minutos a temperatura ambiente ao abrigo de luz. Apds essa etapa, as células foram lavadas
uma vez com PBS 1 X, ressuspendidas em 400 uLL de tampao de ligagdo 1 X e imediatamente
analisadas em citometro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando os canais FL-1 e
FL-3, ambos em escala exponencial. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software
FlowJo V10 (Tree Star Inc). Como controle experimental foram usadas células aquecidas a 100

°C por 10 minutos.

4.4.5 Biogeénese de Corpusculo lipidico

A fim de se analisar se o tratamento com os sobrenadantes de interacao dos tecidos
adiposos afeta a biogénese de corpusculo lipidico em células de 4T1, utilizou-se a sonda
fluorescente lipofilica BODIPY 493/503 (Life technologies), a qual interage com lipideos neutros,
abundantes no interior de corpusculo lipidico. 10°células foram semeadas em placas de 24 pocos
e estimuladas por 24 horas. Apds tempo de estimulo, as células foram coletadas, lavadas duas
vezes com PBS 1X e incubadas em solugdo de Bodipy/PBS na proporcao de 1/5000 a 4 °C ao

abrigo de luz. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1 X e ressuspendidas
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para fixacdo em 400 uL de paraformaldeido 1 X. As amostras foram analisadas em citometro de
fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando o canal FL-1 em escala exponencial. Os dados

foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.4.6 Anadlise de secrecio de citocinas

A fim de se verificar se o estimulo de 4T1 com os produtos secretados pelos tecidos
adiposos alterava o perfil de citocinas secretadas por essas células neoplésicas, foram realizadas
dosagens de IL-1(3, IL-6, IL-10, IL-12, TGF-3 e TNF-a a partir dos sobrenadantes resultantes de
cultura pelo método de ELISA, utilizando-se kits comerciais (R&D). As instrucdes do fabricante
foram seguidas e os niveis de citocinas foram apresentados em niveis absolutos (pg/mL). Os
produtos de secrecdo dos tecidos adiposos (“Sup.”) também foram quantificados e usados como
parametros para se determinar os niveis de citocinas liberadas pelos depdsitos de tecido adiposo

e concluir os mediadores secretados exclusivamente pelas células 4T1.

4.4.7 Anadlise estatistica e confeccao de graficos

A fim de se determinar se os dados seguem distribuicao normal, foi utilizado o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados que se apresentaram com distribui¢do normal
(paramétricos) foram analisados utilizando o teste ANOVA e o pés-teste de Tukey. J4 os dados
que ndo seguiram distribuicao normal (ndo-paramétricos) foram analisados utilizando o teste de
Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn.

Os graficos foram confeccionados utilizando GraphPad Prism 8.0. Dados paramétricos
foram apresentados em gréficos de coluna enquanto dados nao-paramétricos foram mostrados

em box plot.

4.5 Analises da microbiota intestinal
4.5.1 Coleta, acondicionamento e envio das amostras de fezes

A fim de se avaliar a composicdo e a diversidade do microbioma intestinal dos
camundongos submetidos as diferentes dietas, afetados ou ndo pelo cancer de mama
triplo-negativo, analisamos amostras de fezes desses animais que foram coletadas antes do inicio
do experimento (tempo inicial — 0T) e antes da eutandsia do camundongos (tempo final — FT). A
coleta das amostras fecais ocorreu no periodo da manha do respectivo tempo de coleta utilizando
pinca higienizada com hipoclorito de sédio (10% v/v). Apds a coleta, as amostras foram
acondicionadas em freezer -80 °C até o momento de envio destas para os Estados Unidos, pais
onde foram realizados os experimentos de andlise de microbioma intestinal. As amostras foram
enviadas ao décimo andar do Brigham and Women’s Hospital (Weiner Lab), localizado em

Boston (Massachussets, Estados Unidos) por meio da empresa World Courier. Durante o
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transporte, as amostras foram mantidas em um isopor repleto de gelo seco com monitoramento

de temperatura com um termdmetro cedido pela empresa.

4.5.2 Montagem do arquivo da biblioteca CL-03, extracao e quantificacao de DNA total

Antes do inicio dos experimentos, os dados das amostras foram organizados em um
arquivo de mapeamento em formato Excel e a biblioteca foi nomeada CL-03. Descongelamos
dois pellets de fezes por amostra (aproximadamente 20 mg de material) para realizar a extracao
de DNA total. A extracdo de DNA total foi conduzida em uma bancada previamente higienizada
com hipoclorito de sédio (10 % v/v) e utilizando o kit Dneasy PowerLyzer PowerSoil (QIAGEN),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds a extragdo de DNA total, as amostras foram
avaliadas quanto a concentracdo do DNA total e a qualidade do material utilizando nanodrop
(analisando as razdes 260/280 nm e 260/230 nm) e foram transferidas para tubos de PCR para

acondicionamento em freezer -20 °C até a proxima etapa.

4.5.3 Amplificacao do gene do RNA ribossomal 16S

A fim de se amplificar o gene do RNA ribossomal (RNAr) 16S das amostras de DNA total
obtidas das fezes, conduzimos a reacdo da cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction
— PCR) com as amostras. Para realizar esse ensaio, utilizamos um fluxo laminar limpo com
solucdo de hipoclorito de s6dio (10% v/v) e esterilizado com luz ultravioleta € usamos ponteiras
com filtro visando evitar a contamina¢do do material a ser amplificado. A reagdo foi montada
utilizando, em volumes referentes a cada pogo, 24 uL de dgua Milli-Q, 20 uL de master mix
(5 Prime Hot MM), 2 uLL de primer reverso (926R, 5 uM), 2 uL do barcode (515F-indexed, 5
uM) e 2 uL do DNA fecal extraido. Os 50 uL de reac¢ao foram divididos em duas placas de PCR
de 96 pocos (25 uL. por pog¢o em cada placa). Apos a montagem das reagdes, as placas foram
transferidas para um termociclador (BioRad) para indu¢ao da reacdo de amplificacdao seguindo
o seguinte protocolo: 98 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos, 68 °C por 5 segundos,
repeticao dos passos por 34 vezes, 68 °C por 5 segundos e 4 °C por 4 horas. Apods a retirada das

placas dos termocicladores, estas foram mantidas no freezer -20 °C até a proxima etapa.

4.5.4 Quantificaciao dos produtos de PCR

Visando quantificar os amplicons gerados, foi utilizado o reagente de quantificagdo
PicoGreen. A solugao de PicoGreen foi confeccionada utilizando 19 mL de dgua de irrigacao,
I mL de tampdo TE 20X (diluig¢do 1:20) e 100 uL do corante picogreen (1:200) e mantida em
abrigo de luz até ser utilizada. N6s transferimos 2 uL. de DNA e 198 uL da solugdo de picogreen
a uma placa de laterais pretas e homogeneizamos as solucdes utilizando uma pipeta com ponteira
com filtro. Incluimos também uma curva padrao na placa preta com branco (apenas dgua Milli-Q)

e as concentragdes 1 ng/mL e 5, 10, 25 e 50 yg/mL de DNA a fim de se determinar com precisao
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a concentracdo de DNA das amostras investigadas. A seguir, realizamos a aquisicao dos valores
de fluorescéncia utilizando a leitora de placa GloMax Explorer (Promega) e os valores obtidos

foram transferidos para arquivo excel para quantificacdo das amostras.

4.5.5 Geracao e limpeza dos conjuntos e envio para sequenciamento

Apo6s a quantificacdo dos amplicons, nds coletamos o volume referente a 200 ng de
produto de PCR de cada amostra e juntamos em um unico tubo de microcentrifuga estéril,
buscando transferir no médximo 15 uLL de cada amostra para o tubo. Apés a juncdo das amostras,
nds conduzimos a limpeza de 100 uL desse conjuntos de amplicons utilizando o produto Q/Aquick
column, seguindo as recomendacdes do fabricante. Na proxima etapa, quantificamos o conjunto
de amostras (produtos de PCR das amostras pipetadas no mesmo tubo) que foram limpas com
QIAquick column utilizando o kit Qubit dsDNA HS Assay, também seguindo as recomendagdes
do fabricante. Considerando os valores de quantificacao, diluimos a nossa biblioteca a 50 nM e
juntamos com a biblioteca montada por dois colegas do laboratério do Dr. Weiner. Ap6s a jungdo
das duas bibliotecas, enviamos o tubo de microcentrifuga contendo o material para a empresa
Wyzer Courier para sequenciamento. O sequenciamento das amostras de DNA foi realizado

utilizando o Illumina V4.

4.5.6 Analise dos dados in silico

Ap6s a finalizacdo do sequenciamento da regido V4 das amostras do gene do RNAr
16S, os dados foram enviados a Dra. Laura Cox (pesquisadora responsavel pelas bibliotecas de
metagenomica do laboratério do Dr. Weiner). O Dr. Toby Lanser, bioinformata do laboratério do
Dr. Weiner, processou as sequéncias, transformou e normalizou os dados e realizou as anélises
estatisticas dos dados de alfa e beta diversidades. Realizamos a normaliza¢ao dos dados de
abundancia relativa subtraindo os valores de porcentagem final do inicial. As andlises estatisticas
dos dados de abundancia relativa foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 8.0.
O sistema QIIME 2 foi empregado para a montagem dos gréficos de diversidade e do heatmap de

vias metabdlicas.
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5 Resultados

5.1 Experimentacao in vivo

5.1.1 Analise de parametros metabélicos dos camundongos
5.1.1.1 Impacto das dietas e do cancer sobre o peso dos animais

Os valores de peso dos animais submetidos as diferentes dietas na presenga ou auséncia
do cancer de mama triplo-negativo foram registrados durante toda a dura¢do do experimento
visando determinar se as condi¢des experimentais influenciaram o peso dos camundongos. Como
apresentado na figura 17, avaliando primeiramente os animais sem cancer, camundongos em dieta
padrdo sem cancer (SD CA-) apresentaram como média de peso de 30,125 g, o grupo submetido
ao jejum intermitente (IF CA-) mostrou peso médio de 26,71 g e os animais alimentados com
dieta de cafeteria (CAF CA-) possuiram 38,75 g como valor de média do peso. Com base nos
nossos achados, sugerimos que camundongos em dieta padrdo sem cancer ndo apresentaram
alteracdo de peso quando comparado aos animais submetidos a dieta padrao com cancer (SD
CA+), que apresentaram média de peso de 30,125 g. O mesmo padrao € observado quando se
contrasta o peso dos animais em jejum ausentes de tumor com os animais com neoplasia (IF
CA+, média de peso de 27,28 g) e quando se avalia camundongos em dieta de cafeteria sem e
com tumor (CAF CA+), sendo que esse tltimo grupo apresentou média de peso de 38,75 g. Esses
achados indicam que o tumor de mama nao influenciou o peso dos animais.

Comparando o peso médio dos animais com tumor alimentados nas diferentes dietas,
detectamos 0 mesmo padrao que foi observado para os grupos sem cancer, indicando que o
tumor ndo afeta o ganho ou perda de peso apresentado pelos animais. Portanto, a préitica do jejum
intermitente diminui o peso dos animais e o consumo de itens de cafeteria aumenta o peso dos

camundongos, independentemente da ocorréncia do cancer de mama.
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Figura 17 - Impacto das dietas e do Cancer sobre o peso dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas ou ndo com o tumor tiveram seu peso
avaliado a cada 48h durante todo o experimento. Cada grupo experimental possui oito
animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica.

5.1.1.2  Efeito das dietas e do cancer sobre as massas de diferentes depdsitos de tecido
adiposo branco dos animais

A fim de se determinar o impacto das diferentes dietas e do cancer de mama triplo-negativo
sobre os depdsitos de tecido adiposo branco dos camundongos, foi realizada a afericao da massa
destes tecidos. Como apresentado pela figura 18A, animais alimentados com itens de cafeteria
sem tumor apresentaram aumento da massa do tecido adiposo branco subcutaneo (scWAT)
comparando-se com camundongos em dieta padrdo e em jejum intermitente, também sem céancer.
E possivel também se sugerir que camundongos em dieta de cafeteria com tumor de mama
mostraram aumento da massa desse depdsito adiposo quando comparado aos outros dois grupos
com cancer (SD CA+ e IF CA+). Nao foi detectada diferenca na massa dos depositos de sc WAT
dos animais em dieta padrao comparado com o grupo em jejum intermitente, na presenca ou
auséncia do cancer de mama. O mesmo padrao foi observado quando os valores de massa dos
depdésitos de tecido adiposo branco gonadal (gWAT) (figura 18B) e visceral (WWAT) (figura
18C) analisados. Portanto, a dieta de cafeteria favorece aumento da massa de todos os depdsitos

adiposos brancos avaliados e o cAncer de mama nao influenciou nesse acimulo.
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Figura 18 - Efeito das dietas e do cancer sobre as massas de diferentes depdsitos de tecido
adiposo branco dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos pelo cancer foram analisados
quanto a massa do (A) tecido adiposo branco gonadal (gWAT), (B) tecido adiposo
branco subcutaneo (scWAT) e (C) tecido adiposo branco visceral. Cada grupo
experimental possuia oito (N=8). Resultados referentes a uma réplica biolégica. As
estatisticas entre os grupos e seus respectivos controles foi apresentada com asteriscos
(*) e as diferencas entre grupos que nao sao controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (tré€s simbolos).

5.1.1.3  Efeito das dietas e do cancer sobre caracteristicas morfoldégicas do tecido adiposo

branco inguinal dos roedores

Considerando que a dieta de cafeteria favoreceu o aumento da massa de depdsitos adiposos
brancos dos camundongos, analisamos as caracteristicas morfoldgicas do tecido adiposo inguinal
dos animais. Como ilustrado pela figura 19, o consumo de itens de cafeteria favoreceu o aumento
da drea dos adipdcitos brancos, sugerindo progressao do processo de branqueamento desse
tecido. Em contraste, camundongos submetidos ao jejum intermitente apresentaram aumento da
multilocularizacdo de adipdcitos no depdsito adiposo branco inguinal dos roedores, fendtipo
indicativo do processo de amarronzamento de tecido adiposo branco. O cancer de mama triplo-
negativo induziu aumento da drea dos adipdcitos em todas as condi¢des experimentais avaliadas,
fendmeno que também conecta a progressao dessa neoplasia com o branqueamento do tecido

adiposo branco inguinal.
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Figura 19 - Influéncia das dietas e do cancer sobre as caracteristicas morfologicas do tecido
adiposo branco inguinal dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou nao pelo cancer foram
avaliados quanto as caracteristicas morfoldgicas do tecido adiposo branco inguinal.
Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8). Resultados referentes a uma
réplica bioldgica. As laminas histolégicas do tecido adiposo branco inguinal foram
registradas em aumento de 10X.

5.1.1.4 Impacto das dietas e do cincer sobre a ocorréncia de esteatose hepatica nos

camundongos

Considerando que as dietas e o tumor de mama influenciaram a morfologia de depdsitos
adiposos brancos dos camundongos, investigamos se o figado, outro importante 6rgdo enddcrino,
também foi modificado. Como descrito pela figura 20, a dieta de cafeteria se associou a ocorréncia
de esteatose hepdtica nos animais e o jejum intermitente levou a reducdo do actimulo de lipideos
nesse tecido quando comparados aos animais alimentados com a dieta padrao sem o tumor. Quando
avaliamos o impacto do tumor nos animais submetidos as trés diferentes dietas, detectamos que
a malignidade de mama favoreceu com que camundongos em dieta padrao e dieta de cafeteria
apresentassem aumento da esteatose hepdtica quando comparado aos seus respectivos controles.

Ja quando analisamos os grupos submetidos ao jejum intermitente, verificamos que o cancer de
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mama nao se associou a ocorréncia de esteatose hepdatica nesses animais, comparando-se com o

respectivo controle sem o tumor.

Figura 20 - Influéncia das dietas e do cancer sobre a ocorréncia de esteatose no figado dos
animais
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou ndo pelo cancer foram
avaliados quanto a ocorréncia de esteatose hepdtica. Cada grupo experimental possuia
oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica biolégica. As laminas
histoldgicas de figado foram registradas em aumento de 10X.

5.1.1.5 Efeito das dietas e do cancer sobre os niveis circulantes de colesterol nos roedores

Considerando que os padrdes alimentados investigados e o tumor mamario influenciaram a
ocorréncia de esteatose hepatica nos camundongos, e tendo em mente o papel central do figado no
metabolismo lipidico sistémico, investigamos a influéncia das diferentes condi¢des experimentais
sobre os niveis circulantes de colesterol. Como ilustrado pela figura 21, os camundongos em
dieta de cafeteria ausentes de tumor apresentaram aumento nos niveis de colesterol total no
plasma quando comparados aos animais em dieta padrdo e em jejum intermitente, também sem

cancer. Todos os animais com cancer de mama triplo-negativo apresentaram niveis diminuidos
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de colesterol total quando comparados aos seus respectivos controles ausentes de tumor. Pode-se

sugerir também que o cancer nao modulou os niveis de colesterol diferencialmente conforme a

dieta.
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Figura 21 - Impacto das dietas e do cancer sobre os niveis plasmaticos de colesterol nos
camundongos.
Animais alimentados com diferentes dietas afetados ou nao pelo cancer foram
investigados quanto aos niveis de Cada grupo experimental possuia oito animais (N==8).
Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferengas estatisticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferencas
entre grupos que nao sao controles respectivos foi representado com jogo da velha (#).
O emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois
simbolos) e p<0,001 (trés simbolos).

5.1.2  Anadlise de parametros do tumor primario dos animais
5.1.2.1 Influéncia das dietas sobre o volume do tumor

Tendo em mente que o jejum intermitente e a dieta de cafeteria influenciaram
diferencialmente o perfil metabdlicos dos camundongos, avaliamos qual foi o impacto dessas
dietas sobre a progressdo do cancer de mama. Como ilustrado pela figura 22A, os tumores de
mama dos animais em dieta de cafeteria foram maiores quando comparados aos camundongos
submetidos a dieta padrdo e ao jejum intermitente. Comparando-se o volume tumoral dos

animais em dieta padrao e jejum intermitente, ndo observamos diferencas.
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5.1.2.2 Impacto das dietas sobre a massa do tumor

Uma vez que a dieta de cafeteria favoreceu o aumento do volume do tumor de mama
desenvolvido nos roedores, buscamos investigar o impacto das diferentes dietas sobre a massa
tumoral. Como descrito pela figura 22B, a massa dos tumores de mama dos camundongos
alimentados com itens de cafeteria também foi maior quando comparando aos outros dois grupos.
A exemplo dos achados de volume tumoral, também verificamos que este ndo foi modulado pela

pratica do jejum intermitente em dias alternados.
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Figura 22 - Influéncia das dietas sobre a massa e o volume do tumor primario.
Animais alimentados com diferentes dietas impactados pelo cancer tiveram seus
tumores avaliados quanto ao (A) volume e (B) massa. Cada grupo experimental
possuiu oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica biologica. As
diferencas estatisticas entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do simbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001(trés simbolos).

5.1.2.3  Efeito das dietas sobre o potencial proliferativo do tumor

A fim de avaliar o potencial proliferativo dos tumores, utilizamos o marcador Ki-67
(marcacdo em marrom). Sugerimos que animais em dieta de cafeteria se associaram a tumores
mamadrios com maior potencial proliferativo quando comparado aos outros dois grupos e
camundongos submetidos ao jejum intermitente apresentaram tumores com menor potencial

proliferativo quando comparado aos outros dois grupos experimentais (figura 25).

5.1.3 Anadlise da ocorréncia de metastase hepatica nos animais
5.1.3.1 Influéncia das dietas sobre a contagem de focos metastaticos hepaticos

Considerando que o jejum intermitente e a dieta de cafeteria influenciaram
diferencialmente parametros do tumor primério de mama, analisamos o impacto dessas dietas
sobre a ocorréncia de metdstase hepdtica. Como apresentando pela figura 23A, camundongos

alimentados com itens de cafeteria apresentaram aumento do nimero de focos metastaticos no
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figado quando comparado aos outros dois grupos experimentais analisados. J4 animais
submetidos ao jejum intermitente se associaram a reducdo da contagem de focos de metdstase no

tecido hepatico quando contrastado com os outros dois grupos.

5.1.3.2 Impacto das dietas sobre o volume dos focos metastaticos hepaticos

Uma vez que as dietas investigadas influenciaram o nimero de focos metastiticos no
figado dos camundongos, investigamos o volume desses focos e verificamos que a dieta de
cafeteria favoreceu a formacao de focos de metdstase com volume elevado quando comparado

aos outros dois grupos investigados (figura 23B).

5.1.3.3 Vascularizacao hepatica como um potencial contribuinte para invasao hepatica

Considerando que o processo de metdstase ocorre via circulacdo sanguinea, investigamos
a vascularizacdo do tecido hepatico dos camundongos e sugerimos que roedores submetidos
a dieta de cafeteria apresentaram aumento da vasculariza¢ao hepatica quando comparado aos

outros dois grupos investigados (figura 23B).

5.1.3.4 Impacto do cancer no contexto das trés dietas sobre a massa do figado

Considerando que as dietas influenciaram o nimero e o volume de focos metastaticos
hepéticos nos camundongos analisados, investigamos a massa do figado desses animais. Como
descrito na figura 23C, a massa do figado dos camundongos em dieta padrdo e dieta de cafeteria
acometidos pelo ciancer de mama aumentou quando comparado com seus respectivos controles
sem o tumor. Diferentemente, roedores submetidos ao jejum intermitente afetados pelo tumor
de mama nao apresentaram aumento da massa hepatica quando comparado ao seu respectivo

controle sem cancer.
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Figura 23 - Impacto das dietas sobre a ocorréncia de metastase hepatica nos roedores.

Animais alimentados com diferentes dietas impactados pelo cancer foram avaliados
quanto ao (A) nimero de focos metastaticos, (B) volume dos focos metastaticos e
vascularizacao hepatica e (C) massa do figado. Cada grupo experimental possuiu
oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferencas
estatisticas entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado com jogo
da velha (#). O emprego do simbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo),
p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos).

5.1.4 Avaliacdo de parametros inflamatoérios dos camundongos

5.1.4.1 Efeito das dietas e do cancer sobre a contagem de células imunoldgicas circulantes

dos animais

Como primeiro passo para se avaliar os impactos das dietas e do cancer sobre paraimetros
sist€tmicos dos animais, foi conduzida a contagem de leucdcitos totais circulantes dos
camundongos. Como sugerido pela figura 24A, as diferentes dietas ndo impactaram sobre o
nimero de leucdcitos totais dos animais ausentes de tumor. J4 quando comparamos as condicdes
sem e com cancer de mama, verificamos que a neoplasia leva a um aumento no ndmero dessas
células. Avaliando o nimero de leucdcitos totais nos grupos com cincer detectamos que 0s
niveis dessas células € reduzido ap6s a pratica cronica do jejum intermitente. Esse achado sugere
que o cancer de mama triplo-negativo induz aumento na producao de leucdcitos totais pelos
camundongos, mas o jejum intermitente favorece elevacao menos intensa dessas células.

Investigando populagdes especificas de leucdcitos circulantes dos animais submetidos as

diferentes dietas com e sem tumor de mama, detectamos que as diferentes dietas nao influenciaram
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a contagem de linfécitos dos animais na auséncia do cancer. O tumor de mama levou a um
aumento na contagem dessas células imunoldgicas nos animais em dieta padrao e nos alimentados
com itens de cafeteria, mas nao influenciou a contagem dessas células em animais submetidos ao
jejum intermitente. A partir da figura 24B, pode-se também sugerir que o nimero de linfécitos é
maior em animais em dieta padrdo com cancer quando comparado com os outros dois grupos
afetados pelo tumor (IF CA+ e CAF CA+)

O mesmo efeito foi detectado quando avaliamos outra populacdo de leucécitos: os
mondcitos. Os animais afetados pelo cancer apresentaram aumento no nimero dessas células e os
camundongos submetidos ao jejum intermitente (IF CA+) e os alimentados com itens de cafeteria
(CAF CA+) apresentaram diminui¢do no nimero dessas células no sangue quando comparado
a condi¢cao em dieta padrao (SD CA+). Diferentemente do encontrado na andlise de linfécitos,
o sangue de animais em jejum intermitente sem cancer mostrou aumento de contagem dessas
células quando comparado ao grupo em dieta padrao ausente de tumor (SD CA-) (figura 24C).

Analisando-se a contagem de outra populagdo leucocitéria circulante, os granuldcitos, é
possivel se afirmar que, em animais sem tumor de mama, as diferentes dietas ndo impactaram no
numero dessas células. Sugere-se também que animais em dieta padrao e em dieta de cafeteria
afetados pelo tumor apresentaram aumento no nimero dessas células, enquanto que o niimero de
granuldcitos totais ndo foi influenciado pelo cancer em animais submetidos ao jejum intermitente.
A figura 24D também informa que a contagem de granuldcitos do sangue de animais com cincer
em jejum intermitente € menor quando comparado a camundongos em dieta de cafeteria e com
tumor. Portanto, camundongos em dieta de cafeteria com tumor de mama apresentam quantidades
similares de mondcitos e linfécitos, mas apresentam aumento da contagem de granulécitos em

resposta ao tumor quando comparado a animais em jejum intermitente.



Capitulo 5. Resultados 61

A) ns B)

-
=
=}
1
't
L)
o
]

=]
(=]
1
=
w
1
#
I

1]
(=1
1

-
(=1
1
*

b
(=1
1
w
1

0-

Total leukocyte count (1043/uL)
2
.
2

L
Lymphocyte count (10*3/pL)

sD IF  CAF SD IF  CAF

D)

9
¥

o
=3
1
e d
o
1

-y
(=]
1
-
(9]
1

o
1

Monocyte count (1043/jL)
Granulocyte count (10*3/uL)
2 2

Figura 24 - Influéncia das dietas e do cancer sobre as caracteristicas de células imunolégicas
circulantes dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas afetados pelo cancer tiveram amostras
de sangue total avaliada para o nimero de (A) leucdcitos totais, (B) linfocitos, (C)
mondcitos e (D) granuldcitos. Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8).
Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferencgas estatisticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferencas
entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado com jogo da velha (#).
O emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois
simbolos) e p<0,001 (trés simbolos).

5.1.4.2  Efeito das dietas e do cancer sobre as caracteristicas de plaquetas circulantes nos

animais

O namero de plaquetas também foi investigado no contexto das diferentes dietas na
presenca ou auséncia do cancer. Como apresentado pela figura 25A, nenhuma das condic¢des
experimentais influenciou o nimero de plaquetas do sangue dos animais.

No entanto, quando analisamos o volume médio das plaquetas, detectamos que,
diferentemente dos animais que ndo receberam células 4T1 (dietas nao influenciaram volume
médio desses elementos), todas as condi¢des com cancer de mama (SD CA+, IF CA+ e CAF

CA+) apresentaram aumento do volume médio dessas estruturas quando comparados aos
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respectivos controles. Descobrimos também que o volume médio das plaquetas derivadas de
animais em dieta de cafeteria com tumor de mama € maior quando comparado aos em dieta
padrao também afetados pelo cancer, e que os diferentes padroes alimentares nao influenciaram
no volume desses elementos sanguineos dos animais (figura 25B).

Considerando os efeitos do tumor de mama triplo-negativo sobre os volume das plaquetas
dos camundongos, investigamos a percentagem de plaquetas gigantes no plasma dos animais.
Como ilustrado pela figura 25C, as distintas dietas ndo impactaram na percentagem de plaquetas
gigantes no sangue dos animais. No entanto, os camundongos com cancer apresentaram aumento
na percentagem de plaquetas gigantes quando comparados aos respectivos controles. Portanto,
apesar de o nimero de plaquetas plasmdticas dos animais ndo ter sido influenciado pela ocorréncia
do tumor, animais afetados pelo cancer apresentaram aumento do volume médio desses elementos
e elevacdo na percentagem de plaquetas gigantes, especialmente os animais alimentados com

dieta de cafeteria, quando comparados aos animais sem cancer.
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Figura 25 - Influéncia das dietas e do cancer sobre as caracteristicas de células imunoldgicas
circulantes dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas afetados pelo cancer tiveram amostras
de sangue total avaliadas para o nimero de (A) leucdcitos totais, (B) linfécitos, (C)
mondcitos e (D) granuldcitos. Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8).
Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferencgas estatisticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferencas
entre grupos que nao sao controles respectivos foi representado com jogo da velha (#).
O emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois
simbolos) e p<0,001 (trés simbolos).

5.1.43 Impacto das dietas e do cancer sobre a massa esplénica dos animais

Buscando se avaliar o impacto das dietas e do tumor sobre a massa do bago, um importante
6rgdo imune, verificamos que os animais alimentados com as diferentes dietas ndo apresentaram
alteracdo da massa desse 6rgao. No entanto, todas as condi¢des com cancer de mama (SD CA+,
IF CA+ e CAF CA+) apresentaram aumento da massa do baco e os animais expostos as células
de cancer de mama 4T1 submetidos ao jejum intermitente mostraram diminui¢do da massa
esplénica quando comparado aos animais alimentados com dieta de cafeteria também com cancer
(figura 26).
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Figura 26 - Impacto das dietas e do cancer sobre a massa esplénica dos animais.

Animais alimentados com diferentes dietas afetados pelo cancer foram analisados
quanto a massa do baco. Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8).
Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferencgas estatisticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferencas
entre grupos que nao sao controles respectivos foi representado com jogo da velha (#).
O emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois
simbolos) e p<0,001 (trés simbolos).

5.1.44 Impacto das dietas e do cancer sobre o perfil de citocinas do tecido adiposo
marrom

Como primeiro passo na investigacdo dos efeitos das dietas e do cancer sobre caracteristicas
do tecido adiposo marrom, realizamos a aferi¢do da massa do tecido e verificamos que, a exemplo
dos outros depésitos de tecido adiposo aqui avaliados, este apresentou aumento de massa em
todos os camundongos alimentados com a dieta de cafeteria (CAF CA- e CAF CA+) (figura
27A). Buscando investigar a influéncia das dietas e do cancer de mama triplo-negativo sobre
a ocorréncia de processos inflamatérios no tecido adiposo marrom dos animais, as citocinas
TNF-o, I1L-6, TGF—@ e IL-10 foram quantificadas nesse tecido.

Explorando a figura 26B € possivel se sugerir que as diferentes dietas ndo impactaram
nos niveis de TNF-o no tecido adiposo de animais sem cancer. No entanto, todos os animais
com cancer (SD CA+, IF CA+ e CAF CA+) apresentaram aumento nos niveis dessa citocina
pré-inflamatéria no tecido adiposo marrom, quando comparado aos seus respectivos controles

sem tumor. Nossos dados também indicam que o tecido adiposo marrom de animais em dieta



Capitulo 5. Resultados 65

de cafeteria com cancer possuem niveis aumentados quando comparado aos outros dois grupos
afetados pelo cancer.

Padrdo similar foi observado apds quantificagio da citocina pré-caquética e tumoral IL-6
no tecido adiposo marrom: as diferentes dietas ndo impactaram nos niveis desse mediador na
auséncia do tumor; no entanto, o desenvolvimento do cancer de mama em animais em dieta de
cafeteria levou a um aumento de IL-6 no tecido adiposo marrom comparando-se aos animais em
dieta padrdo e jejum intermitente, também impactados pelo cancer (SD CA+ e IF CA+) (figura
27C).

Investigando-se a quantidade da citocina anti-inflamatéria TGF-$ no tecido adiposo
marrom dos camundongos nas diferentes dietas, com ou sem tumor de mama, € possivel se sugerir
que o nivel dessa citocina decresce no tecido de animais em dieta de cafeteria sem cancer quando
comparado aos camundongos em dieta padrao, também ausentes de tumor. Animais em dieta
padrdo com cancer apresentam quantidades diminuidas dessa citocina no tecido adiposo marrom.
A figura 27D também informa que os niveis de TGF-3 ndo sdo modulados de acordo a dieta
em camundongos afetados pelo cancer de mama. Ja quando avaliamos a produgdo da citocina
anti-inflamatoéria IL-10 pelo tecido adiposo marrom dos animais, verificamos um aumento no
tecido adiposo marrom de animais em dieta de cafeteria com cancer de mama comparado aos

camundongos em dieta padrdo, também impactados pelo tumor de mama (figura 27E).
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Figura 27 - Impacto das dietas e do cancer sobre o perfil de citocinas do tecido adiposo
marrom.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou ndo pelo cincer foram
investigados quanto (A) a massa de tecido adiposo marrom, niveis no tecido de (B)
TNFo, (C) IL-6, (D) TGF-$ e (E) IL-10. . Cada grupo experimental possuia oito
animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferengas estatisticas
entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as
diferencgas entre grupos que nio sao controles respectivos foi representado com jogo
da velha (#). O emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo),
p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos

5.1.4.5 Efeito das dietas e do cancer sobre as caracteristicas morfolégicas do tecido

adiposo marrom

Considerando essas alteragdes no microambiente inflamatério do tecido adiposo marrom
dos animais nas diferentes dietas com ou sem tumor de mama, investigamos as caracteristicas
morfoldgicas do tecido adiposo marrom dos animais. Como ilustrado na figura 26, as dietas

influenciaram as caracteristicas do tecido adiposo marrom dos animais. Enquanto o tecido
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adiposo marrom de animais em dieta padrio apresentou diversos adipdcitos contendo goticulas de
gordura pequenas, camundongos submetidos ao jejum intermitente apresentaram nesse deposito
adiposo aumento do nimero de adipdcitos contendo goticulas de gordura maiores espalhados
entre células com goticulas menores. J4 o tecido adiposo marrom de animais em dieta de
cafeteria apresentaram células com goticulas maiores por todo o tecido. Todas as condi¢des com
cancer associaram-se com estruturas que sugerem maior infiltrado de células imunoldgicas e,
aparentemente, com maior lipogénese, especialmente no grupo em dieta de cafeteria afetado pelo
cancer, que apresentou a ocorréncia estruturas indicativas da ocorréncia de fibrose nesse tecido.
Portanto, o jejum intermitente e a dieta de cafeteria levam a alteracdes morfoldgicas distintas do
tecido adiposo marrom. O tumor de mama triplo-negativo mediado pelas células 4T1 também se
associou a alteragdes na morfologia do tecido, incluindo estruturas que sugerem maior infiltrado
inflamatdrio e a ocorréncia de fibrose tecidual nos animais submetidos a dieta de cafeteria (figura
28).
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Figura 28 - Impacto das dietas e do cancer sobre a morfologia do tecido adiposo marrom.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou ndo pelo cancer foram
investigados quanto a morfologia do tecido adiposo marrom Cada grupo experimental
possuia oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As laminas
histoldgicas do tecido adiposo marrom foram registradas em aumento de 20X.

5.1.4.6 Efeito das dietas e do cincer sobre as caracteristicas morfoldégicas indicativas de

inflamaciao do tecido adiposo branco inguinal

Estruturas que sugerem a ocorréncia de fibrose também foram detectadas quando avaliamos
o tecido adiposo branco inguinal dos camundongos, especialmente em locais préximos de onde

o tumor se desenvoleu (figura 29).
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Figura 29 - Efeito do cancer sobre indicativos de inflamacao do tecido adiposo branco
inguinal.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou ndo pelo cancer foram
investigados quanto a morfologia do tecido adiposo branco inguinal. Cada grupo
experimental possuia oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica.
As laminas histolégicas do tecido adiposo branco inguinal foram registradas em
aumento de 20X.

5.2 Analises ex vivo

5.2.1 Influéncia de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes

dietas sobre a proliferacao das células 4T1

Considerando o relevante cardter enddcrino e a alta plasticidade dos tecidos adiposos
influenciados pelas dietas, investigamos o impacto de moléculas derivadas desses tecidos
sobre paradmetros carcinogénicos de células de cancer de mama triplo-negativo 4T1. Primeiro,
analisamos os efeitos das moléculas derivadas desses tecidos sobre proliferacdo das células
de tumor de mama em estudo. Como apresentado pela figura 30, apesar das células 4T1

estimuladas pelos produtos secretados pelos tecidos adiposos terem proliferado mais que as
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células nao-estimuladas (UNS), as dietas ndo impactaram diferencialmente no processo de
proliferacdo das células. Portanto, os produtos secretados pelos diferentes depdsitos de tecido
adiposo influenciados pelas dietas ndo impactaram sobre o processo de proliferacao das células

4T1.
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Figura 30 - Influéncia de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas
diferentes dietas sobre a proliferacio das células 4T1.
Células 4T1 foram avaliadas quanto a proliferacdo apds estimulo com meios
condicionados por (A) tecido adiposo branco inguinal e (B) tecido adiposo marrom.
Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8). Resultados referentes a uma
réplica bioldgica. As diferencas estatisticas entre os grupos e seus respectivos controles
foi representada com asteriscos (*) e as diferencas entre grupos que nao sdo controles
respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos simbolos seguiu
a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés
simbolos.
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5.2.2 Efeito dos produtos de secreciao dos tecidos adiposos modulados pelas diferentes

dietas sobre o perfil de morte das células 4T1

Considerando que as moléculas secretadas pelos tecidos adiposos modulados pelas
diferentes dietas ndo influenciaram a proliferagcdo das células 4T1, avaliamos o perfil de morte
das células 4T1 tratadas com os produtos de secrecao dos tecidos adiposos influenciados pelos
distintos padrdes alimentares. Como ilustrado pela figura 31A, os produtos secretados pelo tecido
adiposo branco gonadal derivado de animais em dieta padrdo (SD) induziu maior percentagem
de morte litica das células 4T1 quando comparado as moléculas secretadas pelo gWAT de
camundongos alimentados por itens de cafeteria (CAF) e submetidos ao jejum intermitente (IF).
J4 os produtos secretados pelo tecido adiposo branco subcutineo de animais submetidos a dieta
padrdo induziram menor percentagem de morte litica nas células de cancer de mama quando
comparado aos sobrenadantes de interacdo de scWAT de animais em jejum intermitente € em
dieta de cafeteria (figura 31B).

E possivel se sugerir que nem as moléculas secretadas pelo tecido adiposo branco inguinal
dos camundongos (figura 31C) nem os produtos de secrecao do tecido adiposo marrom dos
animais (figura 31D) induziu morte litica de células 4T1 de forma diferencial de acordo com a
dieta. No entanto, verificamos que o tecido adiposo marrom induziu maior nimero de mortes
liticas quando comparado aos tecidos adiposos brancos avaliados, induzindo aproximadamente
20% de morte litica em nessas células neoplésicas.

Como descrito na figura 32A, os produtos de secre¢do do tecido adiposo branco gonadal de
animais em dieta padrdo induziu maior percentagem de morte apoptdtica em células 4T1 quando
comparado as moléculas liberadas por gWAT de animais submetidos ao jejum intermitente. Ja
os produtos secretados pelo tecido adiposo branco subcutdneo dos animais enquadrados nas
diferentes dietas ndo modularam diferencialmente a indugdo de apoptose nas células de cincer
de mama investigadas (figura 32B).

Detectamos também que o produto de secrecao do tecido adiposo branco inguinal de
animais em dieta de cafeteria induziu menor percentagem de morte por apoptose de células 4T1
quando comparado as moléculas secretadas por IgWAT de camundongos em dieta padrdao e em
jejum intermitente, apresentando valores compardveis as cé€lulas ndo-estimuladas (UNS) (figura
32C). Ja os produtos de secrecdo do tecido adiposo marrom de camundongos submetidos ao
jejum intermitente induziram elevada percentagem de morte apoptoética das células 4T1 (mais
de 40%), enquanto que o meio condicinado pelo tecido adiposo marrom de animais em dieta
padrao apresentou inducao apoptética intermedidria € o os produtos secretados pelo tecido
adiposo marrom de animais em dieta de cafeteria foi o que induziu menos morte apoptética
dessas células (figura 32D). A exemplo dos achados relativos a morte litica de células 4T1, o

tecido adiposo marrom também induziu maior percentagem de apoptose nas células analisadas
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quando comparado aos produtos secretados pelos outros depdsitos de tecido adiposo (IgWAT,
gWAT e scWAT). Portanto, as moléculas secretadas pelo tecido adiposo marrom apresentaram
maior efeito citotoxico contra as células 4T1 quando comparado aos tecidos adiposos brancos,
um efeito aumentado em animais em jejum intermitente e diminuido em camundongos em dieta
de cafeteria. Além disso, as moléculas secretadas pelo tecido adiposo branco inguinal de animais

em dieta de cafeteria ndo induziram apoptose nessas células.
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Figura 31 - Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a ocorréncia de morte litica das células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secrecao de tecidos adiposos brancos (A)
gonadal, (B) subcutaneo, (C) inguinal e (D) tecido adiposo marrom foram investigadas
quanto a ocorréncia de morte litica Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=8). Resultados referentes a uma réplica biolégica. As diferengas estatisticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), as diferencas
entre grupos que nao sao controles respectivos foi representado com jogo da velha (#)
e e as diferencas em relacdo ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrdo ($). O emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos)
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Figura 32 - Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre ocorréncia de morte apoptotica das células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secrecdo de tecidos adiposos brancos (A)
gonadal, (B) subcutaneo, (C) inguinal e (D) tecido adiposo marrom foram investigadas
quanto a ocorréncia de morte apoptética. Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferengas estatisticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) , as diferengas
entre grupos que nao sao controles respectivos foi representado com jogo da velha (#)
e e as diferencas em relacdo ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrdo ($) O emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos).

5.2.3 Impacto de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a biogénese de corpisculo lipidico pelas células 4T1

Considerando a relevancia das organelas corpusculo lipidico para a fisiologia celular,
avaliou-se o processo de biogénese de corpusculo lipidico das células estimuladas com os
produtos de secrecao dos depdsitos de tecido adiposo branco inguinal e marrom. As moléculas
secretadas pelo tecido adiposo branco inguinal de animais em jejum intermitente induziram
maior biogénese de CL quando comparado as condicdes de dieta padrdo (indugdo intermedidria)

e dieta de cafeteria (auséncia de induc¢ao, comparavel ao ndo-estimulado (UNS)) (figura 33A).
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Os produtos de secrecao do tecido adiposo marrom de camundongos em jejum intermitente
também induziram maior producao dessas organelas lipidicas contrastando-se com os produtos de
secrecdo do tecido adiposo de animais alimentados com itens de cafeteria (figura 33B). Portanto,
a prética do jejum intermitente favoreceu com que os depdsitos de tecidos adiposos branco
inguinal e marrom induzissem maior biogénese de CL em células 4T1 quando comparado a

condicao da dieta de cafeteria.
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Figura 33 - Impacto de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a biogénese de corpiusculo lipidico pelas células 4T1.
Células 4T1 foram avaliadas quanto a biogénese de corptsculo lipidico apds estimulo
com meios condicionados por (A) tecido adiposo branco inguinal e (B) tecido adiposo
marrom. Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8). Resultados referentes
a uma réplica bioldgica. As diferencas estatisticas entre os grupos e seus respectivos
controles foi representada com asteriscos (*), as diferencgas entre grupos que ndo sao
controles respectivos foi representado com jogo da velha (#) e as diferencgas em relagdo
ao controle do meio condicionado (CM) foi representada com o cifrdo ($). O emprego
dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e
p<0,001 (trés simbolos).
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5.2.4 Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre secrecio de citocinas pelas células 4T1

Considerando a relevancia dos tecidos adiposos na imunidade sist€émica, avaliamos a
influéncia dos produtos de secrecdo destes sobre os niveis de citocinas liberadas pelas células
4T1. Como descrito na figura 34A, células estimuladas com as moléculas secretadas pelo tecido
adiposo branco gonadal de animais em jejum intermitente secretaram menores niveis da citocina
pro-tumoral e pré-caquética IL-6 comparado aos produtos de secre¢do de gWAT de camundongos
em dieta padrdo. O mesmo efeito foi detectado quando tratamos células com os produtos de
secrecao do tecido adiposo branco inguinal (figura 34B). Células estimuladas com o produto
de secrecao do tecido adiposo branco subcutaneo derivado de animais em dieta de cafeteria
apresentaram menor secre¢ao de IL-6 quando comparado aos produtos secretados por scWAT de
animais em dieta padrao (figura 34C). J4 quando as células 4T1 foram tratadas com moléculas
secretadas pelo tecido marrom de camundongos em dieta de cafeteria, houve maior secrecio de
IL-6 comparando com células estimuladas com o produto de secrecdo de BAT de camundongos
em dieta padrdo e em jejum intermitente (figura 34D).

Como mostrado na figura 38A, os produtos secretados pelo tecido adiposo branco gonadal
de animais em jejum intermitente induziu maior secrec¢do da citocina pré-inflamatéria IL-13
pelas células 4T1 quando comparado ao tratamento com os produtos secretados por gWAT de
camundongos em dieta de cafeteria.50Os sobrenadantes de interacdo dos tecidos adiposos brancos
subcutaneo e inguinal (figuras 35B e C) de animais em jejum intermitente e do tecido adiposo
marrom desses camundongos ndo modularam a secrecdo de IL-10 pelas células 4T1 (figura 35D).
Detectamos também que as moléculas secretadas pelo tecido adiposo branco inguinal de animais
alimentados com itens de cafeteria se mostrou mais rico nessa citocina quando comparado ao
meio condicionado de IgWAT de animais em dieta padrao.

Células 4T1 estimuladas com os produtos de secrecido dos tecidos adiposos brancos
gonadal, subcutaneo e inguinal e do tecido adiposo marrom ndo apresentaram modulacio
diferencial dependente da dieta da secre¢do das citocinas TNF-o, IL-10 e TGF-B (figuras 36, 37
e 38). Portanto, as moléculas liberadas pelos tecidos adiposos brancos gonadal e inguinal de
animais em jejum intermitente diminuem as secrecao de IL-6 pelas células 4T1 e os produtos de
secrecao do tecido adiposo de animais em dieta de cafeteria aumenta a liberagao de IL-6 por
essas células neopldsicas. Além disso, o tecido adiposo gonadal de animais em jejum intermitente

levam a maior secrecdo de IL-1[3 pelas células 4T1.
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Figura 34 — Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secrecao de IL-6 pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secrecao de tecidos adiposos foram
investigadas quanto a secrecdo de IL-6. Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferencas estatisticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as diferencas
entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado com jogo da velha (#),
as diferencas em relacao ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrdo ($) e as diferengas entre a dosagem do sobrenadante antes do estimulo da
4T1 (Sup.) e ap6s o tratamento das células foi representado com &. O emprego dos
simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e
p<0,001 (trés simbolos).
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Figura 35 - Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secrecio de IL-1[3 pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secrecao de tecidos adiposos foram
investigadas quanto a secre¢do de IL-13. Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=_8). Resultados referentes a uma réplica biol6gica. As diferencas estatisticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as diferencas
entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado com jogo da velha (#),
as diferencas em relacdo ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrdo ($) e as diferengas entre a dosagem do sobrenadante antes do estimulo da
4T1 (Sup.) e apds o tratamento das células foi representado com &. O emprego dos
simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e
p<0,001 (trés simbolos).
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Figura 36 - Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secrecao de TNF-u pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secre¢do de tecidos adiposos foram
investigadas quanto a secre¢do de TNF-o. Cada grupo experimental possuia 0ito
animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferengas estatisticas
entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as
diferencgas entre grupos que nao sdo controles respectivos foi representado com jogo
da velha (#), as diferencas em relagdo ao controle do meio condicionado (CM) foi
representada com o cifrao ($) e as diferencas entre a dosagem do sobrenadante antes
do estimulo da 4T1 (Sup.) e apds o tratamento das células foi representado com &. O
emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois
simbolos) e p<0,001 (trés simbolos
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Figura 37 - Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secrecao de IL-10 pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secrecdo de tecidos adiposos foram
investigadas quanto a secre¢@o de IL-10. Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=_8). Resultados referentes a uma réplica biolégica. As diferengas estatisticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as diferencas
entre grupos que ndo sdo controles respectivos foi representado com jogo da velha (#),
as diferencas em relagcdo ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrdo ($) e as diferengas entre a dosagem do sobrenadante antes do estimulo da
4T1 (Sup.) e apds o tratamento das células foi representado com &. O emprego dos
simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e
p<0,001 (trés simbolos).
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Figura 38 — Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secrecio de TGF-3 pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secrecdo de tecidos adiposos foram
investigadas quanto a secre¢do de TGF-3. Cada grupo experimental possuia oito
animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica. As diferengas estatisticas
entre 0s grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as
diferencgas entre grupos que nao sao controles respectivos foi representado com jogo
da velha (#), as diferencas em relacdo ao controle do meio condicionado (CM) foi
representada com o cifrao ($) e as diferencas entre a dosagem do sobrenadante antes
do estimulo da 4T1 (Sup.) e apds o tratamento das células foi representado com &. O
emprego dos simbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois
simbolos) e p<0,001 (trés simbolos).
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5.3 Analise da microbiota intestinal a partir de amostras fecais dos camundongos

5.3.1 Avaliacao dos efeitos do jejum intermitente, da dieta de cafeteria e do cancer de
mama triplo-negativo sobre a diversidade beta do microbioma intestinal

A fim de se investigar os efeitos do jejum intermitente, da dieta de cafeteria e do tumor
de mama triplo-negativo, nés analisamos a diversidade beta utilizando anélise de coordenadas
principais (Principal Coordinate analysis — PCoA). Como ilustrado pelos trés clusteres distintos,
as trés dietas (deitas padrdo e de cafeteria e jejum intermitente) na auséncia do cancer associam-
se a microbiomas intestinais dissimilares quando considera-se a diversidade beta. Quando
avalia-se o efeito do cancer sobre a diversidade beta do microbioma intestinal de camundongos
BALB/c fémeas alimentados com dieta padrdao (AIN-93) verificamos grande similaridade (SDCA-
e SDCA+). Um perfil parecido € verificado quando se investiga esse parametro ecolégico
comparando os grupos alimentados com itens de cafeteria na presenca e auséncia do cancer de
mama triplo-negativo (CAFCA- e CAFCA+). Ja quando analisamos os grupos submetidos ao
jejum intermitente, afetados ou nao pelo cancer de mama (IFCA- e IFCA+), eles sdo dissimilares,
sugerindo que a presenca do tumor associa-se a perfis distintos do microbioma intestinal de
animais submetidos a esse padrao alimentar. Assim como detectado nas amostras derivadas de
animais submetidos as trés dietas sem o cancer de mama, a diversidade beta do microbioma
intestinal de animais nas trés dietas na presenca da neoplasia mamadria associa-se a trés clusteres
distintos, sugerindo que as dietas sdo preponderantes ao cancer quando considera-se os dados de
diversidade beta obtidos (figura 39).
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B spca- (Dieta padrio sem cancer)

B spca+ (Dieta padrao com cancer)

B 1Fca- (Jejum intermitente sem cancer)
B IFCA+ (Jejum intermitente com cancer)
. CAFCA- (Dieta de cafeteria sem cancer)
[ ] CAFCA+ (Dieta de cafeteria com cincer)

Figura 39 - Impacto das dietas e do cancer de mama triplo-negativo sobre a diversidade do
microbioma intestinal.
Vermelho: dieta padrdo sem cancer. Azul: dieta padrdo. Laranja: Jejum intermitente
sem cancer. Verde: Jejum intermitente com cancer. Roxo: dieta de cafeteria sem cancer.
Azul: dieta de cafeteria com cancer. Cada grupo experimental possuiu oito animais
(N=8). Resultados referentes a uma réplica bioldgica

5.3.2 Analise dos efeitos do jejum intermitente, da dieta de cafeteria e do cancer de mama
triplo-negativo sobre a composicao do microbioma intestinal

Visando investigar os impactos do jejum intermitente e da dieta de cafeteria sobre a
composi¢ao do microbioma intestinal dos camundongos analisados, nés avaliamos a abundéancia
relativa de diversos tdxons a nivel de filo e género. Camundongos submetidos ao jejum intermitente
sem a presenga do cancer (IFCA-) apresentaram aumento da abundancia relativa de bactérias do
filo Firmicutes quando comparado aos grupos submetidos as dieta padrdo (SDCA-) e de cafeteria
(CAFCA-), ambos sem cancer. Camundongos em dieta padrdo apresentaram menor diminui¢ao
de bactérias do género Firmicutes quando comparado a animais CAFCA-. Animais submetidos a
dieta padrao afetados pelo cancer (SDCA+) ndo apresentaram altera¢des da abundancia relativa
de bactérias do filo Firmicutes quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer (SDCA-).
Roedores submetidos ao jejum intermitente com cancer (IFCA+) ndo se associaram a alteracdes
da abundancia relativa de integrantes do filo Firmicutes quando comparado ao seu controle
respectivo sem cancer (IFCA-). Camundongos alimentos com dieta de cafeteria acometidos

pelo cancer (CAFCA+) também ndo apresentaram alteragdes nos niveis de bactérias do filo
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Firmicutes quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer (CAFCA-). Animais em
jejum intermitente afetados pelo cancer (IFCA+) apresentam aumento de bactérias pertencentes
ao filo Firmicutes quando comparado aos grupos submetidos a dieta padrao (SDCA+) e de

cafeteria (CAFCA+), ambos com cancer (figura 40).
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Figura 40 - Impacto das dietas e do cincer de mama triplo-negativo sobre a abundancia
relativa de Firmicutes.
Avaliacdo da abundancia relativa apds normalizacdo (dados de séries temporais) de
bactérias do filo Firmicutes. Cada grupo experimental
possuiu oito animais (N=8). As diferencgas estatisticas entre grupos que nao siao
controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego do simbolo
seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001
(trés simbolos). Resultados referentes a uma réplica bioldgica.

Um dos géneros pertencentes a Firmicutes modulados pelas condi¢gdes experimentais foi
Enterococcus. Animais submetidos a dieta padrao sem cancer (SDCA-) apresentaram diminuicao
de bactérias do género Enterococcus quando comparado a animais submetidos ao jejum sem
cancer (IFCA-) e apresentaram aumento comparando-se ao grupos dieta de cafeteria sem cancer
(CAFCA-). Camudongos em jejum sem cancer (IFCA-) apresentaram aumento de Enterococcus
spp. quando contrastando com animais em dieta de cafeteria sem a neoplasia (CAFCA-).
Camundongos submetidos a dieta padrao com cancer (SDCA+) apresentaram menor aumento
de bactérias do género Enterococcus quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer
(SDCA-). Animais em jejum intermitente com cancer (IFCA+) também se associaram a menor
aumento de componentes do género Enterococcus quando comparado ao seu controle respectivo
sem cancer (IFCA-). Roedores submetidos a dieta de cafeteria na presenca do cincer (CAFCA+)
ndo apresentaram alteragdes da abundancia relativa de bactérias do género Enterococcus quando
comparado ao seu controle respectivo sem cancer (CAFCA-). Camundongos em jejum com
cancer (IFCA+) apresentaram aumento dos niveis de bactérias do género Enterococcus quando
comparado aos grupos submetidos a dieta padrao (SDCA+) e de cafeteria (CAFCA+), ambos

nao afetados pelo cancer (figura 41).
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Figura 41 - Impacto das dietas e do cincer de mama triplo-negativo sobre a abundancia
relativa de Enterococcus spp.
Avaliagao da abundancia relativa ap6s normalizac¢ao (dados de séries temporais) de
bactérias Enterococcus spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferencas estatisticas entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do simbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos). Resultados referentes a
uma réplica bioldgica.

A abundancia relativa de Lactobacillus spp. também foi influenciada pelas dietas e pelo
tumor. Animais submetidos ao jejum intermitente sem a presenca do cancer (IFCA-) apresentaram
aumento da abundancia relativa de bactérias do género Lactobacillus quando comparado aos
grupos submetidos as dieta padrao (SDCA-) e de cafeteria (CAFCA-), ambos sem cancer.
Camundongos em dieta padrao na auséncia do cancer ndo apresentaram alteracoes nos niveis de
bactérias do género Lactobacillus quando comparado a animais CAFCA-. Roedores alimentados
com a dieta padrao afetados pelo cancer (SDCA+) apresentaram aumento de bactérias do género
Lactobacillus quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer (SDCA-). Animais
submetidos ao jejum intermitente acometidos pelo cancer IFCA+) ndo apresentaram alteracoes
dos niveis de bactérias Lactobacillus spp. quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer
(IFCA-). Camundongos expostos a dieta de cafeteria nao apresentaram alteragdes da abundéncia
relativa de bactérias do género Lactobacillus quando comparado ao seu controle respectivo
sem cancer (CAFCA-). Animais alimentados com dieta padrdao com cancer (SDCA+) nao
apresentaram alteracdes nos niveis de componentes do género Lactobacillus quando comparado
a animais submetidos ao jejum com cancer (IFCA+), mas apresentaram quando contrastado com
o grupo dieta de cafeteria com cancer cancer (CAFCA+). Camundongos em jejum intermitente
afetados pelo cancer (IFCA+) apresentaram aumento de Lactobacillus spp. quando compara-se

com animais em dieta de cafeteria com a neoplasia (CAFCA+) (figura 42).
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Lactobacillus spp.

__ns ™

o
[=]

n
=
L

T T T T T T
SDCA- |IFCA- CAFCA- SDCA+ IFCA+ CAFCA+

Variation of relative abundance (%)
(=]

Figura 42 - Impacto das dietas e do cincer de mama triplo-negativo sobre a abundancia
relativa de Lactobacillus spp.
Avaliagao da abundancia relativa ap6s normalizac¢ao (dados de séries temporais) de
bactérias Lactobacillus spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferencas estatisticas entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do simbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos). Resultados referentes a
uma réplica bioldgica.

Assim como bactérias dos géneros Enterococcus e Lactobacillus, Roseburia spp. também
pertence ao filo Firmicutes e foi modulada pelas condi¢cdes experimentais avaliadas. A abundancia
relativa de bactérias do género Roseburia ndo foi modulada comparando as trés dietas (dieta
padrdo, jejum intermitente e dieta de cafeteria) na auséncia do cancer de mama triplo-negativo.
Animais submetidos a dieta padrao com cancer (SDCA+) ndo apresentaram alteracdes dos
niveis de bactérias do género Roseburia quando comparado ao seu controle respectivo sem
cancer (SDCA-). Camundongos submetidos ao jejum intermitente com cancer (IFCA+) nao
apresentaram modulacdes da abundancia relativa de bactérias do género Roseburia quando
comparado ao seu controle respectivo sem cincer (IFCA-). Roedores submetidos a dieta de
cafeteria com cancer (CAFCA+) apresentaram aumento de componentes do género Roseburia
quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer (CAFCA-). Animais em jejum com
cancer (IFCA+) apresentam aumento da abundancia relativa de bactérias do género Roseburia
quando comparado aos grupos submetidos a dieta padrao (SDCA+) e de cafeteria (CAFCA+),
ambos sem cancer. Camundongos em dieta padrao com cancer (SDCA+) ndo apresentaram
alteracdes dos niveis desse procarioto quando comparado aos animais em dieta de cafeteria
(CAFCA+) (figura 43).
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Roseburia spp.
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Figura 43 - Impacto das dietas e do cincer de mama triplo-negativo sobre a abundancia
relativa de Roseburia spp.
Avaliacdo da abundancia relativa apés normalizacdo (dados de séries temporais) de
bactérias Roseburia spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferencas estatisticas entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do simbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos). Resultados referentes a
uma réplica bioldgica.

Outro filo extremamente abundante, Bacteroidetes também foi alterado nos diferentes
grupos desse trabalho. Animais em dieta de cafeteria sem cancer (CAFCA-) apresentaram
aumento de bactérias do filo Bacteroidetes quando comparado aos grupos submetidos a dieta
padrao (SDCA-) e ao jejum intermitente (IFCA-), ambos sem cancer. Camundongos em dieta
padrdo apresentaram menor diminuicdo de Bacteroidetes quando comparado a animais IFCA-.
Roedores alimentados com a dieta padrao afetados pelo ciancer (SDCA+) nao apresentaram
alteracdes da abundancia relativa de bactérias do filo Bacteroidetes quando comparado ao seu
controle respectivo sem cancer (SDCA-). Animais submetidos ao jejum intermitente acometidos
pelo cancer (IFCA+) ndo apresentaram alteragdes dos niveis de bactérias do filo Bacteroidetes
quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer (IFCA-). Camundongos submetidos
a dieta de cafeteria acometidos pelo cancer (CAFCA+) apresentaram aumento de bactérias
do filo Bacteroidetes quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer (CAFCA-).
Animais submetidos a dieta de cafeteria com cancer (CAFCA+) apresentaram aumento de
bactérias do filo Bacteroidetes quando comparado aos animais em dieta padrdo (SDCA+) e jejum
intermitente (IFCA+), ambos grupos com cancer. Camundongos pertencentes ao grupo IFCA+
ndo apresentaram alteracdo de Bacteroidetes quando comparado a animais submetidos a dieta

padrao com cancer (SDCA+) (figura 44).
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Figura 44 - Impacto das dietas e do cincer de mama triplo-negativo sobre a abundancia
relativa de Bacteroidetes.
Avaliacao da abundancia relativa apés normalizacdo (dados de séries temporais)
de bactérias do filo Bacteroidetes. Cada grupo experimental possuiu oito animais
(N=8). As diferencas estatisticas entre grupos que nao sao controles respectivos foi
representado com jogo da velha (#). O emprego do simbolo seguiu a seguinte regra:
p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos). Resultados
referentes a uma réplica bioldgica.

Membro do filo Bacteroidetes, a abundancia relativa de Alistipes spp. também foi alterada
dependendo da dieta e da presenca ou auséncia do cancer de mama triplo-negativo. Animais
submetidos a dieta de cafeteria com cancer (CAFCA+) apresentaram aumento da abundancia
relativa de bactérias do género Alistipes quando comparado aos camundongos em dieta padrao
(SDCA+) e em jejum intermitente (IFCA+), ambos afetados pela neoplasia. Camundongos
do grupo IFCA+ ndo apresentaram alteracdes de Alistipes spp. quando contrastado a animais
submetidos a dieta padrao com cancer (SDCA+). Animais alimentados com dieta padrdao com
cancer (SDCA+) ndo apresentaram alteracOes dos niveis de integrantes do género Alistipes
quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer (SDCA-). Roedores submetidos ao
jejum intermitente afetados pelo cancer (IFCA+) ndo apresentaram alteracdes da abundancia
relativa de bactérias do género Alistipes quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer
(IFCA-). Animais em dieta de cafeteria com cancer (CAFCA+) nao apresentaram altera¢des dos
niveis bactérias do género Alistipes quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer
(CAFCA-). Roedores submetidos a dieta de cafeteria com cancer (CAFCA+) apresentaram
aumento de bactérias do género Alistipes quando comparado aos animais em dieta padrao
(SDCA+) e jejum intermitente (IFCA+), ambos acometidos pelo cancer. Camundongos do grupo
IFCA+ ndo apresentaram alteracao de Alistipes spp. quando comparado a animais submetidos a
dieta padrao com cancer (SDCA+) (figura 45).
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Figura 45 - Impacto das dietas e do cincer de mama triplo-negativo sobre a abundancia
relativa de Alistipes spp.
Avaliacdo da abundancia relativa apds normalizacdo (dados de séries temporais) de
bactérias Alistipes spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferencas estatisticas entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do simbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos). Resultados referentes a
uma réplica bioldgica.

Também pertencente ao filo Bacteroidetess, o género Bacteroides também foi avaliado
no presente estudo. A abundancia relativa de bactérias do género Bacteroides nao foi modulada
comparando as trés dietas (dieta padrao, jejum intermitente e dieta de cafeteria) na auséncia do
cancer de mama triplo-negativo. Animais submetidos a dieta padrao com cancer (SDCA+) ndo
apresentaram alteragdes do niveis de bactérias do género Bacteroides quando comparado ao
seu controle respectivo sem cancer (SDCA-). A auséncia de modulacdo da abundancia relativa
de Bacteroides spp. também foi detectada quando se contrasta camundongos submetidos ao
jejum intermitente com cancer (IFCA+) ao seu controle respectivo sem cancer (IFCA-) e quando
compara-se roedores alimentados com dieta de cafeteria com cancer (CAFCA+) aos animais
pertencentes ao grupo CAFCA-. Animais em jejum intermitente afetados pelo cancer (IFCA+)
apresentaram diminui¢do de bactérias do género Bacteroides quando comparado aos grupos
submetidos a dieta padrao (SDCA+) e de cafeteria (CAFCA+), ambos sem cancer. Camundongos
em dieta padrdao com cancer (SDCA+) ndo apresentaram alteracdo de Bacteroides spp. quando

comparado aos animais em dieta de cafeteria (CAFCA+) (figura 46).
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Figura 46 - Impacto das dietas e do cancer de mama triplo-negativo sobre a abundancia
relativa de Bacteroides spp.
Avaliacdo da abundancia relativa apés normalizacdo (dados de séries temporais) de
bactérias Bacteroides spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferencas estatisticas entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do simbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos). Resultados referentes a
uma réplica bioldgica.

Ja o género Desulfovibrio ¢ um membro do filo Desulfobacterota. Camundongos
alimentados com a dieta de cafeteria na auséncia do cancer (CAFCA-) apresentaram aumento da
abundancia relativa de bactérias do género Desulfovibrio quando comparado aos grupos
submetidos a dieta padrao (SDCA-) e ao jejum intermitente (IFCA-), ambos sem cancer.
Camundongos em dieta padrio sem cancer ndo apresentaram alteracdes nos niveis de
Desulfovibrio quando comparado a animais do grupo IFCA-. Animais submetidos a dieta padrdo
afetados pelo cancer (SDCA+) ndo apresentaram alteracOes da abundancia relativa de bactérias
do género Desulfovibrio quando comparado ao seu controle respectivo sem cancer (SDCA-).
Roedores submetidos ao jejum intermitente com cancer (IFCA+) também nao se associaram a
modulacdes dos niveis desses procariotos quando comparado ao seu controle respectivo sem
cancer (IFCA-). Camundongos alimentos com dieta de cafeteria afetados pelo cancer (CAFCA+)
apresentaram diminuicao da abundancia relativa de Desulfovibrio spp. quando comparado ao seu
controle respectivo com cancer (CAFCA-). Animais alimentados com a dieta padrdo afetados
pelo ciancer de mama triplo-negativo (SDCA+) ndo apresentaram alteracdes dos niveis de
componentes do género Desulfobacteria quando comparados a camundongos em dieta de
cafeteria com cancer (CAFCA+), bem como quando contrastado com roedores submetidos ao

jejum intermitente acometidos pela neoplasia (IFCA+) (figura 47).
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Figura 47 - Impacto das dietas e do cancer de mama triplo-negativo sobre a abundancia
relativa de Desulfovibrio spp.
Avaliacdo da abundancia relativa apds normalizacdo (dados de séries temporais) de
bactérias Desulfovibrio spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferencas estatisticas entre grupos que ndo sao controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do simbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos). Resultados referentes a
uma réplica bioldgica.

5.3.3 Analise dos efeitos do jejum intermitente, da dieta de cafeteria e do cincer de mama

triplo-negativo sobre a diversidade metabdlica do microbioma intestinal

A fim de se avaliar o efeito do jejum intermitente e da dieta de cafeteria na presenca e
auséncia da malignidade mamadria triplo-negativa sobre a diversidade metabdlica do microbioma
intestinal dos animais investigados, ndés conduzimos uma andlise de enriquecimento de vias
metabdlicas, como ilustrado pelas figuras 48 e 49. Detectamos que camundongos submetidos ao
jejum intermitente apresentaram aumento de mais de 40 vias metabdlicas associadas a microbiota
intestinal quando comparado a todos os outros grupos experimentais, incluindo diversas vias de
biossintese de nucleotideo, de acetato e lactato, além de vias de biossintese de peptidoglicana.
Verificamos que todas essas vias foram reduzidas nos roedores em jejum intermitente afetados
pelo céncer. Todas as 40 vias que estdo aumentadas no microbioma intestinal de animais em jejum
intermitente se apresentaram reduzidas em amostras de microbioma derivadas de animais em
dieta de cafeteria, sugerindo a ocorréncia de redugdo da diversidade metabdlica do microbioma
intestinal nesse grupo. A presenga do cancer de mama triplo-negativo também se associou a
reducdo da diversidade metabdlica do microbioma quando se comparou com seus respectivos

controles sem o cancer.
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6 Discussao

No presente estudo, avaliamos a influéncia do jejum intermitente e da dieta de cafeteria
na progressao do cincer de mama triplo-negativo e caracterizamos a modulagdo dos tecidos
adiposos e da microbiota intestinal nesse contexto. Diversos estudos avaliando o efeito de
dietas obesogénicas em roedores vém empregando a dieta hiperlipidica (High-fat diet - HFD)
(Speakman, 2019). No entanto, a HFD nao simula precisamente a dieta ocidental por nao
incluir alguns nutrientes consumidos por humanos e por se associar a uma menor disfung¢ao
vascular quando comparado a dieta de cafeteria (Lalanza and Snoeren, 2021). Ademais, Zeeni
e colaboradores demonstraram que a dieta de cafeteria leva a um maior ganho de peso e ao
aumento da adiposidade abdominal em um periodo mais curto que a HFD (Zeeni et al., 2015).

Sabe-se que a dieta de cafeteria é extremamente inflamatéria (Sampey et al., 2011).
Estudos com roedores sugerem que a dieta de cafeteria se associa a inflamacao no figado e em
depdsitos adiposos, leva as disfungdes metabdlicas (Sampey et al., 2011) e vascular (Lang et al.,
2019) e altera o comportamento alimentar desses animais, favorecendo a ocorréncia da hiperfagia
(Lalanza and Snoeren, 2021).

No presente estudo, mostramos que os animais alimentados com itens de cafeteria, tanto
sem cancer como com tumor de mama, apresentaram aumento do peso corpdreo, da massa de
depdsitos adiposos brancos, da esteatose hepética e dos niveis de colesterol circulantes quando
contrasta-se com os outros dois grupos (SD e IF). Ademais, demonstramos que camundongos
submetidos a dieta de cafeteria apresentaram alteracoes morfoldgicas nos tecidos adiposos branco
inguinal e marrom indicativas de branqueamento. Considerando as alteragdes aqui descritas, as
quais comumente se associam ao fendtipo obeso (Reilly & Saltiel, 2017) (Rutkowski et al., 2015)
(Chalasani et al., 2017) (M. Longo et al., 2019b), sugerimos que os animais alimentados com
itens de cafeteria no presente trabalho desenvolveram obesidade.

Também demonstramos que os camundongos submetidos ao jejum intermitente em dias
alternados apresentaram reducdo do peso, modificacOes morfoldgicas que sugerem a ocorréncia
de amarronzamento do tecido adiposo branco inguinal e redu¢cao do acimulo de lipideos no
figado. Andlises futuras avaliando marcadores de amarronzamento do tecido adiposo branco
(UCP1, PGC-1a, CIDEA, PRDM16, PPARY) e de processos inflamatdrios que corroborem com
o fenétipo do branqueamento enriquecerao o presente trabalho. Com base nos nossos achados,
sugerimos que o modelo de jejum foi ao encontro com outros estudos que empregaram esse
padrdo alimentar (Li ef al., 2017)(I. Ikeda et al., 2014). Ressaltamos que o jejum intermitente
também se associou a alteragdes morfoldgicas no tecido adiposo marrom dos animais, as quais
se assemelharam as detectadas por Ferndndez e outros em um modelo de rato (Ferndndez et al.,
2021). Andlises adicionais de marcadores de fun¢do do tecido adiposo marrom e termogénese,
incluindo UCP1 serdo conduzidas a fim de se determinar o efeito da prética do jejum em dias

alternados no tecido adiposo marrom de camundongos BALB/c.
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A ocorréncia de inflamagdo correlaciona-se com todos os estdgios de desenvolvimento
de diversos tipos de cancer, como o cancer de mama, influenciando desde a iniciacdo até a
metdstase da neoplasia (Grivennikov et al., 2010) (Crusz & Balkwill, 2015). Ademais, € sabido
que o tumor de mama triplo-negativo induzido por 4T1 associa-se ao aumento de processos
inflamatérios em animais acometidos com esse cancer (Madera et al., 2015) (duPre’ & Hunter,
2007). A célula 4T1 € hoje bem estabelecida como um modelo experimental animal de tumor
mamadrio (Pulaski et al., 2000). No presente estudo, mostramos que a maioria dos animais
inoculados com essas células desenvolveram tumores macroscopicos associados a ocorréncia
de metdstase hepatica e apresentaram aumento do nimero de células imunolégicas circulantes,
elevacdo do volume plaquetdrio e da percentagem de plaquetas gigantes, bem como elevacao da
massa esplénica. Considerando esses achados, sugerimos que estes camundongos apresentaram
alteracOes inflamatodrias a nivel sistémico, especialmente os animais em dieta de cafeteria, os
quais mostraram aumento do volume médio das plaquetas quando comparado as outras duas
condic¢des de dieta em animais acometidos pelo cancer de mama.

duPre’ e Hunter demonstraram que a inoculacdo de células de cancer de mama triplo-
negativo 4T1 em camundongos BALB/c fémeas leva ocorréncia de esplenomegalia associada a
granulocitose (duPre’ & Hunter, 2007). Verificamos no presente trabalho que esses fendmenos
sdao modulados pelas dietas as quais o roedor € submetido: animais submetidos a dieta de cafeteria
acometidos pela neoplasia apresentaram maior esplenomegalia e granulocitose quando comparado
aos camundongos em jejum intermitente, também afetados pelo tumor. Interessantemente,
detectamos que o cancer de mama mediado pela 4T1 ndo induziu granulocitose nos roedores
submetidos ao jejum em dias alternados, indicando que essa dieta pode ter um efeito protetor
contra os efeitos inflamatdrios caracteristicos do aumento dos niveis de granuldcitos na circulagao.

Neste trabalho, sugerimos que o cancer de mama triplo-negativo mediado por células 4T1
levou os camundongos com este cancer a apresentarem aumento do volume médio das plaquetas
circulantes, especialmente animais alimentados com itens de cafeteria. Tais achados associaram-
se com a elevacdo na percentagem de plaquetas gigantes no plasma desses animais. Sabe-se
que as plaquetas possuem func¢do central nos processos de progressao e metastase de tumores
(Mezouar et al., 2016). O volume médio das plaquetas, medida comumente empregada para se
avaliar o tamanho dos trombdcitos, € um indicador de ativagdo desses elementos (Gasparyan
et al., 2011). Alteracdes no volume médio das plaquetas foi descrito em tumores de estbmago,
pulmao, ovério e no ciancer de mama (Gasparyan et al., 2011). Ademais, o volume plaquetario
médio € considerado um importante marcador de inflamac¢@o em diversas doencas inflamatdrias
(Kapsoritakis et al., 2001) (Yazici et al., 2010) (Kisacik et al., 2008). Considerando que os
trombdcitos interagem com leucdcitos e secretam mediadores pro-inflamatdrios quando ativados
(Margraf & Zarbock, 2019), nés hipotetizamos que o aumento do volume desses elementos pode
contribuir para o fenétipo inflamatério dos animais acometidos pelo tumor de mama. Andlises
do perfil de mediadores do plasma dos animais, como citocinas, eicosanoides e adipocinas, serdao

conduzidas a fim de avaliar nossa hip6tese.
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Nés detectamos que os tumores primdrios formados nos animais em dieta de cafeteria
apresentaram maior massa, volume, potencial proliferativo e capacidade metastatica quando
comparado aos grupos de dieta padrdao e em jejum intermitente. J4 analisando-se os tumores
formados no grupo impactado pelo cancer de mama que foi submetido ao jejum intermitente,
verificamos menor massa, volume, potencial proliferativo e capacidade metastitica quando
contrasta-se com animais em dieta de cafeteria. Além disso, detectamos que dois animais desse
grupo, que foram transplantados com células neopldsicas mamadrias, ndo apresentaram formacao
de tumores macroscépicos, sugerindo que o jejum impactou na iniciacdo tumoral nesses animais.
Esses achados indicam que a dieta de cafeteria e o jejum intermitente se associam a efeitos
distintos sobre parametros do tumor primdrio e ocorréncia de metdstase hepatica em camundongos
acometidos pelo tumor de mama mediado por 4T1.

Um estudo conduzido por Lee e colaboradores indicou que a pratica do jejum intermitente
por camundongos por periodos que variaram entre 48 a 60 h associou-se a diminuicdo da massa
de tumores (C. Lee et al., 2012). No presente estudo, ndo verificamos alteracdo na massa tumoral
dos animais em jejum intermitente quando comparado a camundongos em dieta padrdo, mas
detectamos que a pratica do jejum alterou parametros do neoplasma que pode se associar a um
melhor progndstico, como a ocorréncia a redu¢do do nimero de eventos metastaticos para o
figado. Estimulamos andlises futuras investigando a relacdo entre o periodo de duragdo do jejum
e a intensidade da metdstase hepdtica.

Detectamos também que todas as condi¢des afetadas pelo cancer de mama triplo-negativo
apresentaram aumento de esteatose hepatica em camundongos em dietas padrdo e de cafeteria,
intermitente indicando a ocorréncia de inflamacgdo no figado dos animais. Verificamos que
ndo houve aumento de esteatose em animais submetidos ao jejum afetados pelo neoplasia
e, por isso, sugerimos que os efeitos do jejum intermitente sobre o metabolismo de lipideos
hepaticos apresenta ac¢do protetora contra a ocorréncia de esteatose hepatica mediada pela 4T1.
Considerando a intima relacdo entre processos inflamatdrios hepaticos e a ativagdo de vias de
lipogénese, andlises futuras incluirdo quantificagdo dos niveis de mediadores inflamatérios dos
tecidos hepéticos dos animais investigados, incluindo TNF-o e IL-10.

Considerando que as dietas e o cancer de mama associaram-se a diferentes caracteristicas
histologicas hepdticas e que o figado é um 6rgao central no metabolismo lipidico, participando
de diversos estdgios da sintese e transporte lipidico, avaliamos o perfil lipidico plasmatico dos
animais. Detectamos neste estudo que o tumor de mama leva a diminui¢d@o de colesterol total em
todos animais. Sugerimos que os niveis alterados de colesterol total no plasma dos camundongos
acometidos pelo tumor mamdrio associa-se ao consumo dessas moléculas por células neoplésicas
para geracao de oxisterois, metabdlitos com acdo imunossupressora que impactam na ocorréncia
de metéstase (Huang et al., 2020).

Neste estudo, descrevemos que o tumor de mama triplo-negativo induzido por células
4TI leva a ocorréncia de processos inflamatérios no tecido adiposo marrom de camundongos

BALB/c fémeas, eventos que podem afetar a progressao do tumor de mama. O tecido adiposo
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marrom derivado de animais com cancer apresentou elevacao dos niveis de TNF-o, mediador
classico da inflama¢do que impacta diretamente na sensibilidade a insulina tecidual (Akash
et al., 2018). Ja quando avaliamos IL-6 no tecido adiposo marrom do animais, mediador
classicamente pré-tumoral e pré-caquético (Han et al., 2018), esta se mostrou aumentada apenas
no grupo de camundongos em dieta de cafeteria impactados pelo cancer. A andlise histoldgica do
tecido adiposo marrom desses animais apresentou alteracdes morfolégicas que podem sugerir a
ocorréncia de dano tecidual e fibrose nesse tecido, indicativo de atividade inflamatéria. Esses
achados sugerem que tumores de mama formados por 4T1 levam a disrupcao da homeostase
de células imununoldgicas que compoem o tecido adiposo marrom, uma vez que sao estas as
células que mais contribuem nos niveis de citocinas teciduais (Lu et al., 2019). Analisaremos
os niveis de marcadores de lipogé€nese, lipdlise e termogénese nos tecidos adiposos marrons
a fim de se confirmar a ocorréncia de inflamacao e determinar o impacto desta na funcdo do
tecidos. Ja quando avaliamos o tecido adiposo marrom dos animais com cancer, detectamos maior
presenca de adipdcitos apresentando grandes goticulas de gordura e de células imunoldgicas
comprando-se com seus respectivos controles sem cancer, também indicando a ocorréncia de
processos inflamatoérios neste tecido. A andlise dos marcadores citados também serd crucial para
se entender os efeitos da pratica do jejum intermitente sobre o fenétipo do tecido adiposo marrom
na presenca do cancer de mama triplo-negativo.

O presente trabalho foi o primeiro a descrever que o cancer de mama triplo-negativo
mediado por células 4T1 induz processos inflamatérios em depdsitos adiposos de camundongos.
Encorajamos fortemente que esfor¢os futuros estabelecam mecanismos pelos quais esse tumor
mamdrio influencia a inflamacao de tecidos adiposos. E acreditamos que, a fim de se compreender
como o cancer de mama influencia o estado inflamatério dos tecidos adiposos nas diferentes
dietas, € necessdrio buscar entender como esses tecidos, impactados pelas distintas dietas, afetam
o tumor. Para isso, avaliamos o impacto de moléculas secretadas por depdsitos de tecido adiposo
de camundongos fémeas sobre parametros carcinogénicos de células de cancer de mama murino
4T1.

Buscando avaliar se os produtos de secrecao dos depdsitos adiposos influenciaram
parametros carcinogénicos das células de cincer de mama triplo-negativo 4T1, analisamos
proliferacdo, perfil de morte celular, biogénese de corpusculo lipidico e secrec¢do de citocinas
por essas células neopldsicas e observamos que esses depdsitos adiposos nao influenciaram a
proliferacdo dessas células, mas afetou o perfil de morte celular, a biogénese de corpusculo
lipidico e o padrao de secre¢ao de citocinas. N6s mostramos que moléculas derivadas do tecido
adiposo marrom induzem maior porcentagem de morte litica em células 4T1 quando comparado
aos depositos de tecido adiposo branco. A morte celular litica associa-se a liberacdo de moléculas,
que sao reconhecidas por células imunoldgicas via receptores de reconhecimento de padroes
moleculares (Galluzzi et al., 2018)(Garg et al., 2015). Considerando que a inflamacao apresenta
papel dubio no contexto do ciancer de mama, andlises adicionais serdo importantes para se

determinar o impacto da inducao de mortes liticas pelo tecido adiposo marrom.
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Moléculas secretadas pelo tecido adiposo marrom também se associaram a maior indugao
de morte apoptética de células 4T1 quando comparado com depdsitos adiposo brancos, o que
sugere que o tecido adiposo marrom pode apresentar maior acao anti-tumoral em camundongos
comparando-se aos outros depdsitos adiposos. Descrevemos que o jejum intermitente € associado
a um perfil mais pré-apoptético do tecido adiposo marrom e a dieta de cafeteria correlaciona com
menor inducao de apoptose em células 4T1 quando comparados aoS produtos de secre¢dao do
tecido oriundo de animais em dieta padrao. Avaliando também os efeitos do produto de secrecdo
do tecido adiposo branco inguinal de animais em dieta de cafeteria sobre células 4T1 verificamos
que este nao induziu citotoxicidade sobre essas células. Diversos farmacos em investigacao
que favorecem a ocorréncia de regressao tumoral induzem apoptose em células neoplésicas
(Carneiro & El-Deiry, 2020). N6s hipotetizamos, com base nos achados referentes a morte celular
apoptética de células 4T1, que moléculas derivadas do tecido adiposo marrom de animais em
jejum intermitente podem favorecer regressao tumoral e melhor prognéstico. O presente estudo
serd enriquecido com ensaios de sobrevida dos animais nas diferentes dietas acometidos ou ndo
pelo cancer de mama.

Verificamos também que as moléculas secretadas pelos depdsitos adiposos impactam
diferencialmente sobre a biogénese de CL dessas células. Observamos que estimular células 4T1
com sobrenadante de tecido adiposo marrom de animais em jejum intermitente leva a maior
biogénese de CL quando comparado com o tratamento utilizando moléculas derivadas do tecido
de camundongos em dieta de cafeteria. Verificamos também que células expostas a produtos de
secrecdo do tecido adiposo branco inguinal de animais em jejum também apresentam producao
aumentada dessas organelas lipidicas quando comparado aos outros dois grupos. Considerando
os efeitos das moléculas secretadas pelos tecidos adiposos na indu¢@o de morte apoptdtica e que
durante situagdes de estresse celular ocorre elevacdo da biogénese de CL (Jarc & Petan, 2019),
sugerimos que esse aumento detectado correlaciona com estado de estresse da célula. Andlises
de fun¢do mitocondrial e producdo de espécies reativas serdo conduzidas a fim de se melhor
detalhar os efeitos das moléculas derivadas de tecidos adiposos de animais submetidos ao jejum
sobre células de cancer de mama.

Considerando os efeitos induzidos por moléculas derivadas dos tecidos adiposos
influenciados pelas dietas sobre as células 4T1, avaliamos o perfil de citocinas secretadas por
estas células neoplésicas em cada condi¢do. Verificamos que as células de cancer de mama
secretam menos IL-6 quando estimuladas com produtos de secre¢do de depdsitos de tecido
adiposo branco gonadal e inguinal de animais submetidos ao jejum intermitente quando
comparado aos produtos secretados pelos tecidos de animais em dieta padrdo. Observamos
também que células tratadas com as moléculas secretadas pelo tecido adiposo marrom de
animais submetidos a dieta de cafeteria secretam maiores niveis de IL-6 quando se contrasta com
células estimuladas com moléculas derivadas de tecidos de animais em dieta padrdo e em jejum
intermitente. Presente em niveis elevados em diversos tipos de cancer, inclusive no cancer de

mama (Dethlefsen et al., 2013), a citocina IL-6 € associada a inibi¢do de apoptose (Lin et al.,
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2001)(Jourdan et al., 2003) e ao favorecimento de angiogenénese tumoral (Wei et al., 2003) e de
metdstase (Oh et al., 2013) (Zou et al., 2016). Hipotetizamos que os efeitos de moléculas
derivadas dos diferentes depédsitos de tecido adiposo influenciados pelos padrdes alimentares
afetam as caracteristicas da neoplasia, ja que animais em jejum intermitente apresentaram menor
grau de metdstase hepdtica quando comparado a animais em dieta de cafeteria.

Nossos achados mostram o qudo impactantes sdo os padrdes alimentares praticados sobre
a plasticidade funcional do tecido adiposo. Além disso, ressaltam a necessidade de se utilizar a
dieta como possivel mecanismo modulador da progressao do cancer de mama triplo-negativo.
Outro fator que € sabidamente influencidvel pela dieta € a microbiota intestinal. O gene do RNAr
16S, apesar de ser altamente conservado entre as bactérias, apresentam regides varidveis que
podem ser exploradas para se distinguir diferentes espécies. O sequenciamento do gene do RNAr
16S € uma técnica amplamente utilizada para andlise metagendmica de amostras de microbiota
intestinal por possibilitar a identificacdo de um nimero elevado de bactérias, em diferentes niveis
taxondmicos (Bukin et al., 2019). Utilizando o sequenciamento do gene do RNAr 16S, nés
descrevemos que a prética do jejum intermitente em dias alternados e o consumo de itens de
cafeteria modulam a microbiota intestinal de camundongos BALB/c fémeas afetados pelo cancer
de mama triplo-negativo. Mostramos também que essas alteracdes sdo ao nivel de diversidade e
de composicao dessa comunidade microbiana.

Foley e colaboradores descreveram que o consumo a curto prazo (dias) de nutrientes ricos
em energia e pobres em fibra j4 € suficiente para modular a microbiota intestinal de camundongos
(Foley et al., 2018). Em outro estudo, Siracusa e outros demonstraram que o consumo desses
nutrientes, além de modular a microbiota intestinal, induz depressdo imune da mucosa intestinal e
suprime a imunidade sist€émica dos roedores, favorecendo reducio da saide metabdlica de células
T CD4+ e da producao de citocinas (Siracusa et al., 2023). Considerando os impactos de dietas
na microbiota intestinal e no sistema imunoldgico, analisaremos se os itens de cafeteria utilizados
no presente trabalho também influenciam imunidade de mucosa e sist€émica, avaliando o perfil de
ativacdo de linfécitos intestinais intraepiteliais, da lamina prépria e do soro dos camundongos.

Diversos autores vém explorando os efeitos do jejum intermitente em modelos murinos
de cancer, incluindo de tumores mamarios (Anemoulis et al., 2023). Diversos modelos murinos
de jejum intermitente demonstram que essa dieta se associa a modulacao da composicao e
diversidade do microbioma intestinal de animais, altera¢cdes que podem contribuir para os
beneficios fisioldgicos oriundos dessa pratica (Li et al., 2017) (Li et al., 2020) (Cignarella et al.,
2018). Dois trabalhos investigaram o impacto do cancer de mama triplo-negativo em animais
alimentados com ra¢ao normolipidica ad libitum (Ji et al., 2023) (Hinshaw et al., 2022). No entanto,
nenhum estudo avaliou a composicao e a diversidade do microbioma intestinal de camundongos
submetidos ao jejum na presenca do cancer de mama triplo-negativo. Ademais, apenas um
trabalho investigou modulagdes no microbioma intestinal de camundongos alimentados com
dieta de cafeteria e acometidos pelo cancer de mama triplo-negativo (Hossain et al., 2021), mas

o numero de amostras analisadas foi pequeno e a dieta empregada ndo utilizada itens de cafeteria
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consumidos por humanos. Portanto, faz-se necessdrio avaliar o efeito do jejum intermitente e da
dieta de cafeteria sobre camundongos afetados pela neoplasia mamaria triplo-negativa.

Neste estudo, nés detectamos que as trés dietas e o cancer de mama triplo-negativo
modulam diferentemente a diversidade do microbioma intestinal. Também verificamos que
as condi¢Oes experimentais investigadas favorecem a modulacdo da abundancia relativa dos
microorganismos dessa comunidade a nivel de filo. Enquanto os grupos submetidos ao jejum
intermitente apresentaram aumento de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, animais em
dieta de cafeteria se associaram a reducdo dos niveis desses procariotos no microbioma intestinal.
Detectamos que os efeitos das dietas investigadas sobre os niveis de Firmicutes ndo foram
influenciados pela presenca do cancer de mama triplo-negativo. Firmicutes, grupo composto
apenas por bactérias Gram-positivas, € um dos filos mais abundantes da microbiota intestinal
(Magne et al., 2020) (An, Kwon and Kim, 2023) (Chung et al., 2020). Em camundongos, tanto
0 jejum intermitente didrio como o praticado em dias alternados associa-se ao aumento da
abundancia relativa de bactérias do filo Firmicutes (Li ef al., 2020)(Li et al., 2017), sendo o
ultimo modelo o empregado neste estudo. J4 quando se avalia dietas obesogénicas e obesidade,
estudos com roedores mostram dados controversos, com alguns correlacionando o fenétipo
obeso com o aumento de Firmicutes (Velasquez, 2018) (Jiao et al., 2018) e outros detectando a
diminui¢do de bactérias pertencentes a esse filo quando no contexto da obesidade (Gual-Grau et
al., 2023)(Del Bas et al., 2018).

Estudos investigando a abundéncia relativa de integrantes do filo Firmicutes em individuos
acometidos por neoplasias mamadrias triplo-negativas sugerem que a malignidade se associa
a diminui¢do dessas bactérias da microbiota intestinal (An, Kwon and Kim, 2023). Em um
elegante estudo, Jordan e colaboradores descreveram que bactérias intestinais do filo Firmicutes
controlam a imunidade sist€mica do hospedeiro via a acdo de seus glicoconjugados de membrana
sobre a producdo de IL-34 por macréfagos. Essa citocina medeia mecanismos de tolerancia e
resisténcia a agentes infecciosos (Jordan et al., 2023). Anélises adicionais serao necessarias
para se compreender se essas bactérias possuem a¢do similar no contexto do cancer de mama
triplo-negativo.

N6s descrevemos nesse estudo que animais submetidos ao jejum intermitente em dias
alternados, na presenca ou auséncia do cancer de mama triplo-negativo, apresentam aumento da
abundancia relativa de bactérias do género Enterococcus, as quais pertencem ao filo Firmicutes.
Esse € o primeiro estudo que descreve alteracdes da abundancia relativa de Enterococcus spp.
como consequéncia da prética do jejum intermitente. Procariotos do género Enterococcus
sao células esféricas ou ovoides, ocorrem na natureza sozinhas, em pares ou em cadeias, sao
Gram-positivas E sdo anaerdbicas obrigatorias (catalase-negativas) (Staley, Dunny and Sadowsky,
2014)(Garcia-Solache and Rice, 2019)(Krawczyk et al., 2021). Atualmente, E. faecium, E.
faecalis E E. durans vém sendo empregadas como probidticos no manejo de doengas respiratorias
E gastrointestinais e no favorecimento da resposta imunoldgica antitumoral (Taban, Dogan

Halkman and Halkman, 2014). Sabe-se que essas bactérias conseguem produzir a poliamina
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cadaverina, a qual € sintetizada a partir da descarboxilacdo da lisina (Ma et al., 2017). Utilizando
o modelo de cancer triplo-negativo mediado por 4T1 em camundongos BALB/c fémeas, Kovacs
e colaboradores mostraram que a cadaverina pode apresentar a¢do antitumoral por associar-se
a tumores com menores grau, massa € metéastase quando comparado a roedores nao tratados
(Kovics et al., 2019). Considerando que os nossos dados sugerem que o jejum intermitente se
associa a redug@o de metdstase hepdtica e a dieta de cafeteria leva ao aumento desse processo de
invasdo. e considerando que abundancia relativa de Enterococcus spp. apresentou uma correlagcdo
inversa com metdstase no modelo investigado no presente trabalho, andlises futuras incluirdo a
dosagem da cadaverina em tecidos oriundos dos animais.

No presente trabalho, nds também investigamos a abundancia relativa dos géneros
pertencentes a Firmicutes Lactobacillus spp. e Roseburia spp. e verificamos que estes foram
modulados de acordo com a condi¢do experimental. Procariotos dos géneros Lactobacillus
spp. sdo células em formato de bastao, ocorrem na natureza sozinhas, sao Gram-positivas, sao
anaerdbicas facultativas e sao as bactérias mais empregadas como probiético (Dempsey and Corr,
2022)(Kullar et al., 2023). Diferentemente de Lactobacillus spp., integrantes do género Roseburia
sdo anaerdbicas obrigatérias, mas também podem ser utilizadas como probidtico (Tamanai-
Shacoori et al.,2017). Ambos os géneros sdo compostos por produtores de dcidos graxos de cadeia
curta, moléculas que s@o geradas a partir da fermentacao de fibras dietéticas (Cronin et al., 2021).
Os 4cidos graxos de cadeia curta apresentam diversas propriedades, incluindo fornecimento de
energia, ativacao de receptores acoplado a proteina G, inibicao de histona-desacetilases (HDACs),
modulacdo da secrecdo de IL-18 no epitélio intestinal e favorecimento da formacao de linfocitos
T regulatorios produtoras de IL-10 (Koh et al., 2016)(Ikeda et al., 2022). J4 no contexto do
cancer, incluindo em neoplasmas mamarios, estudos sugerem que essas moléculas favorecem
morte apoptética, inibe invasdo, migracdo e progressao do ciclo celular e associa-se a0 aumento
da producao de espécies reativas de oxigénio, e, portanto, podem ter a¢do antitumoral (Son and
Cho, 2023).

Nos verificamos que a pritica do jejum intermitente em animais nado-acometidos com o
cancer de mama triplo-negativo se associa ao aumento dos niveis de Lactobacillus spp.. Rangan
e outros também detectaram que a prética do jejum intermitente leva ao aumento dos niveis de
procariotos do género Lactobacillus, sugerindo que este procarioto pode ter acao benéfica no
modelo murino de colite investigado (Rangan et al., 2019). Quando avaliamos a abundancia
relativa dessa bactéria de camundongos em jejum intermitente acometidos pela malignidade
mamdria triplo-negativo, ndo detectamos alteracdes quando comparado ao grupo de dieta padrio,
sugerindo que o tumor possui efeitos sobre os niveis dessa bactéria. Diferentemente, roedores
alimentados com a dieta de cafeteria, tanto na presenga como na auséncia do tumor mamério
analisado, apresentaram redu¢ao da abundancia relativa de Lactobacillus spp., indicando que
0 baixo consumo de fibras, como no caso de animais desses grupos experimentais, favorece a
extingdo dessas bactérias produtoras de dcidos graxos de cadeia curta. Sonnenburg e colaboradores

mostraram que ocorre extin¢ao de alguns tdxons no microbioma intestinal de camundongos
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em casos em que os niveis consumidos de carboidratos acessiveis a microbiota sao baixos
(Sonnenburg et al., 2016), assim como dietas com abundancia de fibras modulam o microbioma
intestinal, favorecendo o crescimento de bactérias que as utilizam como nutrientes (Cronin et
al., 2021). Considerando as propriedades antineoplésicas dos dcidos graxos de cadeia curta e os
nossos achados que diferem animais afetados pelo tumor de mama triplo-negativo submetidos ao
jejum intermitente de roedores alimentados com a dieta de cafeteria, andlises futuras incluirdo a
quantificacdo dos dcidos graxos de cadeia curta, principalmente o butirato, em diferentes tecidos
dos animais.

Firmicutes e Bacteroidetes representam os filos mais predominantes no microbiota
intestinal de individuos adultos, sendo Bacteroidetes o maior filo de bactérias Gram-negativas.
A interacdo desses microorganismos com o hospedeiro humano influencia a a manutencao da
homeostase (Gibiino ez al., 2018), por serem conectados com processos de digestao de nutrientes,
absorcao de energia e imunomodulacdo. Portanto, no contexto da microbiota intestinal, bactérias
do filo Bacteroidetes podem ser consideradas comensais e mutualistas por contribuirem para a
manutencdo da homeostase do hospedeiro. No entanto, disfun¢des dessa interagdo, como nas
causada pelo desbalanco da abundancia relativa de seus membros, pode associar-se a diversas
enfermidades, doencas inflamatdrias intestinais, infeccdes, autoimunidade e cancer. No presente
estudo, nés descrevemos que o o jejum intermitente em dias alternados se associa a reducao da
abundancia relativa do filo Bacteroidetes, enquanto que a dieta de cafeteria composta por itens
consumidos por humanos favorece o aumento dessas bactérias. Essa modulacdo ocorre de forma
similar nos respectivos grupos afetados com cancer de mama triplo-negativo.

Pertencentes ao filo Bacteroidetes, Alistipes e Bacteroides sao géneros compostos por
bactérias em formato de bastdo que ocorrem sozinhas na natureza, sdo Gram-negativas e
anaerdbicas obrigatorias (Parker et al., 2020) (Zafar and Saier, 2021). No presente estudo, nds
relatamos que a dieta de cafeteria se associa ao aumento da abundancia relativa de microorganismos
pertencentes ao género Alistipes na auséncia e presenca do cancer de mama triplo-negativo. NOs
também informamos que, apesar de apresentar niveis aumentados em animais em dieta de cafeteria
nao-afetados pelo tumor, bactérias do género Bacteroides foram detectadas como elevadas em
camundongos alimentados com itens de cafeteria afetados pela malignidade. Bactérias do género
Alistipes sdo Gram-negativas (possuem LPS) e quando aumentadas podem influenciar os niveis
de LPS circulantes, endotoxemia e bacteremia (Parker et al., 2020). Utilizando modelos in vitro e
in vivo, Guo e colaboradores mostraram que o LPS induz permeabilidade intestinal por afetar as
juncdes de oclusao e favorecer o aumento de TLR-4 e CD14 na superficie de enterécitos (Guo
et al., 2013). Considerando as modula¢cdes mediadas pelo jejum intermitente e pela dieta de
cafeteria, na presenca ou auséncia da malignidade, sobre a abundancia relativa de bactérias dos
géneros Alistipes e Bacteroides, andlises futuras avaliando os niveis de circulantes de LPS e
integridade intestinal enriquecerdo a busca para relacionar esses dois tdxons com os fenétipos

observados.
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Pertencente ao filo Desulfobacterota, bactérias do género Desulfovibrio sao
microorganismos em formato de bastdo que ocorrem sozinhas na natureza, sio Gram-negativas,
anaerdbicas obrigatérias e compoem o grupo de bactérias redutoras de enxofre (Singh,
Carroll-Portillo and Lin, 2023). Por também influenciar os niveis de LPS, aumento dos niveis de
Desulfovibrio spp. ¢ comumente associado a reducao da integridade intestinal. Ademais, por
produzirem sulfeto de hidrogénio (H,S) como produto final da via dissimulatdria de reducao de
sulfato, procariotos do género Desulfovibrio podem possuir papel importante no contexto do
cancer. Estudos sugerem que o sulfeto de hidrogénio pode estimular a producao mitocondrial de
ATP e favorece a manutengao da organizacao e do reparo de DNA dessas organelas (Szabo,
2021). Mostramos aqui que a abundancia relativa dessas bactérias foi modulada pelo fen6tipo
obeso.

No presente estudo, nds detectamos que o microbioma intestinal de camundongos em
jejum intermitente apresentaram aumento do ndmero de vias metabdlicas, dados que sugerem
aumento da diversidade de genes associado a pratica do jejum intermitente. Essas vias sdo
reduzidas na comunidade microbiana de animais em dieta de cafeteria. Verificamos também que
o cancer de mama triplo-negativo se associa a redu¢do do nimero de vias metabdlicas quando
comparado aos seus respectivos controles. Nossos dados sugerem que o jejum intermitente e
a dieta de cafeteria correlacionam com modula¢des na diversidade metabdlica do microbioma
intestinal de roedores de formas distintas. Com base nos nossos achados, nés sugerimos que
a pratica do jejum intermitente, na presencga e auséncia do cancer de mama triplo-negativo,
favorece aumento da diversidade metabdlica e a dieta de cafeteria se associa a reducao desse

pardmetro em camundongos BALB/c fémeas.
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7 Conclusao

No presente estudo, investigamos se o tecido adiposo e a microbiota intestinal podem
contribuir para os efeitos do jejum intermitente e da dieta de cafeteria no cancer de mama de
camundongos BALB/c fémeas. Verificamos que essas dietas induziram efeitos divergentes sobre
parametros metabolicos e inflamatérios desses animais, além de influenciarem diferentemente
as caracteristicas do tumor primdrio e capacidade metastatica. Nossos achados indicam que os
produtos de secrecao dos depdsitos adiposos apresentaram efeitos divergentes sobre células de
cancer de mama murino dependendo da dieta a qual o camundongo foi submetido, mediando efeitos
principalmente sobre o perfil de morte dessas células e a secrecdo de IL-6 por estas. Sugerimos
que o jejum intermitente e a dieta de cafeteria também se associaram a efeitos divergentes sobre
a microbiota intestinal dos roedores, principalmente modulando diferencialmente tdxons que
podem influenciar o estado inflamatério do hospedeiro e tdxons com potencial a¢do antitumoral
e afetando a diversidade metabdlica dessa comunidade microbiana. Portanto, sugerimos que o
tecido adiposo e a microbiota intestinal podem ser mediadores dos efeitos do jejum intermitente

e da dieta de cafeteria sobre o cAncer de mama triplo-negativo em camundongos BALB/c fémeas.
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dieath and bow of massive ocll popalation diting brain development and it can be accampanisd by sotivation of
infammatory res R

Bt is kpsonan that inflanmation i s key provess that erchestrates neuronal damage inducad by ZIEV infection' ',
It s been reported that AKY intersavely induces the peneration of pro-indlamsn st ory fstons in microghia cells.
susch as IL-6 and AOCP- 1, when it infects hamsan fetal brain®, In addition, pro-inflanematory respanse triggered

'Laboratany of Inmunclogy and inflemanation, Department of Cell Biology, Unbeer sity of Brasiia (Un B, 0500-
900, Brasilia, Brazil, "Central Labosatory of Federal Distria (LACEN]), 70830-010, Bradiy, Brazil. "Department of
Fhysidlogical Sciences, University of Brasilia (UnB), FO910-900, Braslia, Branl_*Department of Mutriton, University
of Brasiba (Un B, 70310500, Brasilia, Brazil, ®erail; kellyenagaihaesfenl, be
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Hypercoagulopathy and Adipose
Tissue Exacerbated Inflammation
May Explain Higher Mortality in
COVID-19 Patients With Obesity

Gabriel Pasquarali-do-Nascimento ', Helodsa Antonmills Braz-de-Meko®,

Sara Socomro Fana ', kgor de Offvaira Santos ', Gary P Kobinger** and

Klly Grace Magalhdies™
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COMID-18, caused by SARS-CoV-2, B characlerized by pneumonia, hmphopenia,
axhausted lymphooyles and & cytoking alomn. Several repors fom ancund the word
have identified obesity and severe cbesity as one of the strongest risk factors for
COVD- 18 hospitalzation and mechanical ventiabion, Monowes, countrios with groator
obesity prevalence have a higher moetidity and moralty sk of developing serous
outcomes from COVID-19, The understanding of how this incroncad suscoptbaty of
the people with obesity to develop sevens forms of the SARS-Cov-2 infection ocours
ie erucal for mplomonting appropriato public hoalth and thompoutic sirateghos 1o
avoid COVID-19 severa Symptoms and complications in peope Ing with obesity.
We hypothesize hére that increased ACE2 edpression in adipose fissue desplayed by
peacple with obesity may increass SARS-Cov-2 infection and accessibility 1o thes lissus.
Incivichuals with cbasity have increased whita adipose tissue, which may act 45 & resenoir
for & mome edensie viral spread with increased shedding. immuna activation and
pro-inflammatory cytokine amplfication. Here we discuss how obesity is related to a
pro-inflammatory and metabolic dysreguialion, inoreased SARS-Col-2 host cal éntry
in adipose tissue and induction of hypemcoaguiopathy, leading peopla with obesity 1o
chempadop severa Tormes ol COVID-19 and also death. Taken together, it may be cnedal 1o
et ber @xpicme the role of visceral adipose tisswe in the inflammatony response to SARS-
CoW-2 infection and imeastigate tha polental therapeutic afféd of using specdific langal
anti-inflammatorias (canakinumab or anakines for IL- 19 inhibition; anti-IL-6 antibodias for
IL-& inhibition], anticoagulant or anti-diabatic dnugs in COVID- 19 treatment of paoplia with
obasity, Defining the immunopathological changes in CCVID- 18 patients with obesity can
prowicke prominent tangels. for drug discoveny and clinical management improsemant.

Kt ymronds: SApose Hasus, COD- 19, Dbesity, SARS-COV-2, hyperodaquispathy, ACE.-2

INTRODUCTION

On Decenber 2019, a werics of pneumoenia cases without a recognived ctiology was reporied
in Wuhan, a contral China <ty (1), Rapidly spreading thiogghowt the globe, Cononavinis
disease (COVID- %) was pecenily discoverad 1o be consed by Severe Acute Respiratory Symdpome
Coronavimus 2 (SARS-CoV-2), The Word Health Organization (WHOY) decared SARS-CoV-2
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describing efficient drug thempy sirategies for sesere patients, COMID-19 severity
associales with Wypercoagulation and exacerbated inflammmation, bath influenced by
ACE? downreguiation and cyloking storm cocurrence, In this review, we discuss
the applicability of the anticoagulam heparin and the anthinflammatory corficostercid
dexarmethasons for managing severs COVID- 19 patiknts. The upreguiafed infammation
and blocd clotting may be mitigaled by administrating heparn and its dedativoes.
Heparn enhances the anlicoagulant property of anti-thrombin (AT) and may be
usaful in conjunction with Sbrinclytic drugs for sevars COVID-19 pationis. Bosidoes,
haparin can also modulate immune responsas, alleviating THF- e mediated infarmmation,
imparing IL-6 production and secretion, and binding 1o complement proteins and
leukoiiene By LTEs). Moreover, hepadin may presenl anti-SARS-CoV-2 patential
once it can impact viral infectivity and altar SARS-CoV-2 Spka profein architacturs.
Anathar feasible approach is the administration of the glucocortioold daexamathisons.
Although glucocorticoid's administration for viral infection managing is controversial,
there ks increasing evidence demonsirating that dexamathasons trealment is capatie
of drastically diminishing the death rale of patients presanting with Acute Respiratony
Distress. Syndome (ARDS) that requined vasve mechanical ventilation. Imporanty,
daamethasone may be delrimental by inparing vial dearance and inducing
hyparghycemia and sodium ratention, hence possibly being deleterous for diabetics
and hyperensie patients. two major COVID-19 risk groups. Theefons, whils heparin's
rmultitargel capacity shows 1o be strongly benefical for severe COVID-19 patients,
cpamethazons shoud bo carfully administoned taking inlo considoration undorying
medical condiions and COMID-19 disease severity, Theselone, we sugpest that the
rrulitanget impact of hapanin as an anti-viral, antithrombotic and ant-nflammatony drug
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Gut microbiota modulation
induced by Zika virus infection
in immunocompetent mice

Rafael Corréa®; kgor de Oliveira Santas'; Heloisa Antoniella Braz-de-Mea',
Livia Pimentel de Sant'ana’, Raquel das Neves Almeida’,

Gabrigl Pasquarelli-do-Mascimento!, Paulo Sousa Prado?, Gary P. Kobinger™,
Corinng F. Maurice * & Kelly Grace Magalhdes OV

Gut micrebists comporition can madulate reureend & function, inflarmmation, snd celluler
wd immisnalegical redponied sgeinat different pathogend, induding viruied, Ziks vinad [ZIKY)
caninfect adult immunocompetent indivaduals and trigger brain damage and antiviral responses.
l-hwn, itis met kaewn whethar 1KY infection could i et the gut microbiams fraem sdult

i Hes m-m-n»g-ud rmadiBeatiara |Mqﬁdhﬂﬂ|ﬂt¢amm thagut
muhml-vhmmﬂwnmhnt CATELMG) mice, Adult CETBLIE) mice were snfected wath ZIKN and
the gut microbiota composition was analyzed by nect-generation sequencing of the W4 hypervanable
Figicn predent in the badteral 165 rDNA geas, Our dits thewed that 21KV infection triggered &
rignificant dacresss in the bactens belonging to Actincbacteris and Firmicute: phida, and increased
Dateribacteres smd Spirochastes phyls compenenis compared to wainfecied mie. Interestingly,
ZIKV infection tiggered a significant iner im the alburnd of bacteria from the Spirochs stscess
Farrily in the gut micrebiats, Laitly, we demonstrated that medulation of micrabicts induded by ZIKV
infection maylead tointestinal apithelum damage and intense leukocyte recruitmant to the intestinal
mucosa. Taken together, our data demonstrate that ZIKY enfection canimpact the gut microtdota
campositon and colon tissde homeostass in sdult immun ocorrpetent mice.

Fika Virus (ZIKY) is an Arbovires member of the Flaviviridse family that is mainly transmitted by the bite of
Anle gevs soiquitons'. Durisg the 2015 outbeeak, ZIKY spread qaickly in America, maindy in Brazil’. Daring
ZIKV dissernination, non-vector borm routes of infection were reporied, inclading sexual trl.rumuuim'...'l.pﬂl
comcern about H|K"-'"1-II1EJ-&'I wodldwide was the sssociation of post-infection dssorders. such as Gualluin- Bareé
syndrome’, and the development of congenital nullormations”,

Asameans of better understanding CIKY patbogenesis, myost of the molecular mechaniims aisocited with
the imfection were clucidated with the wee of genetically-induced immvanode icient mice models®, In those
repoats, infiected mioe protented weight loss, high viremia, detectable signs of flmeis, intensive neunonal less,
imnune system activation on newronal surroendings, and severe testicular inflammation® . In contrast, the
bnapact of ZIKY on immupscompetent sdult mice models showed detectable viral loads in the sensm, and
effects on different oagaes or lethaliny sfier infection thasugh differest routes™", Diespite this, ZIEV induaces
inmate and adaptive immune responues that are esvential for probecling the organism against the establishment
of d LK The 1 activation d irafes that specific paranseters are modulaled darisg ZIKY
intection mich that, regardless of the milder wmiptama, the virus still impacts on the hest ", These hndangs lead
I!nrur weations segarding if other alterations coubd be Enked to viral sctivation of the boats immune system

wasion of physiobogical fancbons not potloed before,

Ilt st mdcrobbota has been described as o wnong neodulster of mflammsory asd immene reiponses, both
bocally and systemically ", playing csential robes in iriggering hosl retponses against pathogen infec o', In
recemt years, stedies huve shown that the gut miceobiota mfluences and i infleenced by viral infections"”, This
study reports that emteric viruses can bead to substanial disberbances in gut microbbota composithon, impacting

1L-|.-=lrd|2'rr of Fdmancdogy and Weflananstion, Departmont of Cell Bology, Ueersty of Biaslia,
Braslia, DF, Bragl, *Centrd Laboratory of Federal Distict (LACEM), Beasla, Bradl. 'Dépatement de
Microblalogie-infecticloge ef dimmuncdoge, Université Laval, Oueber, Canade entre de Recherthe
en Infecticlogie du CHU de Oudbec-Uniersing Laval, Ouebec, Canada. "Depanment of Maoobiclogy and
Frverunclodry, MoGil Unbrersity, Montrea), Cansda, * 'emal: kellymagathaes@unb.be
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Obesity and adipose tissue impact on T-cell response and
cancer immune checkpoint blockade therapy

Gabriel Pasquarelli-do-Nascimento®, Sabrina Azevedo Machado?,
Juliana Maria Andrade de Carvalho and Kelly Grace Magalhdes™®

Laboratory of Inmunology and Inflammation, Department of Cell Biology, University of Brasilia, DF, Brazil

‘These authors contributed equally to this work.
"Correspondence: Kelly Grace Magalhdes, Laboratory of Inmunology and Inflammation, Department of Cell Biology, University of Brasilia, DF, Brasilia.
Email: kellymagalhaes@unb.br

Summary

Many different types of cancer are now well known to have increased occurrence or severity in individuals with obesity. The influence of obe-
sity on cancer and the immune cells in the tumor microenvironment has been thought to be a pleiotropic effect. As key endocrine and immune
organs, the highly plastic adipose tissues play crucial roles in obesity pathophysiology, as they show alterations according to environmental cues.
Adipose tissues of lean subjects present mostly anti-inflamsnmatory cells that are crucial in tissue remaodeling, favoring uncoupling protein 1 ex
pression and non-shivering thermogenesis. Oppositely, obese adipose tissues display massive proinflammmatory immune cell infiltration, dying
adipocytes, and enhanced crown-like structure formation. In this review, we discuss how obesity can lead to derangements and dysfunctions in
antiturmor CD8+ T lymphocytes dysfunction. Maoreover, we explain how obesity can affect the efficiency of cancer immunotherapy, depicting the
mechanisms involved in this process. Cancer immunotherapy management includes monoclonal antibodies targeting the immune checkpoint
blockade. Exhausted CD8+ T lymphocytes show elevated programmed cell death-1 (PD-1) expression and highly ghycolytic tumors tend to show
3 good response to anti-PD-1/PD-L1 immunotherapy. Although obesity is a risk factor for the development of several neoplasms and is linked
with increased tumor growth and aggressiveness, obesity is also related to improved response to cancer immunotherapy, 28 phenomenon called
the obesity paradox. However, patients affected by obesity present higher incidences of adverse events related to this therapy. These limitations
highlight the necessity of a deeper investigation of factors that influence the obesity paradox to improve the application of these therapies.

Keywords: immunotherapy, obesity, cancer, adipose tissue
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The ambiguous role of obesity in oncology ===

by promoting cancer but boosting antitumor
immunotherapy

José Antdnio Fagundes Assumpcao’, Gabriel Pasquarelli-do-Nascimento', Mariana Saldanha Viegas Duarte?,
Martin Hernan Bonamino® and Kelly Grace Magalhdes'®

Abstract

Obesity is nowadays considered a pandemic which prevalence’s has been steadily increasingly in western countrigs.
It is & dynamic, complex, and multifactorial disease which propitiates the development of several metabolic and car-
diovascular diseases, as well as cancer. Excessive adipose tissue has been causally related to cancer progression and is
a preventable risk factor for overall and cancer-specific survival, associated with poor prognosis in cancer patients. The
onset of obesity features a state of chronic low-grade inflarmmation and secretion of a diversity of adipocyte-derived
malecules (adipokines, cytokines, hormones), responsible for altering the metabolic, inflammatory, and immune land-
scape. The crosstalk between adipocytes and tumor cells fuels the tumor microenvironment with pro-inflammatory
factors, promoting tissue injury, mutagenesis, invasion, and metastasis. Although dassically established as a risk factor
for cancer and treatment toxicity, recent evidence suggests mild obesity is related to better outcomes, with obese
cancer patients showing better responses to treatment when compared to lean cancer patients. This phenomenon is
termed obesity paradox and has been reported in different types and stages of cancer. The mechanisms underlying
this paradoxical relationship between obesity and cancer are still not fully described but point to systemic altera-
tions in metabolic fitness and modulation of the tumaor microenvironment by obesity-associated molecules. Obesity
impacts the response to cancer treatments, such as chemotherapy and immunotherapy, and has been reported as
having a positive association with immune checkpoint therapy. In this review, we discuss obesity’s association to
inflammation and cancer, also highlighting potential physiclogical and biclegical mechanisms underlying this asso-
cdiation, hoping to clarify the existence and impact of obesity paradox in cancer development and treatment.

Keywords: Obesity, Cancer, Immunotherapy, Adipose tissue, Inflarmmation
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Browning of the white adipose tissue G

regulation: new insights into nutritional
and metabolic relevance in health and diseases

Sabrina Azevedo Machado!, Gabriel Pasquarelli-do-Nascimento?, Debora Santos da Silva, Gabriel Ribeiro Farias,
Igor de Oliveira Santos, Luana Borges Baptista and Kelly Grace Magalh3es ©

Abstract

Adipose tissues are dynamic tissues that play crucial physiological roles in maintaining health and homeostasis.
Although white adipose tissue and brown adipose tissue are cumrently considered key endocrine organs, they differ
functionally and marphologically. The existence of the beige or brite adipocytes, cells displaying intermediary charac-
teristics between white and brown adipocytes, il lustrates the plastic nature of the adipose tissue. These cells are gen-
erated through white adipose tissue browning, a process associated with augmented non-shivering thermogenesis
and metabolic capacity. This process invaolves the upregulation of the uncoupling protein 1, a mokeoule that uncou-
ples the respiratory chain from Adenosine triphosphate synthesis, producing heat. 3-3 adrenergic receptor system is
one important mediator of white adipose tissue browning, during cold exposure. Surprisingly, hypertharmia may also
induce beige activation and white adipose tissue beiging. Physical exercising copes with increased levels of specific
maodecules, including Beta-Aminoisobutyric acid, irisin, and Rbroblast growth factor 21 (FGF21), which induce adi-
posa tissue browning. FGF21 is a stress-responsive hormone that interacts with beta-klotho. The central roles played
by hormones in the browning process highlight the relevance of the individual [festyle, including drcadian rhythm
and diet. Circadian rhythm involves the sleep—wake cydle and is regulated by melatonin, a hormane associated with
UCP1 level upregulation. In contrast to the pro-inflammatory and adipose tissue disrupting effects of the western diet,
specific food items, including capsaicin and n-3 polyunsaturated fatty acids, and dietary interventions such as calorie
restriction and intermittent fasting, favor white adipose tissue browning and metabolic efficiency. The intestinal
microbiome has also been pictured as a key factor in regulating white tissue browning, as it modulates bile acid levels,
important molecules for the thermogenic program activation. During embryogenesis, in which adipose tissue forma-
tion is affected by Bone morphogenetic proteins that regulate gene expression, the stimuli herein discussed influence
an orchestra of gene expression regulatars, including a plethara of transcription factors, and chromatin remodeling
enzymes, and non-coding RNAs. Conzidering the detrimental effects of adipose tissue browning and the disparities
between adipose tissue characteristics in mice and humans, further efforts will benefit a better understanding of adi-
posa tissue plasticity biology and its applicability to managing the overwhelming burden of several chronic diseases.

Keywords: White adipose tissue, Browning, UCP1, Life-style
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Inflammasome-Mediated Cytokines: A Key Connection
between Obesity-Associated NASH and Liver

Cancer Progression

Nathalia Soares da Cruz ', Gabriel Pasquarelli-do-Nascimento, Augusto Cezar Polveiro e Oliveira

and Kelly Grace Magalhaes *

Laboratory of Immunology and Inflammation, Department of Cell Biology, University of Brasilia,
Brasilia 70910-900, Brazil
* Correspondence: kellymagalhaes@unb.br

Abstract: Liver cancer is one of the most lethal malignancies and is commonly diagnosed as hepatocel-
lular carcinoma (HCC), a tumor type that affects about %0% of patients. Non-alcoholic steatohepatitis
(NASH) and obesity are both risk factors for this disease. HCC initiation and progression are deeply
linked with changes in the hepatic microenvironment, with cytokines playing key roles. The un-
derstanding of the pathogenic pathways that connect these disorders to liver cancer remains poor.
However, the inflammasome-mediated cytokines associated with both diseases are central actors
in liver cancer progression. The release of the pro-inflammatory cytokines IL-1f and IL-18 during
inflammasome activation leads to several detrimental effects on the liver microenvironment. Consid-
ering the critical crosstalk between obesity, NASH, and HCC, this review will present the connections

check for of IL-1f and IL-18 from obesity-associated NASH with HCC and will discuss approaches to using

updates these cytokines as therapeutic targets against HCC.
Citation: da Cruz, N.S.;
Pasquarelli-do-Nascimento, G.; Keywords: HCC; NASH; obesity; inflammation; inflammasomes

Oliveira, A.CF; Magalhges, K.G.
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