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Resumo

O câncer de mama é a neoplasia mais prevalente entre mulheres e apresenta efeito
devastador na população feminina. Tumores do subtipo triplo-negativo se mostram mais agressivos
que outras neoplasias mamárias e tendem a apresentar eventos metastáticos letais. A evolução de
neoplasias mamárias é influenciada pelo estilo de vida, incluindo a dieta. O crescente consumo
de itens de cafeteria associa-se às estatísticas alarmantes de sobrepeso e obesidade mundiais,
um fenótipo caracterizado por processos inflamatórios sistêmicos e do tecido adiposo. Já o
jejum intermitente, eficiente terapia para a obesidade, correlaciona com diminuição de respostas
inflamatórias no indivíduo praticante, favorecendo ativação da termogênese sem tiritação e
redução de marcadores de inflamação do tecido adiposo. Ademais, estudos sugerem que esses
padrões alimentares podem influenciar a composição e diversidade do microbioma intestinal.
Considerando o papel central da dieta sobre a manutenção da saúde e promoção de doenças, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a influência do jejum intermitente e da dieta de cafeteria na
progressão do câncer de mama triplo-negativo e caracterizar a modulação dos tecidos adiposos e
da microbiota intestinal nesse contexto. Utilizamos camundongos BALB/c fêmeas para avaliação
dos efeitos de dietas (padrão, jejum intermitente, cafeteria) na presença ou ausência de tumor
mamário mediado por 4T1. Verificamos que, enquanto camundongos em dieta de cafeteria
apresentaram tumores mamários com maior massa, volume, potencial proliferativo e capacidade
metastática, roedores em jejum intermitente se associaram a tumores com potencial proliferativo e
capacidade metastática reduzidos. Considerando que depósitos adiposos são órgãos metabólicos,
imunológicos e endócrinos altamente plásticos que podem ser influenciados pela dieta, buscamos
investigar o papel do tecido adiposo influenciado pelas dietas no contexto do câncer de mama
estimulando células de câncer de mama triplo-negativo 4T1 com produtos de secreção de diversos
depósitos. Detectamos que, enquanto as moléculas secretadas por depósitos adiposos de animais
em dieta de cafeteria se associaram à menor ocorrência de morte apoptótica e maior secreção
de IL-6 por essas células de câncer, o jejum intermitente correlacionou com alterações nos
produtos de secreção dos tecidos adiposos que favoreceram aumento da porcentagem de células
4T1 em processo de apoptose e redução da secreção de IL-6 por essas células. Levando em
consideração que a microbiota intestinal é uma comunidade extremamente fluida que pode ser
afetada pelo padrão alimentar do indivíduo e que possui papel central sobre a homeostase do
organismo hospedeiro, nós buscamos analisar os efeitos das dietas e do câncer triplo-negativo
sobre a composição e diversidade do microbioma intestinal. Detectamos que, enquanto o jejum
intermitente associou-se a maior diversidade metabólica e aumento de táxons com potencial
ação imunorregulatória e antitumoral, a dieta de cafeteria favoreceu a redução da diversidade
metabólica e aumento de táxons que potencialmente impactam negativamente sobre o estado
inflamatório do organismo. Verificamos também que dependendo do táxon avaliado o efeito foi
dependente ou independente da malignidade mamária. 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 câncer de mama triplo-negativo em camundongos BALB/c fêmeas.

Palavras-chave: Câncer 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 4T1-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 Introdução

1.1 Câncer de mama e metástase

O câncer de mama é a malignidade mais prevalente entre mulheres, apresentando efeito
devastador mundialmente. Em 2020, 2,3 milhões de pacientes foram diagnosticadas com câncer
de mama e 685 mil mortes foram causadas por esses tumores (Organização Mundial da Saúde,
2021) (figura 1). Quase um terço dos tumores femininos são enquadrados como câncer de mama,
a taxa de mortalidade-incidência desses tumores é de 15% e os números relacionados à incidência
de câncer de mama em locais diferentes do globo (27 em 100 000 na África e leste asiático 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 terço dos tumores de mama que acometem mulheres de países desenvolvidos são
influenciados por fatores associados ao estilo de vida, como abuso de álcool, uso de tabaco,
histórico reprodutivo, terapia hormonal menopausal e obesidade (Nur et al., 2019).

Figura 1 – O impacto global do câncer de mama.

O câncer de mama é uma doença heterogênea que é clinicamente subdividida em três
subtipos baseado na expressão de receptores de hormônios sexuais (estrógeno e progesterona) e
o estado de HER2: tumores luminal A, luminal B, enriquecidos para HER2 e triplo-negativos
(Denkert et al., 2017) (figura 2). A neoplasia de mama triplo-negativa caracteriza-se por não
apresentar níveis detectáveis dos receptores de estrógeno, 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 diagnósticos de câncer de mama nos Estados
Unidos (Bianchini et al., 2016). Indivíduos afetados por esse tumor tendem a apresentar pior
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prognóstico quando comparado com outros tipos de neoplasias mamárias (Malorni et al., 2012),
mostrando diminuição relevante da sobrevida de 5 anos (8 a 16%) quando comparado com tumores
que possuem receptores dos hormônios sexuais (Centers for Disease Control and Prevention,
2021) (figura 3). A abordagem quimioterapêutica, sendo altamente tóxica e inespecífica, vem
sendo empregada como primeira linha farmacológica visando a regressão desse tumor mamário
(Bianchini et al., 2016).

Figura 2 – Classificação dos carcinomas mamários.
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 – Características 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 é ilustrada pelas diferentes
formas de classificação desses tumores, incluindo as baseadas em análises histológicas,
moleculares, de expressão gênica e de metabolismo. Histologicamente, a maioria dos tumores de
mama triplo-negativos são agrupados como carcinomas mamários invasivos (Weigelt &
Reis-Filho, 2009). Agrupamentos baseados em análises moleculares dividem os tumores
triplo-negativos em basal-like, HER2-enriched, luminal A e B e normal-like (Eroles et al., 2012).
Já a classificação realizada por Lehmann e colaboradores, baseada na avaliação do perfil de
expressão gênica, sugeriu a existência 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 subdivisão do
câncer triplo-negativo é a indicada com base em vias metabólicas dos tumores: um subtipo
lipogênico (MPS1), um tipo glicolítico (MPS2) e um subtipo com características metabólicas
mistas (MPS3) (Gong et al., 2021). A célula de linhagem de câncer de mama triplo-negativo
murino 4T1 foi enquadrada como pertencente ao subgrupo glicolítico (MSP2), sugerindo que
essas células apresentam preferência metabólica pelo consumo de glicose.

As células 4T1 são atualmente amplamente utilizadas no estudo de tumores primários de
mama (Pulaski, 2000). Ademais, o emprego dessas células tem se mostrado como um relevante
modelo do processo metastático (Yang et al., 2020). A metástase é definida como a disseminação
de células neoplásicas de um órgão para outro distante (Irani, 2019) (figura 4). 90% das mortes
causadas por câncer são associadas à ocorrência de metástase. Enquanto que a sobrevida de
5 anos de indivíduos com câncer de mama ausente de metástase é de 80% (Allemani et al.,
2018), pacientes com tumor mamário metastático apresenta 25% de chances de sobreviver por
5 anos após o diagnóstico (Valastyan & Weinberg, 2011). O aumento de casos de pacientes
com neoplasias mamárias metastáticas reforça a alta relevância de se investigar mecanismos
associados a esse processo em tumores (Koboldt et al., 2012).
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Figura 4 – Etapas do processo de metástase.
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 osso, pulmões, fígado e cérebro
e essa heterogeneidade metastática é associada a diferentes efeitos sobre o câncer em termos
de resposta ao tratamento e prognóstico dos pacientes (Liang et al., 2020). Stephen Paget foi o
primeiro a formular hipóteses sobre esse tão letal processo, e sugeriu que o potencial metastático
está relacionado às características do tumor primário e à compatibilidade do microambiente de
destino (Paget, 1889). Após Paget, a formulação dos modelos de progressão linear e de progressão
paralela apresentam hipóteses divergentes quanto ao processo metastático (Craig et al., 2013)
(Navin & Hicks, 2010). Apesar disso, hoje é sabido que o processo de metástase relaciona-se a
diversas etapas sequenciais, incluindo invasão de tecidos adjacentes, intravasão, sobrevivência à
circulação, extravasão e colonização 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 câncer de mama tende a ser mais agressivo em indivíduos com obesidade.
Abe e colaboradores informaram que o fenótipo obeso associa-se a tumores primários maiores,
elevada taxa de invasão linfática e menor sobrevivência comparando-se com indivíduos com
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peso normal (Abe et al., 1976). Ademais, mulheres impactadas pela obesidade apresentam um
decréscimo de mais de 10% na sobrevivência, independentemente do estado menopausal do
indivíduo (Protani et al., 2010). Núñez-Ruiz e colaboradores demonstraram em um modelo
murino de câncer de mama que o fenótipo obeso associa-se a perfis anti-inflamatórios em
células imunológicas presentes no microambiente tumoral, conectando a obesidade com reduzida
capacidade de eliminação de tumores (Núñez-Ruiz et al., 2022). Ademais, diversos estudos
apontam que o sistema imunológico de indivíduos e roedores com obesidade apresentam
alterações deletérias na imunidade antitumoral ao nível sistêmico (Dyck and Lynch, 2023).

O sobrepeso e a obesidade, sendo atualmente definidos por valores de índice de massa
corpórea (IMC) (sobrepeso IMC superior a 25 kg/m2e obesidade IMC maior que 30 kg/m2),
apresentam números alarmantes. Em 2017, quatro milhões de pessoas morreram como
consequência do sobrepeso e da obesidade. As taxas de sobrepeso e obesidade continuam
crescendo, como ilustrado pelo fato de que a prevalência dessas doenças em crianças e
adolescentes de 1975 a 2016 aumentou em quatro vezes (Organização Mundial da Saúde, 2021).
O sobrepeso e a obesidade relacionam-se a diversos fatores, incluindo genética, níveis hormonais
e o estilo de vida adotado, incluindo a dieta (Spalding et al., 2008).

A industrialização, a urbanização e a progressiva utilização de tecnologias no cotidiano
correlaciona com o aumento do consumo de dietas ocidentais contendo itens de cafeteria,
incluindo alimentos ricos em açúcares refinados, sal, carnes processadas, farinha branca e aditivos
alimentícios, como conservantes e flavorizantes. Essas dietas também são reconhecidas como
pobres em fibras, minerais e vitaminas (Mozaffarian, 2016). Sabe-se que a elevação do consumo
desses itens também vem ocorrendo em países 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 saúde do indivíduo por promover rápido ganho
de peso, alterações no metabolismo energético e ativação do sistema imunológicos (Christ et
al., 2019) (figura 5). Diversos estudos informam que padrões alimentares ocidentais levam ao
aumento de marcadores inflamatórios séricos, evidenciando o impacto desses alimentos sobre as
células imunológicas do indivíduo (Hosseini et al., 2016)(Lopez-Garcia et al., 2004).
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Figura 5 – Nutrientes da dieta de cafeteria e seus efeitos sobre inflamação e doença metabólica.
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 administração de
componentes alimentares obesogênicos comsumidos por humanos (como biscoitos recheados
e salgadinhos artificiais), portanto esimulando melhor os padrões alimentares associados à
progressão do estado obeso do que outros modelos de obesidade (Zeeni et al., 2015). Atualmente,
sabe-se que a dieta de cafeteria é um modelo de obesidade para roedores mais eficiente que a
dieta hiperlipídica (High-fat diet- HFD) por induzir inflamação em órgãos metabólicos, como
depósitos adiposos e o fígado, disfunção vascular, além de favorecer o desenvolvimento de
hiperinsulinemia, hiperglicemia e resistênicia à insulina (Sampey et al., 2011) (Lang et al., 2019).
Ademais, o consumo da dieta de cafeteria se associa a alterações comportametais, como o hábito
de petiscar alimentos e como a redução do valor hedônico de outras recompensas alimentares
(Lalanza and Snoeren, 2021). Kendig e outros demonstraran utilizando modelo de roedor que
a dieta de cafeteria composta por itens sólidos levam a maiores alterações metabólicas nesses
animais, quando comparado à sacarose líquida, amplamente utilizada para a indução da obesidade
(Kendig et al., 2022).

O elevado consumo de açúcares e gordura trans está relacionado ao aumento de oxidação
de moléculas, incluindo o colesterol LDL (low density lipoprotein – lipoproteína de baixa



Capítulo 1. Introdução 26

densidade). Estudos com camundongos verificaram que a fagocitose de cristais de colesterol por
células, especialmente macrófagos, pode levar ao dano lisossomal, fenômeno que induz ativação
do inflamassoma NLRP3 e consequente secreção da citocina pró-inflamatória IL-1β (Rajamaki
et al., 2010). A ativação deste complexo multiproteico pode levar à piroptose, processo associado
à perda da integridade de membrana plasmática e à liberação do conteúdo intracelular, incluindo
alarminas e ATP (Wagner, 2014) (Rockenfeller et al., 2010) (di Virgilio et al., 2017), situação
que exacerba ainda mais os processos inflamatórios sistêmicos (Yu et al., 2021).

A hiperglicemia, favorecida pelo consumo persistente de itens com alto índice glicêmico,
associa-se à ativação do inflamassoma AIM2 (Piperi et al., 2012) (Kang et al., 2016), sensor
citoplasmático que também favorece aumento dos níveis do mediador inflamatório IL-1β e da
ocorrência de piroptose (Kumari et al., 2020). Ademais, estudos com modelos de roedores
mostram que a hiperglicemia persistente modula a função imunológica intestinal e a microbiota
(Mori et al., 2015), alterações que favorecem a diminuição da diversidade desses microorganismos
e o aumento da permeabilidade intestinal. Esses fenômenos associam-se à elevação dos níveis
de metabólitos tóxicos circulantes, como o lipopolissacarídeo (LPS), que leva à endotoxemia
metabólica, que contribui para a ocorrência de respostas inflamatórias sistêmicas (Lancaster et
al., 2018).

Outros componentes dietéticos que se apresentam em abundância na dieta de cafeteria
são os ácidos graxos saturados, como os ácidos palmítico e esteárico. Investigações com modelos
murinos revelam que elevadas concentrações dessas biomoléculas apresentam efeitos citotóxicos
por induzir o estresse do retículo endoplasmático (Erbay et al., 2009) e levar à ativação do
inflamassoma NLRP3 (Wen et al., 2011), favorecendo um estado inflamatório.

1.3 Jejum intermitente

Devido a todos os seus benefícios, atualmente a prática do jejum intermitente é utilizada
na terapêutica do sobrepeso e da obesidade (Rynders et al., 2019). Em 1997, Weindruch e
Sohal afirmaram que a diminuição do consumo de alimentos a longo prazo (restrição calórica)
influência a qualidade e a duração da vida do indivíduo (Weindruch & Sohal, 1997). Hoje sabe-se
que a magnitude dos benefícios trazidos por padrões alimentares similares a esse, como o jejum
intermitente, varia conforme o sexo, fatores genéticos e dieta do indivíduo (de Cabo & Mattson,
2019). Esses benefícios incluem regulação da pressão sanguínea (Anson et al., 2003), da glicemia
e perda de gordura abdominal (Harvie et al., 2013).

As principais estratégias de jejum intermitente aplicadas para humanos são o jejum
noturno extendido, o jejum em dias alternados, a dieta 5:2 (5 dias se alimentando normalmente
e 2 dias com período de jejum), a dieta 4:3 (4 dias se alimentando normalmente e 3 dias com
período de jejum) (Varady et al., 2021). Já modelos de murinos de jejum intermitente incluem
o jejum diário, 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 período 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, o jejum intermitente
também melhora parâmetros metabólicos e inflamatórios de camundongos com obesidade (Li
et al., 2023). No entanto, sabe-se que o jejum intermitente também apresenta ações benéficas
na saúde e sobrevivência de camundongos que não apresentam o estado obeso (Mitchell et al.,
2019).

Estudos informam que períodos prolongados de jejum associam-se à mobilização e
catabolismo de triglicerídeos armazenados nos tecidos adiposos e a diminuição do consumo
de glicose. O fígado converte os ácidos graxos desesterificados em corpos cetônicos (Patel et
al., 2019) (de Cabo & Mattson, 2019), moléculas que servem de fonte de energia em situações
de privação alimentar (Anton et al., 2018), especialmente para o cérebro, e que atuam como
importantes sinalizadores, influenciando função celular e dos tecidos (Newman & Verdin,
2017). Os corpos cetônicos regulam a expressão e a atividade de várias moléculas associadas
à manutenção da homeostase do organismo (figura 6). Luda e colaboradores informaram que
a oxidação de corpos cetônicos se associa à função efetora de linfócitos T CD8+ por afetar a
acetilação de histonas, mecanismos epigenéticos que podem conectar jejum intermitente com a
modulação de crescimento de tumores (Luda et al., 2023).

Figura 6 – Efeitos do jejum intermitente sobre diversos órgãos 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 restabeleçam mais prontamente a homeostase sistêmica (de Cabo & Mattson,
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2019). Estudos sugerem que essa prática associa-se ao aumento da ativação de vias relacionadas
ao reparo do DNA, a sistemas de qualidade de proteínas e organelas, à respostas antioxidantes e à
diminuição de processos inflamatórios (Mindikoglu et al., 2020). Essas respostas adaptativas são
fortemente conservadas (Mattison et al., 2017) e conferem ao organismo resistência aumentada a
estresses proteotóxico, traumático, oxidativo, iônico e metabólico (Mattson & Arumugam, 2018)
(de Cabo & Mattson, 2019).

Durante períodos prolongados de jejum, os níveis dos sensores bioenergéticos
dinucleótido 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 ativação de
proteínas associadas à resistência ao estresse, como FOXOs (forkhead box Os), PGC-1α
(peroxisome proliferator–activated receptor γ coactivator 1α), as desacetilases sirtuínas (SIRTs),
o NRF2 (nuclear factor erythroid 2–related factor 2) e a quinase AMPK (AMP-activated protein
kinase). Essas alterações moleculares fazem com que o organismo induza sistemas de reparo e
manutenção, reciclagem de moléculas, renovação mitocondrial e sobrevivência celular (de Cabo
& Mattson, 2019) (figura 7).
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Figura 7 – Efeito do jejum intermitente sobre a ativação de vias intracelulares que favorecem
a sobrevivência, biogênese 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 fenótipos dos tecidos adiposos

Sabe-se que a dieta é uma importante moduladora das características do tecido adiposo, o
qual é atualmente reconhecido como extremamente plástico. Originalmente classificado como
um órgão que apenas armazena energia, o termo tecido adiposo hoje engloba tecidos complexos
que regulam o metabolismo energético e respostas imunológicas sistêmicas (Chait & den Hartigh,
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2020). O funcionamento adequado do tecido adiposo é crucial para a homeostase do organismo,
pois este órgão não regula apenas o disponibilização de energia em situações de necessidade,
mas também impacta na termorregulação do organismo e nos níveis de mediadores que regulam
diversos processos biológicos, como o metabolismo de glicose e lipídeos e a secreção de insulina
(Cinti, 2012). Esses tecidos são classificados pela sua morfologia, pela distribuição e pelas
características das suas principais células, os adipócitos, em três tipos constitutivos: branco,
marrom e bege (Chait & den Hartigh, 2020). Ademais, durante a gravidez, lactação e pós-lactação,
adipócitos rosa também são detectados (Cinti, 2018) (figura 8).

Figura 8 – Tipos de adipócitos e suas características morfológicas e funcionais.
The Impact of the Adipose Organ Plasticity on Inflammation and Cancer Progression. Luís Henrique Corrêa,
Gabriella Simões Heyn e Kelly Grace Magalhães. 2019.

Os adipócitos brancos apresentam escassez de mitocôndrias no citoplasma, compartimento
majoritariamente ocupado por um grande corpúsculo lipídico unilocular, levando a uma coloração
mais clara. Após estímulos específicos, os adipócitos liberam moléculas lipídicas para o organismo
como moeda de troca para a produção de adenosina tri-fosfato (ATP) (Stolarczyk, 2017). Os
adipócitos marrons caracterizam-se por uma quantidade elevada de mitocôndrias, numerosos
corpúsculos lipídicos e alta expressão da proteína desacopladora 1 (UCP1), molécula que dissocia
a cadeia transportadora de elétrons da produção de ATP para a ocorrência de termogênese sem
tiritação (Harms & Seale, 2013). Também associado a elevados níveis de UCP1, os adipócitos
bege apresentam características celulares intermediárias entre esses dois (K. Ikeda et al., 2018).
Os adipócitos podem ser encontrados em nichos discretos no organismo (Sanchez-Gurmaches
& Guertin, 2014), mas normalmente são encontrados constituindo majoritariamente os tecidos
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adiposos com outras células (fibroblastos, células endoteliais, células estromais, pré-adipócitos e
células imunes).

Durante o sobrepeso e a obesidade induzidos por dieta, o maior depósito de tecido
adiposo branco, que se encontra na região subcutânea (Tchkonia et al., 2013), sofre processos de
hipertrofia e hiperplasia (M. Longo et al., 2019a), alterações que levam à deposição ectópica
de gordura, como nos depósitos adiposos viscerais, fígado, pâncreas e coração (S. M. Kim et
al., 2014) (Guillermier et al., 2017). Os efeitos tóxicos e pró-inflamatórios gerados por esses
depósitos leva a desregulação no funcionamento destes órgãos, favorecendo a ocorrência de
resistência à insulina, dislipidemia, disglicemia, doenças hepáticas gordurosas não-alcoólicas,
respostas inflamatórias locais e sistêmicas e doenças do coração (Engin, 2017) (figura 9).

Figura 9 – Disfunção de adipócitos e deposição ectópica de lipídeos.
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 infiltração de células
imunológicos em polarização pró-inflamatória, morte de adipócitos e diminuição da



Capítulo 1. Introdução 32

sensibilidade à insulina (Liu & Nikolajczyk, 2019). A ocorrência da inflamação tecidual,
evidenciada pelo fato de que 59% das vias diferencialmente reguladas no tecido adiposo de
animais obesos são associadas à inflamação (Xu et al., 2003), leva à disfunção do tecido,
exacerbando o aumento do volume deste (Goossens & Blaak, 2015).

A deposição ectópica de lipídeos na região visceral associa-se a altos níveis de citocinas
pró-inflamatórias circulantes, especialmente o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), e,
consequentemente, à progressão da resistência à insulina tecidual e sistêmica (Cartier et al.,
2010). Esse microambiente inflamatório favorece com que células com caráter anti-inflamatório,
como células T regulatórias, células linfoides inatas 2 (ILC2), iNKT, linfócitos B regulatórios e
células T δγ, diminuam em comparação às células com perfil inflamatório, intensificando ainda
mais o processo inflamatório tecidual (Lynch et al., 2012)(Costanzo et al., 2015)(Molofsky et al.,
2013) (Nishimura et al., 2013).

Além de apresentar inflamação em depósitos de tecido adiposo branco, o fenótipo
obeso também correlaciona com inflamação e diminuição de função do tecido adiposo marrom
(Peterson et al., 2017). Estudos associam processos inflamatórios nesse tecido, encontrado na
região suprascapular de camundongos (Zhang et al., 2018), com diminuição da expressão de
diversos marcadores de função, incluindo a UCP1 (Pan et al., 2021). Ensaios com animais
deficientes para UCP1 mostram que a ausência desta proteína leva à maior inflamação e resistência
insulínica no tecido adiposo marrom, aumentando o processo inflamatório já existente (Bond et
al., 2018). Portanto, o estado pró-inflamatório do tecido adiposo contribui para a diminuição das
funções termorregulatórias e endócrinas deste (M. W. Lee et al., 2019) (Pan et al., 2021).

Já a prática do jejum intermitente apresenta efeitos positivos sobre o remodelamento do
tecido adiposo que ocorre na disfunção metabólica induzida pela dieta. Estudos com modelos
murinos de obesidade mostram que o emprego do jejum intermitente nos animais favorece
aumento da tolerância à glicose, redução da hipertrofia de adipócitos e de marcadores de
inflamação do tecido (B. Liu, Page, Hatzinikolas, et al., 2019a). Em camundongos, esse padrão
alimentar associa-se à redução de massa do tecido adiposo branco, ao aumento da expressão de
UCP1 e da capacidade termogênica desses tecidos de animais obesos (B. Liu, Page, Hutchison,
et al., 2019)(Marinho et al., 2020), fenômenos 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 adipócitos beges, os quais são diferentes de pré-adipócitos
brancos, para os depósitos de tecido adiposo branco, especialmente em depósitos subcutâneos
(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 estímulos que induzem esse processo.

The Impact of the Adipose Organ Plasticity on Inflammation and Cancer Progression. Luís Henrique Corrêa,
Gabriella Simões Heyn e Kelly Grace Magalhães. 2019.

1.5 Dietas como moduladores da composição e diversidade do microbioma intestinal

Desde meados do século XIX, sabe-se que os intestinos dos humanos são povoados
por diversos microorganismos (Farré-Maduell and Casals-Pascual, 2019). Estudos futuros
demonstraram que esses seres vivem não apenas na mucosa intestinal, mas também em diversos
outros sítios, como a cavidade oral, os pulmões 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 et al., 1988).
Mais tarde, o ganhador do prêmio Nobel Joshua Lederberg sugeriu a utilização 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 relação entre
esses microorganismos e o hospedeiro humano nos diversos sitios. Atualmente sabe-se que
esses microbiomas desenvolveram uma relação 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 não apenas com a manutenção da saúde do hospedeiro, mas também
com processos associados a diversas doenças, incluindo doenças cardiovasculares, síndrome
metabólica 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).

Figura 11 – Distribuição da microbiota intestinal e seus papeis centrais no funcionamento de
diversos órgãos.

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, vírus, arquea
e protozoário(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 indivíduos adultos contém em média 1013bactérias(Sender,
Fuchs and Milo, 2016) pertencentes a grupos de 300 a 1000 espécies bacterianas, devido a
variações entre indivíduos. Essa comunidade inclui mais de dois milhões de genes involvidos em
diversas funções, como síntese de vitaminas, digestão de carboidratos, metabolismo de drogas
e modulação do sistema imunológico (Turnbaugh et al., 2007) (Eisenstein, 2020) (Zoetendal,
Rajilić-Stojanović and De Vos, 2008). Em um estudo envolvendo dados de genótipo e de
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microbioma intestinal de mais de mil indivíduos, Rothschild e colaboradores demonstraram que
o ambiente é dominante sobre a genética na modulação do microbioma intestinal em humanos
(Rothschild et al., 2018). Dentre os fatores ambientais, o padrão alimentar é o que mais influência
a microbiota intestinal, por ser um comportamento diário com efeitos diretos sobre a fisiologia e
ecologia dos microorganismos e sobre o sistema imunológico e o estado metabólico do hospedeiro
(Bourdeau-Julien et al., 2023) (Zheng, Liwinski and Elinav, 2020) (Fan and Pedersen, 2021).

A íntima interação entre a dieta e a microbiota intestinal é favorecida pelo fato de que as
bactérias que vivem na mucosa do intestino utilizam os nutrientes consumidos pelo hospedeiro
para a produção de metabólitos, incluindo ácidos biliares secundários (Collins et al., 2023),
ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Deleu et al., 2021), poliaminas (Bui et al., 2023), produtos
de fermentação de proteínas, como os derivados de triptofano (Rodríguez-Romero et al., 2022),
e a precursora de trimetilamina N-óxido (TMAO) trimetilamina (TMA) (Rath et al., 2017)
(figura 12). Essas moléculas influenciam diretamente o sistema imunológico e o metabolismo e,
modulam a fisiologia do organismo hospedeiro (Liu et 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) (Anhê et al., 2021) e glicoconjugados,
oriundos de Gram-positivas, também afetam diferentemente o metabolismo e a imunidade do
indivíduo (Jordan et al., 2023) (Wheeler et al., 2014) (Wheeler et al., 2014). No entanto, a
microbiota intestinal não apenas influencia imunidade e metabolismo do hospedeiro, mas também
é moldada por estes (Ruff, Greiling and Kriegel, 2020) (Maslowski, 2019). Portanto, a interação
entre microbiota intestinal, sistema imunológico e metabolismo correlaciona com saúde e doença
do indivíduo.
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Figura 12 – Metabólitos 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 obesogênicas
apresentam efeitos distintos sobre a composição e diversidade do microbioma intestinal de
humanos e roedores. A avaliação de indivíduos com obesidade indicam que o fenótipo obeso se
associa a alterações no microbioma intestinal, comumente incluindo modulações na
permeabilidade intestinal, nos níveis circulantes de endotoxinas e na sensibilidade à insulina
(Crovesy, Masterson and Rosado, 2020) (Cornejo-Pareja et al., 2019) (Fan and Pedersen, 2021)
(Lee, Sears and Maruthur, 2020). Dietas obesogênicas também correlacionam com alterações na
microbiota intestinal em roedores. Amplamente utilizada como uma dieta aplicada para indução
de obesidade nesses animais, a dieta hiperlipídica (high-fat diet - HFD) associa-se a diversas
alterações no microbioma intestinal, desde ao nível de filo até o nível de gêneros e espécies
(Velázquez 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 alterações estruturais dessa comunidade microbiana, influenciando
diretamente os estados metabólico e inflamatório 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 alterações no microbioma
intestinal (Hossain et al., 2021). O jejum intermitente, considerado uma eficiente intervenção
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contra a obesidade, também influência a microbiota intestinal. Estudos avaliando indivíduos com
síndrome metabólica que praticaram o jejum, apresentam alterações do microbioma intestinal
que correlacionaram com melhora no perfil cardiometabólico desses dos pacientes (Maifeld
et al., 2021) (Forslund, 2023) (Guo et al., 2021). Em modelos murinos, análises indicam que
diferentes abordagens do jejum intermitente, incluindo o jejum diário, 2 dias em jejum e 5 em
alimentação 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 é um ator central na manutenção da saúde e promoção da doença no hospedeiro nos
contextos da obesidade e do jejum intermitente.

Atualmente, sabe-se que bactérias intestinais influenciam a progressão de neoplasmas,
incluindo de mama (figura 14). Esses microorganismos impactam o crescimento desses tumores
por afetarem o metabolismo e o sistema imunológico, os estados inflamatórios local e sistêmico,
a ativação de vias de proliferação, sobrevivência e morte celular, a instabilidade genômica por
influenciarem o estado redox, o metabolismo de moléculas endógenas e exógenas, a produção de
vitaminas e a ocorrência de alterações epigenéticas (Álvarez-Mercado et al., 2023) (Devoy, Flores
Bueso and Tangney, 2022). Ademais, autores demonstram que a microbiota intestinal influencia a
eficácia 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 sistêmicos mediados
por dietas e na progressão de câncer.



Capítulo 1. Introdução 38

Figura 13 – A relevância 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 câncer de mama triplo-negativo é uma malignidade com impacto devastador em
pacientes em todo globo. Apresenta pior prognóstico quando comparado com outros tipos de
neoplasias mamárias por associar-se à maior proliferação, agressividade e invasividade. Ademais,
devido à ausência de expressão de HER2 e dos receptores para estrógeno, progesterona, esses
tumores são de difícil tratamento (Huang et al., 2022). A progressão de tumores de mama triplo-
negativos são influenciados pela plasticidade do tecido adiposo (Corrêa, Heyn and Magalhaes,
2019) (Oshi et al., 2021). Os depósitos adiposos são atualmente considerados órgãos endócrinos,
metabólicos e imunológicos que são extremamente plásticos, cujas funções e morfologia são
influenciadas pela dieta (Musi and Guardado-Mendoza, 2014)(Sakers et al., 2022).

A progressão de malignidades mamárias triplo-negativas também é modulada pela
composição e diversidade do microbioma intestinal (Nandi, Parida and Sharma, 2023). A
microbiota intestinal é extremamente fluida e possui papéis centrais sobre o metabolismo e o
sistema imunológico do hospedeiro, apresentando ação endócrina via a produção de metabólicos
e componentes de parede celular (Zheng, Liwinski and Elinav, 2020)(Ruff, Greiling and Kriegel,
2020)(Koh and Bäckhed, 2020) (Martin et al., 2019). Essa comunidade microbiana também é
modulada pela dieta adotada pelo indivíduo (Zhang, 2022).

Considerando o papel central da dieta sobre a manutenção da saúde e promoção de
doenças, estudos explorando o papel das dietas jejum intermitente e dieta de cafeteria em
contextos como a modulação da composição e diversidade do microbioma intestinal, a progressão
do câncer de mama e modificações das funções de depósitos adiposos são necessários para se
compreender como essas distintas dietas influenciam o funcionamento do organismo. Ademais,
há escassez de informações sobre como depósitos adiposos influenciados pelo jejum intermitente
e pela dieta de cafeteria afetam o câncer de mama, temática cuja exploração tende a contribuir no
entendimento de como as dietas afetam a progressão de neoplasias mamárias.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influência do jejum intermitente e da dieta de cafeteria na progressão do câncer
de mama triplo-negativo e caracterizar a modulação dos tecidos adiposos e da microbiota
intestinal nesse contexto.

3.2 Objetivos específicos

3.2.1) Avaliar a influência do jejum intermitente e da dieta de cafeteria no estabelecimento
e desenvolvimento do câncer de mama, analisando:

• Parâmetros metabólicos;

• Parâmetros do tumor primário;

• Ocorrência de metástase hepática;

• Parâmetros inflamatórios

3.2.2) Investigar o efeito do jejum intermitente e da dieta de cafeteria sobre a capacidade
de modulação dos parâmetros carcinogênicos de células de câncer de mama 4T1 por tecidos
adiposos, verificando:

• A proliferação das células 4T1;

• O perfil de morte das células 4T1;

• A biogênese de corpúsculo lipídico pelas células 4T1;

• A secreção de citocinas pelas células 4T1

3.2.3) Analisar o impacto do jejum intermitente, da dieta de cafeteria e do câncer de
mama triplo-negativo sobre a microbiota intestinal, investigando:

• A diversidade do microbioma intestinal;

• A composição do microbioma intestinal;

• Vias metabólicas associadas aos táxons detectados
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4 Metodologia

4.1 Linhagem de células neoplásicas

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

4.2 Acondicionamento e manejo dos animais

Camundongos fêmeas BALB/c selvagens, fornecidos pelo biotério do Instituto de Ciências
Biológicas da Universidade de Brasília, foram mantidos a 23 ± 1 ° C em ciclo de luz/escuro de
12 horas, com livre acesso à comida, salvo os grupos experimentais submetidos ao jejum, em
seus respectivos dias de administração. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo
Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de
Brasília (SEI n. 23106.033635/2021-43).

4.3 Experimentação in vivo

4.3.1 Delineamento experimental

Camundongos BALB/c fêmeas selvagens de 24 semanas foram segregados em três
maiores grupos de acordo com a dieta ao qual foram submetidos durante o experimento:
animais alimentados com ração AIN-93 ad libitum diariamente (“Standard diet” – SD), animais
alimentados com ração AIN-93 ad libitum 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). Após 24 dias, metade dos animais de cada grande grupo (SD, IF e CAF) foi
submetida à anestesia geral (quetamina e xilasina) e exposta à 105 células 4T1 via injeção na
quinta mama direita (animais agrupados como CA+) conforme padronizado por Sousa e outros
(Cesar Romero et al., 2019). A outra metade dos camundongos não recebeu células 4T1, sendo
esses animais enquadrados em condições sem câncer (CA-). Após 28 dias de progressão tumoral,
os animais foram eutanasiados para coleta de amostras para posteriores análises Todos os 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 – Composição da Ração AIN-93 empregada

Ingredientes g/kg de ração

Hidroquinona 0,014

Bitartarato de colina 2,5

L-cistina 3,0

Mistura vitamínina 10,0

Mistura Mineral 35,0

Celulose 50,0
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Ingredientes g/kg de ração

Óleo de soja 70,0

Sacarose 100,0

Amido de milho dextrinizado 132,0

Caseína 200,0

Amido de milho 397,486

Água 275

Figura 15 – Informações nutricionais dos itens de cafeteria utilizados

Figura 16 – Informações nutricionais dos itens de cafeteria utilizados
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Tabela 2 – Receita do Bolinho de Salsicha

Salsicha 52,2 g

Farinha de trigo 40,93 g

Margarina 10 g

Água quente 7 mL

Massa total 103,13 g

Tabela 3 – Receita do Bolinho de Mortadela

Mortadela 55,6 g

Farinha de trigo 47,85 g

Margarina 10,35 g

Água quente 7 mL

Massa total 113,8 g

4.3.2 Pesagem dos animais

Visando avaliar o impacto das diferentes condições experimentais sobre o peso dos
camundongos, todos os animais foram pesados em dias alternados utilizando balança comum.

4.3.3 Aferição de massa dos tecidos e do tumor

Visando analisar o impacto das diferentes condições experimentais sobre a massa dos
tecidos e do tumor, estes e aqueles tiveram suas massas aferidas por meio da utilização de balança
de alta precisão (Ahimadzu do Brasil Comércio LTDA), logo após coleta. Os valores de massa
foram registrados até a quarta casa decimal para posterior confecção dos gráficos.

4.3.4 Análise hematológica

Buscando-se investigar se há alterações hematológicas relacionadas às condições
experimentais avaliadas, a contagem total e diferencial de leucócitos 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 após devida anestesia dos animais. As
amostras foram acondicionadas em microtubos com EDTA 10% (m/v) e os exames foram
realizadas no Analisador Automático de Hematologia Sysmex pocH-100i ™ (Curitiba/ Paraná,
Brasil) calibrado para camundongos.
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4.3.5 Análise bioquímica

Para avaliar as funções hepática e o perfil lipídico dos camundongos nas diferentes
condições experimetais, amostras de sangue foram coletadas via canal ocular e acondicionadas
em tubo com gel separador para a obtenção do soro. A avaliação foi realizada em um analisador
bioquímico automático Chemwell-t (Labtest, Brasil), conforme orientações do fabricante. Foram
realizados os seguintes exames: Aspartato aminotransferase (AST) para avaliação da função
hepática, creatinina K e ureia para investigação renal e colesterol total e triglicérides para análise
do perfil lipídico.

4.3.6 Análises histopatológicas

Buscando-se analisar o impacto das diferentes condições experimentais sobre
características histológicas dos diferentes tecidos saudáveis e tumorais, estes foram fixados em
formalina 3,7% (v/v) logo após coleta e incubados em parafina em solidificação. Após completa
solidificação, as peças foram cortadas, transferidas para lâminas e coloridas com
Hematoxilina-eosina (HE) ou com anticorpó específico para a proteína Ki-67 (Roche). As
lâminas 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 Análise do perfil de citocinas dos tecidos adiposos

A fim de se verificar se as diferentes condições experimentais influenciaram o perfil de
citocinas secretadas pelo tecido adiposo marrom, foram extraídas proteínas totais desse tecido
utilizando tampão de lise contendo inibidor de protease e macerador de vidro. Buscando se
garantir a integridade das proteínas contidas no lisado, este foi mantido em gelo e intensamente
homogeneizado para total lise das células. Ao fim do processo de extração de proteínas totais, as
amostras foram submetidas à centrifugação à 14000 rpm por 10 minutos em um processo de
clarificação. O sobrenadante resultante da centrifugação foi coletado e distribuído em dois tubos
de microcentrífuga por condição experimental para estocagem de curto prazo em freezer -20
°C. O lisado do tecido adiposo marrom foi então utilizado para dosagens de IL-6, IL-10, IL-12,
TGF-β e TNF-α utilizando-se kits comerciais (R&D). As instruções do fabricante foram seguidas
e os níveis de citocinas foram apresentados em níveis absolutos (pg/mL).
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4.4 Experimentação ex vivo

4.4.1 Delineamento experimental

Camundongos BALB/c fêmeas selvagens de 24 semanas foram segregados em três grupos
de acordo com a dieta ao qual foram submetidos durante o experimento: animais alimentados
com ração AIN-93 ad libitum diariamente (“Standard diet” – SD), animais alimentados com
ração 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, após os quais foram eutanasiados para obtenção de tecidos.

4.4.2 Obtenção dos produtos de secreção para estímulo e tempo de tratamento das células

Como primeiro passo para se investigar os efeitos de moléculas secretadas por diferentes
depósitos de tecido adiposo provenientes de animais submetidos à dieta padrão, ao jejum
intermitente e à dieta de cafeteria sobre células 4T1, os tecidos adiposos brancos inguinal
(Inguinal white adipose tissue - IgWAT), subcutâneo (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 condições estéreis. Em seguida, os
tecidos foram mecanicamente dissociados dentro de tubos de microcentrífuga estéreis contendo
meio RPMI base (Albumina bovina sérica (1% (m/v)), anfotericina (0,25 μg/mL), cloranfenicol
(2 μg/mL), gentamicina (40 μg/mL), penicilina/streptomicina (1% (v/v) e soro fetal bovino (10 %
(v/v)) seguindo a proporção de 1 mL de meio para cada 0,05 g de tecido pesado em balança de
alta precisão.

Os tecidos dissociados em meio RPMI base foram então transferidos para garrafas de
cultura celular médias e grandes e incubados por 24 h em estufa à 37 °C contendo 5% CO2. A
seguir, os sobrenadantes de interação foram coletados em ambiente estéril e acondicionados
em freezer -80 °C. Os sobrenadantes de interação foram utilizados diluídos em 50 % para
estimular células 4T1 por 24 h. Após tempo de estímulo, as células foram analisadas quanto à
viabilidade mitocondrial, perfil de morte celular, detecção de Bax, proliferação celular, biogênese
de corpúsculo lipídico e secreção de citocinas. Os termos “moléculas secretadas por tecido
adiposo”, “produtos de secreção de tecido adiposo” e “produtos secretados por tecido adiposo”
foram empregados como sinônimos para se referir ao material obtido após dissociação do tecido
adiposo em meio suplementado com BSA, antibióticos e antifúngico (meio RPMI base).

4.4.3 Proliferação celular

Tendo-se como objetivo analisar o efeito dos produtos de secreção dos tecidos adiposos
sobre a proliferação de células 4T1, foi realizado um ensaio utilizando o CFSE. Esse composto
fluorescente e permeável à membrana caracteriza-se por interagir com aminas citoplasmáticas.
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Uma vez que a célula realiza o processo de divisão celular, as moléculas de CFSE são igualmente
divididas entre as células filhas, diluindo assim a fluorescência presente em cada célula gerada.
105células foram introduzidas em placas de 24 poços, após completa adesão foram lavadas uma
vez com PBS 1 X e expostas à 5 μM de CFSE (eBioscience) diluído em PBS 1 X por 15 minutos
à temperatura ambiente. Após incubação com o agente fluorescente, as células foram expostas a
Soro Fetal Bovino à 4 °C a fim de se eliminar o CFSE extracelular, lavadas uma vez com PBS 1X
e estimuladas por 24 horas. As células foram então coletadas, lavadas uma vez com PBS 1 X
em centrifugação à 1800 rpm e fixadas em 400 μL de paraformaldeído 1 X. As células foram
analisadas em citômetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) em canal FL-1 em escala
exponencial e os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.4.4 Perfil de morte celular

A análise do perfil de morte celular das células 4T1 estimuladas com os produtos
de secreção dos tecidos adiposos foi realizada por citometria de fluxo utilizando os agentes
fluorescentes Anexina V-FITC e Iodeto de propídeo e baseou-se nos fatos de que Anexina V
interage com o fosfolipídeo fosfatidilserina, o qual é exposto na face externa da membrana de
células apoptóticas, e que Iodeto de propídeo, impermeável à membrana celular, fluoresce após
interação com ácidos nucleicos, indicando perda de integridade de membrana plasmática e
ocorrência de morte lítica. 105células foram semeadas em placas de 24 poços e, após adesão,
foram estimuladas por 24 h. Após tratamento, as células foram coletadas e lavadas duas vezes
com PBS 1X em centrifugação à 1800 rpm. As células foram então ressuspendidas em 100 μL de
tampão de ligação 1 X (10 mM de HEPES/NaOH pH 7,4 140 mM de NaCl e 2,5 mM de CaCl2),
2 μL de Anexina V-FITC (quatroG) e 2 μL de iodeto de propídeo (quatroG) e incubadas por 15
minutos à temperatura ambiente ao abrigo de luz. Após essa etapa, as células foram lavadas
uma vez com PBS 1 X, ressuspendidas em 400 μL de tampão de ligação 1 X e imediatamente
analisadas em citômetro 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 à 100
°C por 10 minutos.

4.4.5 Biogênese de Corpúsculo lipídico

A fim de se analisar se o tratamento com os sobrenadantes de interação dos tecidos
adiposos afeta a biogênese de corpúsculo lipídico em células de 4T1, utilizou-se a sonda
fluorescente lipofílica BODIPY 493/503 (Life technologies), a qual interage com lipídeos neutros,
abundantes no interior de corpúsculo lipídico. 105células foram semeadas em placas de 24 poços
e estimuladas por 24 horas. Após tempo de estímulo, as células foram coletadas, lavadas duas
vezes com PBS 1X e incubadas em solução de Bodipy/PBS na proporção 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 fixação em 400 μL de paraformaldeído 1 X. As amostras foram analisadas em citômetro 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 Análise de secreção de citocinas

A fim de se verificar se o estímulo de 4T1 com os produtos secretados pelos tecidos
adiposos alterava o perfil de citocinas secretadas por essas células neoplásicas, foram realizadas
dosagens de IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, TGF-β e TNF-α a partir dos sobrenadantes resultantes de
cultura pelo método de ELISA, utilizando-se kits comerciais (R&D). As instruções do fabricante
foram seguidas e os níveis de citocinas foram apresentados em níveis absolutos (pg/mL). Os
produtos de secreção dos tecidos adiposos (“Sup.”) também foram quantificados e usados como
parâmetros para se determinar os níveis de citocinas liberadas pelos depósitos de tecido adiposo
e concluir os mediadores secretados exclusivamente pelas células 4T1.

4.4.7 Análise estatística e confecção de gráficos

A fim de se determinar se os dados seguem distribuição normal, foi utilizado o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados que se apresentaram com distribuição normal
(paramétricos) foram analisados utilizando o teste ANOVA e o pós-teste de Tukey. Já os dados
que não seguiram distribuição normal (não-paramétricos) foram analisados utilizando o teste de
Kruskal-Wallis e o pós-teste de Dunn.

Os gráficos foram confeccionados utilizando GraphPad Prism 8.0. Dados paramétricos
foram apresentados em gráficos de coluna enquanto dados não-paramétricos foram mostrados
em box plot.

4.5 Análises da microbiota intestinal

4.5.1 Coleta, acondicionamento e envio das amostras de fezes

A fim de se avaliar a composição e a diversidade do microbioma intestinal dos
camundongos submetidos às diferentes dietas, afetados ou não pelo câncer de mama
triplo-negativo, analisamos amostras de fezes desses animais que foram coletadas antes do início
do experimento (tempo inicial – 0T) e antes da eutanásia do camundongos (tempo final – FT). A
coleta das amostras fecais ocorreu no período da manhã do respectivo tempo de coleta utilizando
pinça higienizada com hipoclorito de sódio (10% v/v). Após a coleta, as amostras foram
acondicionadas em freezer -80 °C até o momento de envio destas para os Estados Unidos, país
onde foram realizados os experimentos de análise 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 termômetro cedido pela empresa.

4.5.2 Montagem do arquivo da biblioteca CL-03, extração e quantificação de DNA total

Antes do início 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 extração
de DNA total. A extração de DNA total foi conduzida em uma bancada previamente higienizada
com hipoclorito de sódio (10 % v/v) e utilizando o kit Dneasy PowerLyzer PowerSoil (QIAGEN),
seguindo as recomendações do fabricante. Após a extração de DNA total, as amostras foram
avaliadas quanto a concentração do DNA total e a qualidade do material utilizando nanodrop
(analisando as razões 260/280 nm e 260/230 nm) e foram transferidas para tubos de PCR para
acondicionamento em freezer -20 °C até a próxima etapa.

4.5.3 Amplificação 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 reação da cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction
– PCR) com as amostras. Para realizar esse ensaio, utilizamos um fluxo laminar limpo com
solução de hipoclorito de sódio (10% v/v) e esterilizado com luz ultravioleta e usamos ponteiras
com filtro visando evitar a contaminação do material a ser amplificado. A reação foi montada
utilizando, em volumes referentes a cada poço, 24 μL de água Milli-Q, 20 μL de master mix
(5 Prime Hot MM), 2 μL de primer reverso (926R, 5 μM), 2 μL do barcode (515F-indexed, 5
μM) e 2 μL do DNA fecal extraído. Os 50 μL de reação foram divididos em duas placas de PCR
de 96 poços (25 μL por poço em cada placa). Após a montagem das reações, as placas foram
transferidas para um termociclador (BioRad) para indução da reação de amplificação seguindo
o seguinte protocolo: 98 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos, 68 °C por 5 segundos,
repetição dos passos por 34 vezes, 68 °C por 5 segundos e 4 °C por 4 horas. Após a retirada das
placas dos termocicladores, estas foram mantidas no freezer -20 °C até a próxima etapa.

4.5.4 Quantificação dos produtos de PCR

Visando quantificar os amplicons gerados, foi utilizado o reagente de quantificação
PicoGreen. A solução de PicoGreen foi confeccionada utilizando 19 mL de água de irrigação,
1 mL de tampão TE 20X (diluição 1:20) e 100 μL do corante picogreen (1:200) e mantida em
abrigo de luz até ser utilizada. Nós transferimos 2 μL de DNA e 198 μL da solução de picogreen
a uma placa de laterais pretas e homogeneizamos as soluções utilizando uma pipeta com ponteira
com filtro. Incluímos também uma curva padrão na placa preta com branco (apenas água Milli-Q)
e as concentrações 1 ng/mL e 5, 10, 25 e 50 μg/mL de DNA a fim de se determinar com precisão
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a concentração de DNA das amostras investigadas. A seguir, realizamos a aquisição dos valores
de fluorescência utilizando a leitora de placa GloMax Explorer (Promega) e os valores obtidos
foram transferidos para arquivo excel para quantificação das amostras.

4.5.5 Geração e limpeza dos conjuntos e envio para sequenciamento

Após a quantificação dos amplicons, nós coletamos o volume referente a 200 ng de
produto de PCR de cada amostra e juntamos em um único tubo de microcentrífuga estéril,
buscando transferir no máximo 15 μL de cada amostra para o tubo. Após a junção das amostras,
nós conduzimos a limpeza de 100 μL desse conjuntos de amplicons utilizando o produto QIAquick
column, seguindo as recomendações do fabricante. Na próxima 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 recomendações
do fabricante. Considerando os valores de quantificação, diluímos a nossa biblioteca a 50 nM e
juntamos com a biblioteca montada por dois colegas do laboratório do Dr. Weiner. Após a junção
das duas bibliotecas, enviamos o tubo de microcentrífuga 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 Análise dos dados in silico

Após a finalização do sequenciamento da região V4 das amostras do gene do RNAr
16S, os dados foram enviados à Dra. Laura Cox (pesquisadora responsável pelas bibliotecas de
metagenômica do laboratório do Dr. Weiner). O Dr. Toby Lanser, bioinformata do laboratório do
Dr. Weiner, processou as sequências, transformou e normalizou os dados e realizou as análises
estatísticas dos dados de alfa e beta diversidades. Realizamos a normalização dos dados de
abundância relativa subtraindo os valores de porcentagem final do inicial. As análises estatísticas
dos dados de abundância relativa foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 8.0.
O sistema QIIME 2 foi empregado para a montagem dos gráficos de diversidade e do heatmap de
vias metabólicas.
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5 Resultados

5.1 Experimentação in vivo

5.1.1 Análise de parâmetros metabólicos dos camundongos

5.1.1.1 Impacto das dietas e do câncer sobre o peso dos animais

Os valores de peso dos animais submetidos às diferentes dietas na presença ou ausência
do câncer de mama triplo-negativo foram registrados durante toda a duração do experimento
visando determinar se as condições experimentais influenciaram o peso dos camundongos. Como
apresentado na figura 17, avaliando primeiramente os animais sem câncer, camundongos em dieta
padrão sem câncer (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-) possuíram 38,75 g como valor de média do peso. Com base nos
nossos achados, sugerimos que camundongos em dieta padrão sem câncer não apresentaram
alteração de peso quando comparado aos animais submetidos à dieta padrão com câncer (SD
CA+), que apresentaram média de peso de 30,125 g. O mesmo padrão é 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 último grupo apresentou média de peso de 38,75 g. Esses
achados indicam que o tumor de mama não influenciou o peso dos animais.

Comparando o peso médio dos animais com tumor alimentados nas diferentes dietas,
detectamos o mesmo padrão que foi observado para os grupos sem câncer, indicando que o
tumor não afeta o ganho ou perda de peso apresentado pelos animais. Portanto, a prática do jejum
intermitente diminui o peso dos animais e o consumo de itens de cafeteria aumenta o peso dos
camundongos, independentemente da ocorrência do câncer de mama.



Capítulo 5. Resultados 52

Figura 17 – Impacto das dietas e do Câncer sobre o peso dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas ou não 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 biológica.

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

A fim de se determinar o impacto das diferentes dietas e do câncer de mama triplo-negativo
sobre os depósitos de tecido adiposo branco dos camundongos, foi realizada a aferição 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 subcutâneo (scWAT)
comparando-se com camundongos em dieta padrão e em jejum intermitente, também sem câncer.
É possível também se sugerir que camundongos em dieta de cafeteria com tumor de mama
mostraram aumento da massa desse depósito adiposo quando comparado aos outros dois grupos
com câncer (SD CA+ e IF CA+). Não foi detectada diferença na massa dos depósitos de scWAT
dos animais em dieta padrão comparado com o grupo em jejum intermitente, na presença ou
ausência do câncer de mama. O mesmo padrão foi observado quando os valores de massa dos
depósitos de tecido adiposo branco gonadal (gWAT) (figura 18B) e visceral (vWAT) (figura
18C) analisados. Portanto, a dieta de cafeteria favorece aumento da massa de todos os depósitos
adiposos brancos avaliados e o câncer de mama não influenciou nesse acúmulo.
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Figura 18 – Efeito das dietas e do câncer sobre as massas de diferentes depósitos de tecido
adiposo branco dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos pelo câncer foram analisados
quanto à massa do (A) tecido adiposo branco gonadal (gWAT), (B) tecido adiposo
branco subcutâneo (scWAT) e (C) tecido adiposo branco visceral. Cada grupo
experimental possuia oito (N=8). Resultados referentes a uma réplica biológica. As
estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles foi apresentada com asteriscos
(*) e as diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos).

5.1.1.3 Efeito das dietas e do câncer sobre características morfológicas do tecido adiposo
branco inguinal dos roedores

Considerando que a dieta de cafeteria favoreceu o aumento da massa de depósitos adiposos
brancos dos camundongos, analisamos as características morfológicas do tecido adiposo inguinal
dos animais. Como ilustrado pela figura 19, o consumo de itens de cafeteria favoreceu o aumento
da área dos adipócitos brancos, sugerindo progressão do processo de branqueamento desse
tecido. Em contraste, camundongos submetidos ao jejum intermitente apresentaram aumento da
multilocularização de adipócitos no depósito adiposo branco inguinal dos roedores, fenótipo
indicativo do processo de amarronzamento de tecido adiposo branco. O câncer de mama triplo-
negativo induziu aumento da área dos adipócitos em todas as condições experimentais avaliadas,
fenômeno que também conecta a progressão dessa neoplasia com o branqueamento do tecido
adiposo branco inguinal.
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Figura 19 – Influência das dietas e do câncer sobre as características morfológicas do tecido
adiposo branco inguinal dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou não pelo câncer foram
avaliados quanto às características morfológicas do tecido adiposo branco inguinal.
Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8). Resultados referentes a uma
réplica biológica. As lâminas histológicas do tecido adiposo branco inguinal foram
registradas em aumento de 10X.

5.1.1.4 Impacto das dietas e do câncer sobre a ocorrência de esteatose hepática nos
camundongos

Considerando que as dietas e o tumor de mama influenciaram a morfologia de depósitos
adiposos brancos dos camundongos, investigamos se o fígado, outro importante órgão endócrino,
também foi modificado. Como descrito pela figura 20, a dieta de cafeteria se associou à ocorrência
de esteatose hepática nos animais e o jejum intermitente levou à redução do acúmulo de lipídeos
nesse tecido quando comparados aos animais alimentados com a dieta padrão sem o tumor. Quando
avaliamos o impacto do tumor nos animais submetidos às três diferentes dietas, detectamos que
a malignidade de mama favoreceu com que camundongos em dieta padrão e dieta de cafeteria
apresentassem aumento da esteatose hepática quando comparado aos seus respectivos controles.
Já quando analisamos os grupos submetidos ao jejum intermitente, verificamos que o câncer de
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mama não se associou à ocorrência de esteatose hepática nesses animais, comparando-se com o
respectivo controle sem o tumor.

Figura 20 – Influência das dietas e do câncer sobre a ocorrência de esteatose no fígado dos
animais
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou não pelo câncer foram
avaliados quanto à ocorrência de esteatose hepática. Cada grupo experimental possuía
oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica biológica. As lâminas
histológicas de fígado foram registradas em aumento de 10X.

5.1.1.5 Efeito das dietas e do câncer sobre os níveis circulantes de colesterol nos roedores

Considerando que os padrões alimentados investigados e o tumor mamário influenciaram a
ocorrência de esteatose hepática nos camundongos, e tendo em mente o papel central do fígado no
metabolismo lipídico sistêmico, investigamos a influência das diferentes condições experimentais
sobre os níveis circulantes de colesterol. Como ilustrado pela figura 21, os camundongos em
dieta de cafeteria ausentes de tumor apresentaram aumento nos níveis de colesterol total no
plasma quando comparados aos animais em dieta padrão e em jejum intermitente, também sem
câncer. Todos os animais com câncer de mama triplo-negativo apresentaram níveis diminuídos
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de colesterol total quando comparados aos seus respectivos controles ausentes de tumor. Pode-se
sugerir também que o câncer não modulou os níveis de colesterol diferencialmente conforme a
dieta.

Figura 21 – Impacto das dietas e do câncer sobre os níveis plasmáticos de colesterol nos
camundongos.
Animais alimentados com diferentes dietas afetados ou não pelo câncer foram
investigados quanto aos níveis de Cada grupo experimental possuía oito animais (N=8).
Resultados referentes a uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças
entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#).
O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois
símbolos) e p<0,001 (três símbolos).

5.1.2 Análise de parâmetros do tumor primário dos animais

5.1.2.1 Influência das dietas sobre o volume do tumor

Tendo em mente que o jejum intermitente e a dieta de cafeteria influenciaram
diferencialmente o perfil metabólicos dos camundongos, avaliamos qual foi o impacto dessas
dietas sobre a progressão do câncer de mama. Como ilustrado pela figura 22A, os tumores de
mama dos animais em dieta de cafeteria foram maiores quando comparados aos camundongos
submetidos à dieta padrão e ao jejum intermitente. Comparando-se o volume tumoral dos
animais em dieta padrão e jejum intermitente, não observamos diferenças.
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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 não foi modulado pela
prática do jejum intermitente em dias alternados.

Figura 22 – Influência das dietas sobre a massa e o volume do tumor primário.
Animais alimentados com diferentes dietas impactados pelo câncer tiveram seus
tumores avaliados quanto ao (A) volume e (B) massa. Cada grupo experimental
possuiu oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica biológica. As
diferenças estatísticas entre grupos que não são controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do símbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001(três símbolos).

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
(marcação em marrom). Sugerimos que animais em dieta de cafeteria se associaram a tumores
mamários 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 Análise da ocorrência de metástase hepática nos animais

5.1.3.1 Influência das dietas sobre a contagem de focos metastáticos hepáticos

Considerando que o jejum intermitente e a dieta de cafeteria influenciaram
diferencialmente parâmetros do tumor primário de mama, analisamos o impacto dessas dietas
sobre a ocorrência de metástase hepática. Como apresentando pela figura 23A, camundongos
alimentados com itens de cafeteria apresentaram aumento do número de focos metastáticos no
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fígado quando comparado aos outros dois grupos experimentais analisados. Já animais
submetidos ao jejum intermitente se associaram à redução da contagem de focos de metástase no
tecido hepático quando contrastado com os outros dois grupos.

5.1.3.2 Impacto das dietas sobre o volume dos focos metastáticos hepáticos

Uma vez que as dietas investigadas influenciaram o número de focos metastáticos no
fígado dos camundongos, investigamos o volume desses focos e verificamos que a dieta de
cafeteria favoreceu a formação de focos de metástase com volume elevado quando comparado
aos outros dois grupos investigados (figura 23B).

5.1.3.3 Vascularização hepática como um potencial contribuinte para invasão hepática

Considerando que o processo de metástase ocorre via circulação sanguínea, investigamos
a vascularização do tecido hepático dos camundongos e sugerimos que roedores submetidos
à dieta de cafeteria apresentaram aumento da vascularização hepática quando comparado aos
outros dois grupos investigados (figura 23B).

5.1.3.4 Impacto do câncer no contexto das três dietas sobre a massa do fígado

Considerando que as dietas influenciaram o número e o volume de focos metastáticos
hepáticos nos camundongos analisados, investigamos a massa do fígado desses animais. Como
descrito na figura 23C, a massa do fígado dos camundongos em dieta padrão e dieta de cafeteria
acometidos pelo câncer de mama aumentou quando comparado com seus respectivos controles
sem o tumor. Diferentemente, roedores submetidos ao jejum intermitente afetados pelo tumor
de mama não apresentaram aumento da massa hepática quando comparado ao seu respectivo
controle sem câncer.
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Figura 23 – Impacto das dietas sobre a ocorrência de metástase hepática nos roedores.
Animais alimentados com diferentes dietas impactados pelo câncer foram avaliados
quanto ao (A) número de focos metastáticos, (B) volume dos focos metastáticos e
vascularização hepática e (C) massa do fígado. Cada grupo experimental possuiu
oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica biológica. As diferenças
estatísticas entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo
da velha (#). O emprego do símbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo),
p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos).

5.1.4 Avaliação de parâmetros inflamatórios dos camundongos

5.1.4.1 Efeito das dietas e do câncer sobre a contagem de células imunológicas circulantes
dos animais

Como primeiro passo para se avaliar os impactos das dietas e do câncer sobre parâmetros
sistêmicos dos animais, foi conduzida a contagem de leucócitos totais circulantes dos
camundongos. Como sugerido pela figura 24A, as diferentes dietas não impactaram sobre o
número de leucócitos totais dos animais ausentes de tumor. Já quando comparamos as condições
sem e com câncer de mama, verificamos que a neoplasia leva a um aumento no número dessas
células. Avaliando o número de leucócitos totais nos grupos com câncer detectamos que os
níveis dessas células é reduzido após a prática crônica do jejum intermitente. Esse achado sugere
que o câncer de mama triplo-negativo induz aumento na produção de leucócitos totais pelos
camundongos, mas o jejum intermitente favorece elevação menos intensa dessas células.

Investigando populações específicas de leucócitos circulantes dos animais submetidos às
diferentes dietas com e sem tumor de mama, detectamos que as diferentes dietas não influenciaram
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a contagem de linfócitos dos animais na ausência do câncer. O tumor de mama levou a um
aumento na contagem dessas células imunológicas nos animais em dieta padrão e nos alimentados
com itens de cafeteria, mas não influenciou a contagem dessas células em animais submetidos ao
jejum intermitente. A partir da figura 24B, pode-se também sugerir que o número de linfócitos é
maior em animais em dieta padrão com câncer quando comparado com os outros dois grupos
afetados pelo tumor (IF CA+ e CAF CA+)

O mesmo efeito foi detectado quando avaliamos outra população de leucócitos: os
monócitos. Os animais afetados pelo câncer apresentaram aumento no número dessas células e os
camundongos submetidos ao jejum intermitente (IF CA+) e os alimentados com itens de cafeteria
(CAF CA+) apresentaram diminuição no número dessas células no sangue quando comparado
à condição em dieta padrão (SD CA+). Diferentemente do encontrado na análise de linfócitos,
o sangue de animais em jejum intermitente sem câncer mostrou aumento de contagem dessas
células quando comparado ao grupo em dieta padrão ausente de tumor (SD CA-) (figura 24C).

Analisando-se a contagem de outra população leucocitária circulante, os granulócitos, é
possível se afirmar que, em animais sem tumor de mama, as diferentes dietas não impactaram no
número dessas células. Sugere-se também que animais em dieta padrão e em dieta de cafeteria
afetados pelo tumor apresentaram aumento no número dessas células, enquanto que o número de
granulócitos totais não foi influenciado pelo câncer em animais submetidos ao jejum intermitente.
A figura 24D também informa que a contagem de granulócitos do sangue de animais com câncer
em jejum intermitente é 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 monócitos e linfócitos, mas apresentam aumento da contagem de granulócitos em
resposta ao tumor quando comparado a animais em jejum intermitente.
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Figura 24 – Influência das dietas e do câncer sobre as características de células imunológicas
circulantes dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas afetados pelo câncer tiveram amostras
de sangue total avaliada para o número de (A) leucócitos totais, (B) linfócitos, (C)
monócitos e (D) granulócitos. Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8).
Resultados referentes a uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças
entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#).
O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois
símbolos) e p<0,001 (três símbolos).

5.1.4.2 Efeito das dietas e do câncer sobre as características de plaquetas circulantes nos
animais

O número de plaquetas também foi investigado no contexto das diferentes dietas na
presença ou ausência do câncer. Como apresentado pela figura 25A, nenhuma das condições
experimentais influenciou o número de plaquetas do sangue dos animais.

No entanto, quando analisamos o volume médio das plaquetas, detectamos que,
diferentemente dos animais que não receberam células 4T1 (dietas não influenciaram volume
médio desses elementos), todas as condições com câncer 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 é maior quando comparado aos em dieta
padrão também afetados pelo câncer, e que os diferentes padrões alimentares não influenciaram
no volume desses elementos sanguíneos 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 não impactaram na percentagem de plaquetas
gigantes no sangue dos animais. No entanto, os camundongos com câncer apresentaram aumento
na percentagem de plaquetas gigantes quando comparados aos respectivos controles. Portanto,
apesar de o número de plaquetas plasmáticas dos animais não ter sido influenciado pela ocorrência
do tumor, animais afetados pelo câncer apresentaram aumento do volume médio desses elementos
e elevação na percentagem de plaquetas gigantes, especialmente os animais alimentados com
dieta de cafeteria, quando comparados aos animais sem câncer.



Capítulo 5. Resultados 63

Figura 25 – Influência das dietas e do câncer sobre as características de células imunológicas
circulantes dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas afetados pelo câncer tiveram amostras
de sangue total avaliadas para o número de (A) leucócitos totais, (B) linfócitos, (C)
monócitos e (D) granulócitos. Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8).
Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças
entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#).
O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois
símbolos) e p<0,001 (três símbolos).

5.1.4.3 Impacto das dietas e do câncer sobre a massa esplênica dos animais

Buscando se avaliar o impacto das dietas e do tumor sobre a massa do baço, um importante
órgão imune, verificamos que os animais alimentados com as diferentes dietas não apresentaram
alteração da massa desse órgão. No entanto, todas as condições com câncer de mama (SD CA+,
IF CA+ e CAF CA+) apresentaram aumento da massa do baço e os animais expostos às células
de câncer de mama 4T1 submetidos ao jejum intermitente mostraram diminuição da massa
esplênica quando comparado aos animais alimentados com dieta de cafeteria também com câncer
(figura 26).
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Figura 26 – Impacto das dietas e do câncer sobre a massa esplênica dos animais.
Animais alimentados com diferentes dietas afetados pelo câncer foram analisados
quanto à massa do baço. Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8).
Resultados referentes a uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as diferenças
entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#).
O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois
símbolos) e p<0,001 (três símbolos).

5.1.4.4 Impacto das dietas e do câncer sobre o perfil de citocinas do tecido adiposo
marrom

Como primeiro passo na investigação dos efeitos das dietas e do câncer sobre características
do tecido adiposo marrom, realizamos a aferição da massa do tecido e verificamos que, a exemplo
dos outros depósitos 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 influência das dietas e do câncer de mama triplo-negativo sobre
a ocorrência de processos inflamatórios no tecido adiposo marrom dos animais, as citocinas
TNF-α, IL-6, TGF-β e IL-10 foram quantificadas nesse tecido.

Explorando a figura 26B é possível se sugerir que as diferentes dietas não impactaram
nos níveis de TNF-α no tecido adiposo de animais sem câncer. No entanto, todos os animais
com câncer (SD CA+, IF CA+ e CAF CA+) apresentaram aumento nos níveis dessa citocina
pró-inflamatória 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
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de cafeteria com câncer possuem níveis aumentados quando comparado aos outros dois grupos
afetados pelo câncer.

Padrão similar foi observado após quantificação da citocina pró-caquética e tumoral IL-6
no tecido adiposo marrom: as diferentes dietas não impactaram nos níveis desse mediador na
ausência do tumor; no entanto, o desenvolvimento do câncer 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 padrão e jejum intermitente, também impactados pelo câncer (SD CA+ e IF CA+) (figura
27C).

Investigando-se a quantidade da citocina anti-inflamatória TGF-β no tecido adiposo
marrom dos camundongos nas diferentes dietas, com ou sem tumor de mama, é possível se sugerir
que o nível dessa citocina decresce no tecido de animais em dieta de cafeteria sem câncer quando
comparado aos camundongos em dieta padrão, também ausentes de tumor. Animais em dieta
padrão com câncer apresentam quantidades diminuídas dessa citocina no tecido adiposo marrom.
A figura 27D também informa que os níveis de TGF-β não são modulados de acordo a dieta
em camundongos afetados pelo câncer de mama. Já quando avaliamos a produção da citocina
anti-inflamatória IL-10 pelo tecido adiposo marrom dos animais, verificamos um aumento no
tecido adiposo marrom de animais em dieta de cafeteria com câncer de mama comparado aos
camundongos em dieta padrão, também impactados pelo tumor de mama (figura 27E).
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Figura 27 – Impacto das dietas e do câncer sobre o perfil de citocinas do tecido adiposo
marrom.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou não pelo câncer foram
investigados quanto (A) à massa de tecido adiposo marrom, níveis no tecido de (B)
TNFα, (C) IL-6, (D) TGF-β e (E) IL-10. . Cada grupo experimental possuia oito
animais (N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas
entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) e as
diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo
da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo),
p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos

5.1.4.5 Efeito das dietas e do câncer sobre as características morfológicas do tecido
adiposo marrom

Considerando essas alterações no microambiente inflamatório do tecido adiposo marrom
dos animais nas diferentes dietas com ou sem tumor de mama, investigamos as características
morfológicas do tecido adiposo marrom dos animais. Como ilustrado na figura 26, as dietas
influenciaram as características do tecido adiposo marrom dos animais. Enquanto o tecido
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adiposo marrom de animais em dieta padrão apresentou diversos adipócitos contendo gotículas de
gordura pequenas, camundongos submetidos ao jejum intermitente apresentaram nesse depósito
adiposo aumento do número de adipócitos contendo gotículas de gordura maiores espalhados
entre células com gotículas menores. Já o tecido adiposo marrom de animais em dieta de
cafeteria apresentaram células com gotículas maiores por todo o tecido. Todas as condições com
câncer associaram-se com estruturas que sugerem maior infiltrado de células imunológicas e,
aparentemente, com maior lipogênese, especialmente no grupo em dieta de cafeteria afetado pelo
câncer, que apresentou a ocorrência estruturas indicativas da ocorrência de fibrose nesse tecido.
Portanto, o jejum intermitente e a dieta de cafeteria levam a alterações morfológicas distintas do
tecido adiposo marrom. O tumor de mama triplo-negativo mediado pelas células 4T1 também se
associou a alterações na morfologia do tecido, incluindo estruturas que sugerem maior infiltrado
inflamatório e a ocorrência de fibrose tecidual nos animais submetidos à dieta de cafeteria (figura
28).
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Figura 28 – Impacto das dietas e do câncer sobre a morfologia do tecido adiposo marrom.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou não pelo câncer foram
investigados quanto à morfologia do tecido adiposo marrom Cada grupo experimental
possuia oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica biológica. As lâminas
histológicas do tecido adiposo marrom foram registradas em aumento de 20X.

5.1.4.6 Efeito das dietas e do câncer sobre as características morfológicas indicativas de
inflamação do tecido adiposo branco inguinal

Estruturas que sugerem a ocorrência de fibrose também foram detectadas quando avaliamos
o tecido adiposo branco inguinal dos camundongos, especialmente em locais próximos de onde
o tumor se desenvoleu (figura 29).
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Figura 29 – Efeito do câncer sobre indicativos de inflamação do tecido adiposo branco
inguinal.
Animais alimentados com diferentes dietas acometidos ou não pelo câncer foram
investigados quanto à morfologia do tecido adiposo branco inguinal. Cada grupo
experimental possuia oito animais (N=8). Resultados referentes a uma réplica biológica.
As lâminas histológicas do tecido adiposo branco inguinal foram registradas em
aumento de 20X.

5.2 Análises ex vivo

5.2.1 Influência de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a proliferação das células 4T1

Considerando o relevante caráter endócrino e a alta plasticidade dos tecidos adiposos
influenciados pelas dietas, investigamos o impacto de moléculas derivadas desses tecidos
sobre parâmetros carcinogênicos de células de câncer de mama triplo-negativo 4T1. Primeiro,
analisamos os efeitos das moléculas derivadas desses tecidos sobre proliferação 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 não-estimuladas (UNS), as dietas não impactaram diferencialmente no processo de
proliferação das células. Portanto, os produtos secretados pelos diferentes depósitos de tecido
adiposo influenciados pelas dietas não impactaram sobre o processo de proliferação das células
4T1.
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Figura 30 – Influência de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas
diferentes dietas sobre a proliferação das células 4T1.
Células 4T1 foram avaliadas quanto à proliferação após estímulo com meios
condicionados por (A) tecido adiposo branco inguinal e (B) tecido adiposo marrom.
Cada grupo experimental possuia oito animais (N=8). Resultados referentes à uma
réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos controles
foi representada com asteriscos (*) e as diferenças entre grupos que não são controles
respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego dos símbolos seguiu
a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três
símbolos.
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5.2.2 Efeito dos produtos de secreção 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 não influenciaram a proliferação das células 4T1, avaliamos o perfil de morte
das células 4T1 tratadas com os produtos de secreção dos tecidos adiposos influenciados pelos
distintos padrões alimentares. Como ilustrado pela figura 31A, os produtos secretados pelo tecido
adiposo branco gonadal derivado de animais em dieta padrão (SD) induziu maior percentagem
de morte lítica das células 4T1 quando comparado às moléculas secretadas pelo gWAT de
camundongos alimentados por itens de cafeteria (CAF) e submetidos ao jejum intermitente (IF).
Já os produtos secretados pelo tecido adiposo branco subcutâneo de animais submetidos à dieta
padrão induziram menor percentagem de morte lítica nas células de câncer de mama quando
comparado aos sobrenadantes de interação de scWAT de animais em jejum intermitente e em
dieta de cafeteria (figura 31B).

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

Como descrito na figura 32A, os produtos de secreção do tecido adiposo branco gonadal de
animais em dieta padrão induziu maior percentagem de morte apoptótica em células 4T1 quando
comparado às moléculas liberadas por gWAT de animais submetidos ao jejum intermitente. Já
os produtos secretados pelo tecido adiposo branco subcutâneo dos animais enquadrados nas
diferentes dietas não modularam diferencialmente a indução de apoptose nas células de câncer
de mama investigadas (figura 32B).

Detectamos também que o produto de secreção do tecido adiposo branco inguinal de
animais em dieta de cafeteria induziu menor percentagem de morte por apoptose de células 4T1
quando comparado às moléculas secretadas por IgWAT de camundongos em dieta padrão e em
jejum intermitente, apresentando valores comparáveis às células não-estimuladas (UNS) (figura
32C). Já os produtos de secreção do tecido adiposo marrom de camundongos submetidos ao
jejum intermitente induziram elevada percentagem de morte apoptótica das células 4T1 (mais
de 40%), enquanto que o meio condicinado pelo tecido adiposo marrom de animais em dieta
padrão apresentou indução apoptótica intermediária e o os produtos secretados pelo tecido
adiposo marrom de animais em dieta de cafeteria foi o que induziu menos morte apoptótica
dessas células (figura 32D). A exemplo dos achados relativos à morte lítica 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 depósitos de tecido adiposo (IgWAT,
gWAT e scWAT). Portanto, as moléculas secretadas pelo tecido adiposo marrom apresentaram
maior efeito citotóxico contra as células 4T1 quando comparado aos tecidos adiposos brancos,
um efeito aumentado em animais em jejum intermitente e diminuído em camundongos em dieta
de cafeteria. Além disso, as moléculas secretadas pelo tecido adiposo branco inguinal de animais
em dieta de cafeteria não induziram apoptose nessas células.

Figura 31 – Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a ocorrência de morte lítica das células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos brancos (A)
gonadal, (B) subcutâneo, (C) inguinal e (D) tecido adiposo marrom foram investigadas
quanto à ocorrência de morte lítica Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=8). Resultados referentes a uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), as diferenças
entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#)
e e as diferenças em relação ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrão ($). O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos)
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Figura 32 – Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre ocorrência de morte apoptótica das células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos brancos (A)
gonadal, (B) subcutâneo, (C) inguinal e (D) tecido adiposo marrom foram investigadas
quanto à ocorrência de morte apoptótica. Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=8). Resultados referentes a uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*) , as diferenças
entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#)
e e as diferenças em relação ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrão ($) O emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos).

5.2.3 Impacto de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a biogênese de corpúsculo lipídico pelas células 4T1

Considerando a relevância das organelas corpúsculo lipídico para a fisiologia celular,
avaliou-se o processo de biogênese de corpúsculo lipídico das células estimuladas com os
produtos de secreção dos depósitos de tecido adiposo branco inguinal e marrom. As moléculas
secretadas pelo tecido adiposo branco inguinal de animais em jejum intermitente induziram
maior biogênese de CL quando comparado às condições de dieta padrão (indução intermediária)
e dieta de cafeteria (ausência de indução, comparável ao não-estimulado (UNS)) (figura 33A).
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Os produtos de secreção do tecido adiposo marrom de camundongos em jejum intermitente
também induziram maior produção dessas organelas lipídicas contrastando-se com os produtos de
secreção do tecido adiposo de animais alimentados com itens de cafeteria (figura 33B). Portanto,
a prática do jejum intermitente favoreceu com que os depósitos de tecidos adiposos branco
inguinal e marrom induzissem maior biogênese de CL em células 4T1 quando comparado à
condição da dieta de cafeteria.

Figura 33 – Impacto de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a biogênese de corpúsculo lipídico pelas células 4T1.
Células 4T1 foram avaliadas quanto à biogênese de corpúsculo lipídico após estímulo
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 biológica. As diferenças estatísticas entre os grupos e seus respectivos
controles foi representada com asteriscos (*), as diferenças entre grupos que não são
controles respectivos foi representado com jogo da velha (#) e as diferenças em relação
ao controle do meio condicionado (CM) foi representada com o cifrão ($). O emprego
dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e
p<0,001 (três símbolos).
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5.2.4 Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre secreção de citocinas pelas células 4T1

Considerando a relevância dos tecidos adiposos na imunidade sistêmica, avaliamos a
influência dos produtos de secreção destes sobre os níveis 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 níveis da citocina
pró-tumoral e pró-caquética IL-6 comparado aos produtos de secreção de gWAT de camundongos
em dieta padrão. O mesmo efeito foi detectado quando tratamos células com os produtos de
secreção do tecido adiposo branco inguinal (figura 34B). Células estimuladas com o produto
de secreção do tecido adiposo branco subcutâneo derivado de animais em dieta de cafeteria
apresentaram menor secreção de IL-6 quando comparado aos produtos secretados por scWAT de
animais em dieta padrão (figura 34C). Já quando as células 4T1 foram tratadas com moléculas
secretadas pelo tecido marrom de camundongos em dieta de cafeteria, houve maior secreção de
IL-6 comparando com células estimuladas com o produto de secreção de BAT de camundongos
em dieta padrão 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 secreção da citocina pró-inflamatória IL-1β
pelas células 4T1 quando comparado ao tratamento com os produtos secretados por gWAT de
camundongos em dieta de cafeteria.5Os sobrenadantes de interação dos tecidos adiposos brancos
subcutâneo e inguinal (figuras 35B e C) de animais em jejum intermitente e do tecido adiposo
marrom desses camundongos não modularam a secreção de IL-1β 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 padrão.

Células 4T1 estimuladas com os produtos de secreção dos tecidos adiposos brancos
gonadal, subcutâneo e inguinal e do tecido adiposo marrom não apresentaram modulação
diferencial dependente da dieta da secreção das citocinas TNF-α, IL-10 e TGF-β (figuras 36, 37
e 38). Portanto, as moléculas liberadas pelos tecidos adiposos brancos gonadal e inguinal de
animais em jejum intermitente diminuem as secreção de IL-6 pelas células 4T1 e os produtos de
secreção do tecido adiposo de animais em dieta de cafeteria aumenta a liberação de IL-6 por
essas células neoplásicas. Além disso, o tecido adiposo gonadal de animais em jejum intermitente
levam a maior secreção de IL-1β pelas células 4T1.
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Figura 34 – Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secreção de IL-6 pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos foram
investigadas quanto à secreção de IL-6. Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as diferenças
entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#),
as diferenças em relação ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrão ($) e as diferenças entre a dosagem do sobrenadante antes do estímulo da
4T1 (Sup.) e após o tratamento das células foi representado com &. O emprego dos
símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e
p<0,001 (três símbolos).
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Figura 35 – Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secreção de IL-1β pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos foram
investigadas quanto à secreção de IL-1β. Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as diferenças
entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#),
as diferenças em relação ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrão ($) e as diferenças entre a dosagem do sobrenadante antes do estímulo da
4T1 (Sup.) e após o tratamento das células foi representado com &. O emprego dos
símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e
p<0,001 (três símbolos).
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Figura 36 – Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secreção de TNF-α pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos foram
investigadas quanto à secreção de TNF-α. Cada grupo experimental possuia oito
animais (N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas
entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as
diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo
da velha (#), as diferenças em relação ao controle do meio condicionado (CM) foi
representada com o cifrão ($) e as diferenças entre a dosagem do sobrenadante antes
do estímulo da 4T1 (Sup.) e após o tratamento das células foi representado com &. O
emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois
símbolos) e p<0,001 (três símbolos
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Figura 37 – Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secreção de IL-10 pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos foram
investigadas quanto à secreção de IL-10. Cada grupo experimental possuia oito animais
(N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas entre os
grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as diferenças
entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo da velha (#),
as diferenças em relação ao controle do meio condicionado (CM) foi representada
com o cifrão ($) e as diferenças entre a dosagem do sobrenadante antes do estímulo da
4T1 (Sup.) e após o tratamento das células foi representado com &. O emprego dos
símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e
p<0,001 (três símbolos).
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Figura 38 – Efeito de moléculas secretadas por tecidos adiposos modulados pelas diferentes
dietas sobre a secreção de TGF-β pelas células 4T1.
Células 4T1 estimuladas com produtos de secreção de tecidos adiposos foram
investigadas quanto à secreção de TGF-β. Cada grupo experimental possuia oito
animais (N=8). Resultados referentes à uma réplica biológica. As diferenças estatísticas
entre os grupos e seus respectivos controles foi representada com asteriscos (*), e as
diferenças entre grupos que não são controles respectivos foi representado com jogo
da velha (#), as diferenças em relação ao controle do meio condicionado (CM) foi
representada com o cifrão ($) e as diferenças entre a dosagem do sobrenadante antes
do estímulo da 4T1 (Sup.) e após o tratamento das células foi representado com &. O
emprego dos símbolos seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois
símbolos) e p<0,001 (três símbolos).
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5.3 Análise da microbiota intestinal a partir de amostras fecais dos camundongos

5.3.1 Avaliação dos efeitos do jejum intermitente, da dieta de cafeteria e do câncer 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, nós analisamos a diversidade beta utilizando análise de coordenadas
principais (Principal Coordinate analysis – PCoA). Como ilustrado pelos três clusteres distintos,
as três dietas (deitas padrão e de cafeteria e jejum intermitente) na ausência do câncer associam-
se à microbiomas intestinais dissimilares quando considera-se a diversidade beta. Quando
avalia-se o efeito do câncer sobre a diversidade beta do microbioma intestinal de camundongos
BALB/c fêmeas alimentados com dieta padrão (AIN-93) verificamos grande similaridade (SDCA-
e SDCA+). Um perfil parecido é verificado quando se investiga esse parâmetro ecológico
comparando os grupos alimentados com itens de cafeteria na presença e ausência do câncer de
mama triplo-negativo (CAFCA- e CAFCA+). Já quando analisamos os grupos submetidos ao
jejum intermitente, afetados ou não pelo câncer de mama (IFCA- e IFCA+), eles são dissimilares,
sugerindo que a presença do tumor associa-se a perfis distintos do microbioma intestinal de
animais submetidos a esse padrão alimentar. Assim como detectado nas amostras derivadas de
animais submetidos às três dietas sem o câncer de mama, a diversidade beta do microbioma
intestinal de animais nas três dietas na presença da neoplasia mamária associa-se a três clusteres
distintos, sugerindo que as dietas são preponderantes ao câncer quando considera-se os dados de
diversidade beta obtidos (figura 39).
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Figura 39 – Impacto das dietas e do câncer de mama triplo-negativo sobre a diversidade do
microbioma intestinal.
Vermelho: dieta padrão sem câncer. Azul: dieta padrão. Laranja: Jejum intermitente
sem câncer. Verde: Jejum intermitente com câncer. Roxo: dieta de cafeteria sem câncer.
Azul: dieta de cafeteria com câncer. Cada grupo experimental possuiu oito animais
(N=8). Resultados referentes a uma réplica biológica

5.3.2 Análise dos efeitos do jejum intermitente, da dieta de cafeteria e do câncer de mama
triplo-negativo sobre a composição do microbioma intestinal

Visando investigar os impactos do jejum intermitente e da dieta de cafeteria sobre a
composição do microbioma intestinal dos camundongos analisados, nós avaliamos a abundância
relativa de diversos táxons à nível de filo e gênero. Camundongos submetidos ao jejum intermitente
sem a presença do câncer (IFCA-) apresentaram aumento da abundância relativa de bactérias do
filo Firmicutes quando comparado aos grupos submetidos às dieta padrão (SDCA-) e de cafeteria
(CAFCA-), ambos sem câncer. Camundongos em dieta padrão apresentaram menor diminuição
de bactérias do gênero Firmicutes quando comparado a animais CAFCA-. Animais submetidos à
dieta padrão afetados pelo câncer (SDCA+) não apresentaram alterações da abundância relativa
de bactérias do filo Firmicutes quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer (SDCA-).
Roedores submetidos ao jejum intermitente com câncer (IFCA+) não se associaram a alterações
da abundância relativa de integrantes do filo Firmicutes quando comparado ao seu controle
respectivo sem câncer (IFCA-). Camundongos alimentos com dieta de cafeteria acometidos
pelo câncer (CAFCA+) também não apresentaram alterações nos níveis de bactérias do filo
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Firmicutes quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer (CAFCA-). Animais em
jejum intermitente afetados pelo câncer (IFCA+) apresentam aumento de bactérias pertencentes
ao filo Firmicutes quando comparado aos grupos submetidos à dieta padrão (SDCA+) e de
cafeteria (CAFCA+), ambos com câncer (figura 40).

Figura 40 – Impacto das dietas e do câncer de mama triplo-negativo sobre a abundância
relativa de Firmicutes.
Avaliação da abundância relativa após normalização (dados de séries temporais) de
bactérias do filo Firmicutes. Cada grupo experimental
possuiu oito animais (N=8). As diferenças estatísticas entre grupos que não são
controles respectivos foi representado com jogo da velha (#). O emprego do símbolo
seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001
(três símbolos). Resultados referentes à uma réplica biológica.

Um dos gêneros pertencentes à Firmicutes modulados pelas condições experimentais foi
Enterococcus. Animais submetidos à dieta padrão sem câncer (SDCA-) apresentaram diminuição
de bactérias do gênero Enterococcus quando comparado a animais submetidos ao jejum sem
câncer (IFCA-) e apresentaram aumento comparando-se ao grupos dieta de cafeteria sem câncer
(CAFCA-). Camudongos em jejum sem câncer (IFCA-) apresentaram aumento de Enterococcus
spp. quando contrastando com animais em dieta de cafeteria sem a neoplasia (CAFCA-).
Camundongos submetidos à dieta padrão com câncer (SDCA+) apresentaram menor aumento
de bactérias do gênero Enterococcus quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer
(SDCA-). Animais em jejum intermitente com câncer (IFCA+) também se associaram a menor
aumento de componentes do gênero Enterococcus quando comparado ao seu controle respectivo
sem câncer (IFCA-). Roedores submetidos à dieta de cafeteria na presença do câncer (CAFCA+)
não apresentaram alterações da abundância relativa de bactérias do gênero Enterococcus quando
comparado ao seu controle respectivo sem câncer (CAFCA-). Camundongos em jejum com
câncer (IFCA+) apresentaram aumento dos níveis de bactérias do gênero Enterococcus quando
comparado aos grupos submetidos à dieta padrão (SDCA+) e de cafeteria (CAFCA+), ambos
não afetados pelo câncer (figura 41).
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Figura 41 – Impacto das dietas e do câncer de mama triplo-negativo sobre a abundância
relativa de Enterococcus spp.
Avaliação da abundância relativa após normalização (dados de séries temporais) de
bactérias Enterococcus spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferenças estatísticas entre grupos que não são controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do símbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos). Resultados referentes à
uma réplica biológica.

A abundância relativa de Lactobacillus spp. também foi influenciada pelas dietas e pelo
tumor. Animais submetidos ao jejum intermitente sem a presença do câncer (IFCA-) apresentaram
aumento da abundância relativa de bactérias do gênero Lactobacillus quando comparado aos
grupos submetidos às dieta padrão (SDCA-) e de cafeteria (CAFCA-), ambos sem câncer.
Camundongos em dieta padrão na ausência do câncer não apresentaram alterações nos níveis de
bactérias do gênero Lactobacillus quando comparado a animais CAFCA-. Roedores alimentados
com a dieta padrão afetados pelo câncer (SDCA+) apresentaram aumento de bactérias do gênero
Lactobacillus quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer (SDCA-). Animais
submetidos ao jejum intermitente acometidos pelo câncer (IFCA+) não apresentaram alterações
dos níveis de bactérias Lactobacillus spp. quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer
(IFCA-). Camundongos expostos à dieta de cafeteria não apresentaram alterações da abundância
relativa de bactérias do gênero Lactobacillus quando comparado ao seu controle respectivo
sem câncer (CAFCA-). Animais alimentados com dieta padrão com câncer (SDCA+) não
apresentaram alterações nos níveis de componentes do gênero Lactobacillus quando comparado
a animais submetidos ao jejum com câncer (IFCA+), mas apresentaram quando contrastado com
o grupo dieta de cafeteria com câncer câncer (CAFCA+). Camundongos em jejum intermitente
afetados pelo câncer (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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Figura 42 – Impacto das dietas e do câncer de mama triplo-negativo sobre a abundância
relativa de Lactobacillus spp.
Avaliação da abundância relativa após normalização (dados de séries temporais) de
bactérias Lactobacillus spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferenças estatísticas entre grupos que não são controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do símbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos). Resultados referentes à
uma réplica biológica.

Assim como bactérias dos gêneros Enterococcus e Lactobacillus, Roseburia spp. também
pertence ao filo Firmicutes e foi modulada pelas condições experimentais avaliadas. A abundância
relativa de bactérias do gênero Roseburia não foi modulada comparando as três dietas (dieta
padrão, jejum intermitente e dieta de cafeteria) na ausência do câncer de mama triplo-negativo.
Animais submetidos à dieta padrão com câncer (SDCA+) não apresentaram alterações dos
níveis de bactérias do gênero Roseburia quando comparado ao seu controle respectivo sem
câncer (SDCA-). Camundongos submetidos ao jejum intermitente com câncer (IFCA+) não
apresentaram modulações da abundância relativa de bactérias do gênero Roseburia quando
comparado ao seu controle respectivo sem câncer (IFCA-). Roedores submetidos à dieta de
cafeteria com câncer (CAFCA+) apresentaram aumento de componentes do gênero Roseburia
quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer (CAFCA-). Animais em jejum com
câncer (IFCA+) apresentam aumento da abundância relativa de bactérias do gênero Roseburia
quando comparado aos grupos submetidos à dieta padrão (SDCA+) e de cafeteria (CAFCA+),
ambos sem câncer. Camundongos em dieta padrão com câncer (SDCA+) não apresentaram
alterações dos níveis desse procarioto quando comparado aos animais em dieta de cafeteria
(CAFCA+) (figura 43).
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Figura 43 – Impacto das dietas e do câncer de mama triplo-negativo sobre a abundância
relativa de Roseburia spp.
Avaliação da abundância relativa após normalização (dados de séries temporais) de
bactérias Roseburia spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferenças estatísticas entre grupos que não são controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do símbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos). Resultados referentes à
uma réplica biológica.

Outro filo extremamente abundante, Bacteroidetes também foi alterado nos diferentes
grupos desse trabalho. Animais em dieta de cafeteria sem câncer (CAFCA-) apresentaram
aumento de bactérias do filo Bacteroidetes quando comparado aos grupos submetidos à dieta
padrão (SDCA-) e ao jejum intermitente (IFCA-), ambos sem câncer. Camundongos em dieta
padrão apresentaram menor diminuição de Bacteroidetes quando comparado a animais IFCA-.
Roedores alimentados com a dieta padrão afetados pelo câncer (SDCA+) não apresentaram
alterações da abundância relativa de bactérias do filo Bacteroidetes quando comparado ao seu
controle respectivo sem câncer (SDCA-). Animais submetidos ao jejum intermitente acometidos
pelo câncer (IFCA+) não apresentaram alterações dos níveis de bactérias do filo Bacteroidetes
quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer (IFCA-). Camundongos submetidos
à dieta de cafeteria acometidos pelo câncer (CAFCA+) apresentaram aumento de bactérias
do filo Bacteroidetes quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer (CAFCA-).
Animais submetidos à dieta de cafeteria com câncer (CAFCA+) apresentaram aumento de
bactérias do filo Bacteroidetes quando comparado aos animais em dieta padrão (SDCA+) e jejum
intermitente (IFCA+), ambos grupos com câncer. Camundongos pertencentes ao grupo IFCA+
não apresentaram alteração de Bacteroidetes quando comparado a animais submetidos à dieta
padrão com câncer (SDCA+) (figura 44).
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Figura 44 – Impacto das dietas e do câncer de mama triplo-negativo sobre a abundância
relativa de Bacteroidetes.
Avaliação da abundância relativa após normalização (dados de séries temporais)
de bactérias do filo Bacteroidetes. Cada grupo experimental possuiu oito animais
(N=8). As diferenças estatísticas entre grupos que não são controles respectivos foi
representado com jogo da velha (#). O emprego do símbolo seguiu a seguinte regra:
p<0,05 (um símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos). Resultados
referentes à uma réplica biológica.

Membro do filo Bacteroidetes, a abundância relativa de Alistipes spp. também foi alterada
dependendo da dieta e da presença ou ausência do câncer de mama triplo-negativo. Animais
submetidos à dieta de cafeteria com câncer (CAFCA+) apresentaram aumento da abundância
relativa de bactérias do gênero Alistipes quando comparado aos camundongos em dieta padrão
(SDCA+) e em jejum intermitente (IFCA+), ambos afetados pela neoplasia. Camundongos
do grupo IFCA+ não apresentaram alterações de Alistipes spp. quando contrastado a animais
submetidos à dieta padrão com câncer (SDCA+). Animais alimentados com dieta padrão com
câncer (SDCA+) não apresentaram alterações dos níveis de integrantes do gênero Alistipes
quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer (SDCA-). Roedores submetidos ao
jejum intermitente afetados pelo câncer (IFCA+) não apresentaram alterações da abundância
relativa de bactérias do gênero Alistipes quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer
(IFCA-). Animais em dieta de cafeteria com câncer (CAFCA+) não apresentaram alterações dos
níveis bactérias do gênero Alistipes quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer
(CAFCA-). Roedores submetidos à dieta de cafeteria com câncer (CAFCA+) apresentaram
aumento de bactérias do gênero Alistipes quando comparado aos animais em dieta padrão
(SDCA+) e jejum intermitente (IFCA+), ambos acometidos pelo câncer. Camundongos do grupo
IFCA+ não apresentaram alteração de Alistipes spp. quando comparado a animais submetidos à
dieta padrão com câncer (SDCA+) (figura 45).
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Figura 45 – Impacto das dietas e do câncer de mama triplo-negativo sobre a abundância
relativa de Alistipes spp.
Avaliação da abundância relativa após normalização (dados de séries temporais) de
bactérias Alistipes spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferenças estatísticas entre grupos que não são controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do símbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos). Resultados referentes à
uma réplica biológica.

Também pertencente ao filo Bacteroidetess, o gênero Bacteroides também foi avaliado
no presente estudo. A abundância relativa de bactérias do gênero Bacteroides não foi modulada
comparando as três dietas (dieta padrão, jejum intermitente e dieta de cafeteria) na ausência do
câncer de mama triplo-negativo. Animais submetidos à dieta padrão com câncer (SDCA+) não
apresentaram alterações do níveis de bactérias do gênero Bacteroides quando comparado ao
seu controle respectivo sem câncer (SDCA-). A ausência de modulação da abundância relativa
de Bacteroides spp. também foi detectada quando se contrasta camundongos submetidos ao
jejum intermitente com câncer (IFCA+) ao seu controle respectivo sem câncer (IFCA-) e quando
compara-se roedores alimentados com dieta de cafeteria com câncer (CAFCA+) aos animais
pertencentes ao grupo CAFCA-. Animais em jejum intermitente afetados pelo câncer (IFCA+)
apresentaram diminuição de bactérias do gênero Bacteroides quando comparado aos grupos
submetidos à dieta padrão (SDCA+) e de cafeteria (CAFCA+), ambos sem câncer. Camundongos
em dieta padrão com câncer (SDCA+) não apresentaram alteração 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 câncer de mama triplo-negativo sobre a abundância
relativa de Bacteroides spp.
Avaliação da abundância relativa após normalização (dados de séries temporais) de
bactérias Bacteroides spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferenças estatísticas entre grupos que não são controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do símbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos). Resultados referentes à
uma réplica biológica.

Já o gênero Desulfovibrio é um membro do filo Desulfobacterota. Camundongos
alimentados com a dieta de cafeteria na ausência do câncer (CAFCA-) apresentaram aumento da
abundância relativa de bactérias do gênero Desulfovibrio quando comparado aos grupos
submetidos à dieta padrão (SDCA-) e ao jejum intermitente (IFCA-), ambos sem câncer.
Camundongos em dieta padrão sem câncer não apresentaram alterações nos níveis de
Desulfovibrio quando comparado a animais do grupo IFCA-. Animais submetidos à dieta padrão
afetados pelo câncer (SDCA+) não apresentaram alterações da abundância relativa de bactérias
do gênero Desulfovibrio quando comparado ao seu controle respectivo sem câncer (SDCA-).
Roedores submetidos ao jejum intermitente com câncer (IFCA+) também não se associaram a
modulações dos níveis desses procariotos quando comparado ao seu controle respectivo sem
câncer (IFCA-). Camundongos alimentos com dieta de cafeteria afetados pelo câncer (CAFCA+)
apresentaram diminuição da abundância relativa de Desulfovibrio spp. quando comparado ao seu
controle respectivo com câncer (CAFCA-). Animais alimentados com a dieta padrão afetados
pelo câncer de mama triplo-negativo (SDCA+) não apresentaram alterações dos níveis de
componentes do gênero Desulfobacteria quando comparados a camundongos em dieta de
cafeteria com câncer (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 câncer de mama triplo-negativo sobre a abundância
relativa de Desulfovibrio spp.
Avaliação da abundância relativa após normalização (dados de séries temporais) de
bactérias Desulfovibrio spp. Cada grupo experimental possuiu oito animais (N=8). As
diferenças estatísticas entre grupos que não são controles respectivos foi representado
com jogo da velha (#). O emprego do símbolo seguiu a seguinte regra: p<0,05 (um
símbolo), p<0,01 (dois símbolos) e p<0,001 (três símbolos). Resultados referentes à
uma réplica biológica.

5.3.3 Análise dos efeitos do jejum intermitente, da dieta de cafeteria e do câncer de mama
triplo-negativo sobre a diversidade metabólica do microbioma intestinal

A fim de se avaliar o efeito do jejum intermitente e da dieta de cafeteria na presença e
ausência da malignidade mamária triplo-negativa sobre a diversidade metabólica do microbioma
intestinal dos animais investigados, nós conduzimos uma análise de enriquecimento de vias
metabólicas, como ilustrado pelas figuras 48 e 49. Detectamos que camundongos submetidos ao
jejum intermitente apresentaram aumento de mais de 40 vias metabólicas associadas à microbiota
intestinal quando comparado a todos os outros grupos experimentais, incluindo diversas vias de
biossíntese de nucleotídeo, de acetato e lactato, além de vias de biossíntese de peptidoglicana.
Verificamos que todas essas vias foram reduzidas nos roedores em jejum intermitente afetados
pelo câncer. Todas as 40 vias que estão 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 ocorrência de redução da diversidade metabólica do microbioma
intestinal nesse grupo. A presença do câncer de mama triplo-negativo também se associou à
redução da diversidade metabólica do microbioma quando se comparou com seus respectivos
controles sem o câncer.
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6 Discussão

No presente estudo, avaliamos a influência do jejum intermitente e da dieta de cafeteria
na progressão do câncer de mama triplo-negativo e caracterizamos a modulação dos tecidos
adiposos e da microbiota intestinal nesse contexto. Diversos estudos avaliando o efeito de
dietas obesogênicas em roedores vêm empregando a dieta hiperlipídica (High-fat diet - HFD)
(Speakman, 2019). No entanto, a HFD não simula precisamente a dieta ocidental por não
incluir alguns nutrientes consumidos por humanos e por se associar a uma menor disfunção
vascular quando comparado à 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 período mais curto que a HFD (Zeeni et al., 2015).

Sabe-se que a dieta de cafeteria é extremamente inflamatória (Sampey et al., 2011).
Estudos com roedores sugerem que a dieta de cafeteria se associa à inflamação no fígado e em
depósitos adiposos, leva às disfunções metabólicas (Sampey et al., 2011) e vascular (Lang et al.,
2019) e altera o comportamento alimentar desses animais, favorecendo a ocorrência da hiperfagia
(Lalanza and Snoeren, 2021).

No presente estudo, mostramos que os animais alimentados com itens de cafeteria, tanto
sem câncer como com tumor de mama, apresentaram aumento do peso corpóreo, da massa de
depósitos adiposos brancos, da esteatose hepática e dos níveis de colesterol circulantes quando
contrasta-se com os outros dois grupos (SD e IF). Ademais, demonstramos que camundongos
submetidos à dieta de cafeteria apresentaram alterações morfológicas nos tecidos adiposos branco
inguinal e marrom indicativas de branqueamento. Considerando as alterações aqui descritas, as
quais comumente se associam ao fenótipo 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 redução do peso, modificações morfológicas que sugerem a ocorrência
de amarronzamento do tecido adiposo branco inguinal e redução do acúmulo de lipídeos no
fígado. Análises futuras avaliando marcadores de amarronzamento do tecido adiposo branco
(UCP1, PGC-1α, CIDEA, PRDM16, PPARγ) e de processos inflamatórios que corroborem com
o fenótipo do branqueamento enriquecerão o presente trabalho. Com base nos nossos achados,
sugerimos que o modelo de jejum foi ao encontro com outros estudos que empregaram esse
padrão alimentar (Li et al., 2017)(I. Ikeda et al., 2014). Ressaltamos que o jejum intermitente
também se associou a alterações morfológicas no tecido adiposo marrom dos animais, as quais
se assemelharam às detectadas por Fernández e outros em um modelo de rato (Fernández et al.,
2021). Análises adicionais de marcadores de função do tecido adiposo marrom e termogênese,
incluindo UCP1 serão conduzidas a fim de se determinar o efeito da prática do jejum em dias
alternados no tecido adiposo marrom de camundongos BALB/c.
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A ocorrência de inflamação correlaciona-se com todos os estágios de desenvolvimento
de diversos tipos de câncer, como o câncer de mama, influenciando desde a iniciação até a
metástase da neoplasia (Grivennikov et al., 2010) (Crusz & Balkwill, 2015). Ademais, é sabido
que o tumor de mama triplo-negativo induzido por 4T1 associa-se ao aumento de processos
inflamatórios em animais acometidos com esse câncer (Madera et al., 2015) (duPre’ & Hunter,
2007). A célula 4T1 é hoje bem estabelecida como um modelo experimental animal de tumor
mamário (Pulaski et al., 2000). No presente estudo, mostramos que a maioria dos animais
inoculados com essas células desenvolveram tumores macroscópicos associados à ocorrência
de metástase hepática e apresentaram aumento do número de células imunológicas circulantes,
elevação do volume plaquetário e da percentagem de plaquetas gigantes, bem como elevação da
massa esplênica. Considerando esses achados, sugerimos que estes camundongos apresentaram
alterações inflamatórias a nível sistêmico, especialmente os animais em dieta de cafeteria, os
quais mostraram aumento do volume médio das plaquetas quando comparado às outras duas
condições de dieta em animais acometidos pelo câncer de mama.

duPre’ e Hunter demonstraram que a inoculação de células de câncer de mama triplo-
negativo 4T1 em camundongos BALB/c fêmeas leva ocorrência de esplenomegalia associada à
granulocitose (duPre’ & Hunter, 2007). Verificamos no presente trabalho que esses fenômenos
são modulados pelas dietas às quais o roedor é submetido: animais submetidos à 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 câncer de mama mediado pela 4T1 não induziu granulocitose nos roedores
submetidos ao jejum em dias alternados, indicando que essa dieta pode ter um efeito protetor
contra os efeitos inflamatórios característicos do aumento dos níveis de granulócitos na circulação.

Neste trabalho, sugerimos que o câncer 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 elevação na percentagem de plaquetas gigantes no plasma desses animais. Sabe-se
que as plaquetas possuem função central nos processos de progressão e metástase de tumores
(Mezouar et al., 2016). O volume médio das plaquetas, medida comumente empregada para se
avaliar o tamanho dos trombócitos, é um indicador de ativação desses elementos (Gasparyan
et al., 2011). Alterações no volume médio das plaquetas foi descrito em tumores de estômago,
pulmão, ovário e no câncer de mama (Gasparyan et al., 2011). Ademais, o volume plaquetário
médio é considerado um importante marcador de inflamação em diversas doenças inflamatórias
(Kapsoritakis et al., 2001) (Yazici et al., 2010) (Kisacik et al., 2008). Considerando que os
trombócitos interagem com leucócitos e secretam mediadores pro-inflamatórios quando ativados
(Margraf & Zarbock, 2019), nós hipotetizamos que o aumento do volume desses elementos pode
contribuir para o fenótipo inflamatório dos animais acometidos pelo tumor de mama. Análises
do perfil de mediadores do plasma dos animais, como citocinas, eicosanoides e adipocinas, serão
conduzidas a fim de avaliar nossa hipótese.



Capítulo 6. Discussão 97

Nós detectamos que os tumores primários formados nos animais em dieta de cafeteria
apresentaram maior massa, volume, potencial proliferativo e capacidade metastática quando
comparado aos grupos de dieta padrão e em jejum intermitente. Já analisando-se os tumores
formados no grupo impactado pelo câncer de mama que foi submetido ao jejum intermitente,
verificamos menor massa, volume, potencial proliferativo e capacidade metastática quando
contrasta-se com animais em dieta de cafeteria. Além disso, detectamos que dois animais desse
grupo, que foram transplantados com células neoplásicas mamárias, não apresentaram formação
de tumores macroscópicos, sugerindo que o jejum impactou na iniciação tumoral nesses animais.
Esses achados indicam que a dieta de cafeteria e o jejum intermitente se associam a efeitos
distintos sobre parâmetros do tumor primário e ocorrência de metástase hepática em camundongos
acometidos pelo tumor de mama mediado por 4T1.

Um estudo conduzido por Lee e colaboradores indicou que a prática do jejum intermitente
por camundongos por períodos que variaram entre 48 a 60 h associou-se à diminuição da massa
de tumores (C. Lee et al., 2012). No presente estudo, não verificamos alteração na massa tumoral
dos animais em jejum intermitente quando comparado a camundongos em dieta padrão, mas
detectamos que a prática do jejum alterou parâmetros do neoplasma que pode se associar a um
melhor prognóstico, como a ocorrência a redução do número de eventos metastáticos para o
fígado. Estimulamos análises futuras investigando a relação entre o período de duração do jejum
e a intensidade da metástase hepática.

Detectamos também que todas as condições afetadas pelo câncer de mama triplo-negativo
apresentaram aumento de esteatose hepática em camundongos em dietas padrão e de cafeteria,
intermitente indicando a ocorrência de inflamação no fígado dos animais. Verificamos que
não 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 lipídeos
hepáticos apresenta ação protetora contra a ocorrência de esteatose hepática mediada pela 4T1.
Considerando a íntima relação entre processos inflamatórios hepáticos e a ativação de vias de
lipogênese, análises futuras incluirão quantificação dos níveis de mediadores inflamatórios dos
tecidos hepáticos dos animais investigados, incluindo TNF-α e IL-1β.

Considerando que as dietas e o câncer de mama associaram-se a diferentes características
histológicas hepáticas e que o fígado é um órgão central no metabolismo lipídico, participando
de diversos estágios da síntese e transporte lipídico, avaliamos o perfil lipídico plasmático dos
animais. Detectamos neste estudo que o tumor de mama leva à diminuição de colesterol total em
todos animais. Sugerimos que os níveis alterados de colesterol total no plasma dos camundongos
acometidos pelo tumor mamário associa-se ao consumo dessas moléculas por células neoplásicas
para geração de oxisterois, metabólitos com ação imunossupressora que impactam na ocorrência
de metástase (Huang et al., 2020).

Neste estudo, descrevemos que o tumor de mama triplo-negativo induzido por células
4T1 leva à ocorrência de processos inflamatórios no tecido adiposo marrom de camundongos
BALB/c fêmeas, eventos que podem afetar a progressão do tumor de mama. O tecido adiposo
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marrom derivado de animais com câncer apresentou elevação dos níveis de TNF-α, mediador
clássico da inflamação que impacta diretamente na sensibilidade à insulina tecidual (Akash
et al., 2018). Já quando avaliamos IL-6 no tecido adiposo marrom do animais, mediador
classicamente pró-tumoral e pró-caquético (Han et al., 2018), esta se mostrou aumentada apenas
no grupo de camundongos em dieta de cafeteria impactados pelo câncer. A análise histológica do
tecido adiposo marrom desses animais apresentou alterações morfológicas que podem sugerir a
ocorrência de dano tecidual e fibrose nesse tecido, indicativo de atividade inflamatória. Esses
achados sugerem que tumores de mama formados por 4T1 levam à disrupção da homeostase
de células imununológicas que compoem o tecido adiposo marrom, uma vez que são estas as
células que mais contribuem nos níveis de citocinas teciduais (Lu et al., 2019). Analisaremos
os níveis de marcadores de lipogênese, lipólise e termogênese nos tecidos adiposos marrons
a fim de se confirmar a ocorrência de inflamação e determinar o impacto desta na função do
tecidos. Já quando avaliamos o tecido adiposo marrom dos animais com câncer, detectamos maior
presença de adipócitos apresentando grandes gotículas de gordura e de células imunológicas
comprando-se com seus respectivos controles sem câncer, também indicando a ocorrência de
processos inflamatórios neste tecido. A análise dos marcadores citados também será crucial para
se entender os efeitos da prática do jejum intermitente sobre o fenótipo do tecido adiposo marrom
na presença do câncer de mama triplo-negativo.

O presente trabalho foi o primeiro a descrever que o câncer de mama triplo-negativo
mediado por células 4T1 induz processos inflamatórios em depósitos adiposos de camundongos.
Encorajamos fortemente que esforços futuros estabeleçam mecanismos pelos quais esse tumor
mamário influencia a inflamação de tecidos adiposos. E acreditamos que, a fim de se compreender
como o câncer de mama influencia o estado inflamatório dos tecidos adiposos nas diferentes
dietas, é necessário buscar entender como esses tecidos, impactados pelas distintas dietas, afetam
o tumor. Para isso, avaliamos o impacto de moléculas secretadas por depósitos de tecido adiposo
de camundongos fêmeas sobre parâmetros carcinogênicos de células de câncer de mama murino
4T1.

Buscando avaliar se os produtos de secreção dos depósitos adiposos influenciaram
parâmetros carcinogênicos das células de câncer de mama triplo-negativo 4T1, analisamos
proliferação, perfil de morte celular, biogênese de corpúsculo lipídico e secreção de citocinas
por essas células neoplásicas e observamos que esses depósitos adiposos não influenciaram a
proliferação dessas células, mas afetou o perfil de morte celular, a biogênese de corpúsculo
lipídico e o padrão de secreção de citocinas. Nós mostramos que moléculas derivadas do tecido
adiposo marrom induzem maior porcentagem de morte lítica em células 4T1 quando comparado
aos depósitos de tecido adiposo branco. A morte celular lítica associa-se a liberação de moléculas,
que são reconhecidas por células imunológicas via receptores de reconhecimento de padrões
moleculares (Galluzzi et al., 2018)(Garg et al., 2015). Considerando que a inflamação apresenta
papel dúbio no contexto do câncer de mama, análises adicionais serão importantes para se
determinar o impacto da indução de mortes líticas pelo tecido adiposo marrom.
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Moléculas secretadas pelo tecido adiposo marrom também se associaram à maior indução
de morte apoptótica de células 4T1 quando comparado com depósitos adiposo brancos, o que
sugere que o tecido adiposo marrom pode apresentar maior ação anti-tumoral em camundongos
comparando-se aos outros depósitos adiposos. Descrevemos que o jejum intermitente é associado
a um perfil mais pró-apoptótico do tecido adiposo marrom e a dieta de cafeteria correlaciona com
menor indução de apoptose em células 4T1 quando comparados aoS produtos de secreção do
tecido oriundo de animais em dieta padrão. Avaliando também os efeitos do produto de secreção
do tecido adiposo branco inguinal de animais em dieta de cafeteria sobre células 4T1 verificamos
que este não induziu citotoxicidade sobre essas células. Diversos fármacos em investigação
que favorecem a ocorrência de regressão tumoral induzem apoptose em células neoplásicas
(Carneiro & El-Deiry, 2020). Nós hipotetizamos, com base nos achados referentes à morte celular
apoptótica de células 4T1, que moléculas derivadas do tecido adiposo marrom de animais em
jejum intermitente podem favorecer regressão tumoral e melhor prognóstico. O presente estudo
será enriquecido com ensaios de sobrevida dos animais nas diferentes dietas acometidos ou não
pelo câncer de mama.

Verificamos também que as moléculas secretadas pelos depósitos adiposos impactam
diferencialmente sobre a biogênese de CL dessas células. Observamos que estimular células 4T1
com sobrenadante de tecido adiposo marrom de animais em jejum intermitente leva à maior
biogênese 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
secreção do tecido adiposo branco inguinal de animais em jejum também apresentam produção
aumentada dessas organelas lipídicas quando comparado aos outros dois grupos. Considerando
os efeitos das moléculas secretadas pelos tecidos adiposos na indução de morte apoptótica e que
durante situações de estresse celular ocorre elevação da biogênese de CL (Jarc & Petan, 2019),
sugerimos que esse aumento detectado correlaciona com estado de estresse da célula. Análises
de função mitocondrial e produção de espécies reativas serão conduzidas a fim de se melhor
detalhar os efeitos das moléculas derivadas de tecidos adiposos de animais submetidos ao jejum
sobre células de câncer 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 neoplásicas em cada condição. Verificamos que as células de câncer de mama
secretam menos IL-6 quando estimuladas com produtos de secreção de depósitos de tecido
adiposo branco gonadal e inguinal de animais submetidos ao jejum intermitente quando
comparado aos produtos secretados pelos tecidos de animais em dieta padrão. Observamos
também que células tratadas com as moléculas secretadas pelo tecido adiposo marrom de
animais submetidos à dieta de cafeteria secretam maiores níveis de IL-6 quando se contrasta com
células estimuladas com moléculas derivadas de tecidos de animais em dieta padrão e em jejum
intermitente. Presente em níveis elevados em diversos tipos de câncer, inclusive no câncer de
mama (Dethlefsen et al., 2013), a citocina IL-6 é associada à inibição de apoptose (Lin et al.,
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2001)(Jourdan et al., 2003) e ao favorecimento de angiogenênese tumoral (Wei et al., 2003) e de
metástase (Oh et al., 2013) (Zou et al., 2016). Hipotetizamos que os efeitos de moléculas
derivadas dos diferentes depósitos de tecido adiposo influenciados pelos padrões alimentares
afetam as características da neoplasia, já que animais em jejum intermitente apresentaram menor
grau de metástase hepática quando comparado a animais em dieta de cafeteria.

Nossos achados mostram o quão impactantes são os padrões alimentares praticados sobre
a plasticidade funcional do tecido adiposo. Além disso, ressaltam a necessidade de se utilizar a
dieta como possível mecanismo modulador da progressão do câncer de mama triplo-negativo.
Outro fator que é sabidamente influenciável pela dieta é a microbiota intestinal. O gene do RNAr
16S, apesar de ser altamente conservado entre as bactérias, apresentam regiões variáveis que
podem ser exploradas para se distinguir diferentes espécies. O sequenciamento do gene do RNAr
16S é uma técnica amplamente utilizada para análise metagenômica de amostras de microbiota
intestinal por possibilitar a identificação de um número elevado de bactérias, em diferentes níveis
taxonômicos (Bukin et al., 2019). Utilizando o sequenciamento do gene do RNAr 16S, nós
descrevemos que a prática do jejum intermitente em dias alternados e o consumo de itens de
cafeteria modulam a microbiota intestinal de camundongos BALB/c fêmeas afetados pelo câncer
de mama triplo-negativo. Mostramos também que essas alterações são ao nível de diversidade e
de composição dessa comunidade microbiana.

Foley e colaboradores descreveram que o consumo a curto prazo (dias) de nutrientes ricos
em energia e pobres em fibra já é 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 depressão imune da mucosa intestinal e
suprime a imunidade sistêmica dos roedores, favorecendo redução da saúde metabólica de células
T CD4+ e da produção de citocinas (Siracusa et al., 2023). Considerando os impactos de dietas
na microbiota intestinal e no sistema imunológico, analisaremos se os itens de cafeteria utilizados
no presente trabalho também influenciam imunidade de mucosa e sistêmica, avaliando o perfil de
ativação de linfócitos intestinais intraepiteliais, da lâmina própria e do soro dos camundongos.

Diversos autores vêm explorando os efeitos do jejum intermitente em modelos murinos
de câncer, incluindo de tumores mamários (Anemoulis et al., 2023). Diversos modelos murinos
de jejum intermitente demonstram que essa dieta se associa a modulação da composição e
diversidade do microbioma intestinal de animais, alterações que podem contribuir para os
benefícios fisiológicos oriundos dessa prática (Li et al., 2017) (Li et al., 2020) (Cignarella et al.,
2018). Dois trabalhos investigaram o impacto do câncer de mama triplo-negativo em animais
alimentados com ração normolipídica ad libitum (Ji et al., 2023) (Hinshaw et al., 2022). No entanto,
nenhum estudo avaliou a composição e a diversidade do microbioma intestinal de camundongos
submetidos ao jejum na presença do câncer de mama triplo-negativo. Ademais, apenas um
trabalho investigou modulações no microbioma intestinal de camundongos alimentados com
dieta de cafeteria e acometidos pelo câncer de mama triplo-negativo (Hossain et al., 2021), mas
o número de amostras analisadas foi pequeno e a dieta empregada não utilizada itens de cafeteria
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consumidos por humanos. Portanto, faz-se necessário avaliar o efeito do jejum intermitente e da
dieta de cafeteria sobre camundongos afetados pela neoplasia mamária triplo-negativa.

Neste estudo, nós detectamos que às três dietas e o câncer de mama triplo-negativo
modulam diferentemente a diversidade do microbioma intestinal. Também verificamos que
às condições experimentais investigadas favorecem a modulação da abundância relativa dos
microorganismos dessa comunidade a nível de filo. Enquanto os grupos submetidos ao jejum
intermitente apresentaram aumento de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, animais em
dieta de cafeteria se associaram à redução dos níveis desses procariotos no microbioma intestinal.
Detectamos que os efeitos das dietas investigadas sobre os níveis de Firmicutes não foram
influenciados pela presença do câncer de mama triplo-negativo. Firmicutes, grupo composto
apenas por bactérias Gram-positivas, é um dos filos mais abundantes da microbiota intestinal
(Magne et al., 2020) (An, Kwon and Kim, 2023) (Chung et al., 2020). Em camundongos, tanto
o jejum intermitente diário como o praticado em dias alternados associa-se ao aumento da
abundância relativa de bactérias do filo Firmicutes (Li et al., 2020)(Li et al., 2017), sendo o
último modelo o empregado neste estudo. Já quando se avalia dietas obesogênicas e obesidade,
estudos com roedores mostram dados controversos, com alguns correlacionando o fenótipo
obeso com o aumento de Firmicutes (Velasquez, 2018) (Jiao et al., 2018) e outros detectando a
diminuição de bactérias pertencentes a esse filo quando no contexto da obesidade (Gual-Grau et
al., 2023)(Del Bas et al., 2018).

Estudos investigando a abundância relativa de integrantes do filo Firmicutes em indivíduos
acometidos por neoplasias mamárias triplo-negativas sugerem que a malignidade se associa
à diminuição 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 sistêmica do hospedeiro via a ação de seus glicoconjugados de membrana
sobre a produção de IL-34 por macrófagos. Essa citocina medeia mecanismos de tolerância e
resistência a agentes infecciosos (Jordan et al., 2023). Análises adicionais serão necessárias
para se compreender se essas bactérias possuem ação similar no contexto do câncer de mama
triplo-negativo.

Nós descrevemos nesse estudo que animais submetidos ao jejum intermitente em dias
alternados, na presença ou ausência do câncer de mama triplo-negativo, apresentam aumento da
abundância relativa de bactérias do gênero Enterococcus, as quais pertencem ao filo Firmicutes.
Esse é o primeiro estudo que descreve alterações da abundância relativa de Enterococcus spp.
como consequência da prática do jejum intermitente. Procariotos do gênero Enterococcus
são células esféricas ou ovoides, ocorrem na natureza sozinhas, em pares ou em cadeias, são
Gram-positivas E são anaeróbicas obrigatórias (catalase-negativas) (Staley, Dunny and Sadowsky,
2014)(García-Solache and Rice, 2019)(Krawczyk et al., 2021). Atualmente, E. faecium, E.
faecalis E E. durans vêm sendo empregadas como probióticos no manejo de doenças respiratórias
E gastrointestinais e no favorecimento da resposta imunológica antitumoral (Taban, Dogan
Halkman and Halkman, 2014). Sabe-se que essas bactérias conseguem produzir a poliamina
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cadaverina, a qual é sintetizada a partir da descarboxilação da lisina (Ma et al., 2017). Utilizando
o modelo de câncer triplo-negativo mediado por 4T1 em camundongos BALB/c fêmeas, Kovács
e colaboradores mostraram que a cadaverina pode apresentar ação antitumoral por associar-se
a tumores com menores grau, massa e metástase quando comparado a roedores não tratados
(Kovács et al., 2019). Considerando que os nossos dados sugerem que o jejum intermitente se
associa à redução de metástase hepática e a dieta de cafeteria leva ao aumento desse processo de
invasão. e considerando que abundância relativa de Enterococcus spp. apresentou uma correlação
inversa com metástase no modelo investigado no presente trabalho, análises futuras incluirão a
dosagem da cadaverina em tecidos oriundos dos animais.

No presente trabalho, nós também investigamos a abundância relativa dos gêneros
pertencentes a Firmicutes Lactobacillus spp. e Roseburia spp. e verificamos que estes foram
modulados de acordo com a condição experimental. Procariotos dos gêneros Lactobacillus
spp. são células em formato de bastão, ocorrem na natureza sozinhas, são Gram-positivas, são
anaeróbicas facultativas e são as bactérias mais empregadas como probiótico (Dempsey and Corr,
2022)(Kullar et al., 2023). Diferentemente de Lactobacillus spp., integrantes do gênero Roseburia
são anaeróbicas obrigatórias, mas também podem ser utilizadas como probiótico (Tamanai-
Shacoori et al., 2017). Ambos os gêneros são compostos por produtores de ácidos graxos de cadeia
curta, moléculas que são geradas a partir da fermentação de fibras dietéticas (Cronin et al., 2021).
Os ácidos graxos de cadeia curta apresentam diversas propriedades, incluindo fornecimento de
energia, ativação de receptores acoplado à proteína G, inibição de histona-desacetilases (HDACs),
modulação da secreção de IL-18 no epitélio intestinal e favorecimento da formação de linfócitos
T regulatórios produtoras de IL-10 (Koh et al., 2016)(Ikeda et al., 2022). Já no contexto do
câncer, incluindo em neoplasmas mamários, estudos sugerem que essas moléculas favorecem
morte apoptótica, inibe invasão, migração e progressão do ciclo celular e associa-se ao aumento
da produção de espécies reativas de oxigênio, e, portanto, podem ter ação antitumoral (Son and
Cho, 2023).

Nós verificamos que a prática do jejum intermitente em animais não-acometidos com o
câncer de mama triplo-negativo se associa ao aumento dos níveis de Lactobacillus spp.. Rangan
e outros também detectaram que a prática do jejum intermitente leva ao aumento dos níveis de
procariotos do gênero Lactobacillus, sugerindo que este procarioto pode ter ação benéfica no
modelo murino de colite investigado (Rangan et al., 2019). Quando avaliamos a abundância
relativa dessa bactéria de camundongos em jejum intermitente acometidos pela malignidade
mamária triplo-negativo, não detectamos alterações quando comparado ao grupo de dieta padrão,
sugerindo que o tumor possui efeitos sobre os níveis dessa bactéria. Diferentemente, roedores
alimentados com a dieta de cafeteria, tanto na presença como na ausência do tumor mamário
analisado, apresentaram redução da abundância relativa de Lactobacillus spp., indicando que
o baixo consumo de fibras, como no caso de animais desses grupos experimentais, favorece a
extinção dessas bactérias produtoras de ácidos graxos de cadeia curta. Sonnenburg e colaboradores
mostraram que ocorre extinção de alguns táxons no microbioma intestinal de camundongos
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em casos em que os níveis consumidos de carboidratos acessíveis à microbiota são baixos
(Sonnenburg et al., 2016), assim como dietas com abundância de fibras modulam o microbioma
intestinal, favorecendo o crescimento de bactérias que as utilizam como nutrientes (Cronin et
al., 2021). Considerando as propriedades antineoplásicas dos ácidos 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, análises futuras incluirão a
quantificação dos ácidos graxos de cadeia curta, principalmente o butirato, em diferentes tecidos
dos animais.

Firmicutes e Bacteroidetes representam os filos mais predominantes no microbiota
intestinal de indivíduos adultos, sendo Bacteroidetes o maior filo de bactérias Gram-negativas.
A interação desses microorganismos com o hospedeiro humano influencia a a manutenção da
homeostase (Gibiino et al., 2018), por serem conectados com processos de digestão de nutrientes,
absorção de energia e imunomodulação. Portanto, no contexto da microbiota intestinal, bactérias
do filo Bacteroidetes podem ser consideradas comensais e mutualistas por contribuírem para a
manutenção da homeostase do hospedeiro. No entanto, disfunções dessa interação, como nas
causada pelo desbalanço da abundância relativa de seus membros, pode associar-se a diversas
enfermidades, doenças inflamatórias intestinais, infecções, autoimunidade e câncer. No presente
estudo, nós descrevemos que o o jejum intermitente em dias alternados se associa à redução da
abundância relativa do filo Bacteroidetes, enquanto que a dieta de cafeteria composta por itens
consumidos por humanos favorece o aumento dessas bactérias. Essa modulação ocorre de forma
similar nos respectivos grupos afetados com câncer de mama triplo-negativo.

Pertencentes ao filo Bacteroidetes, Alistipes e Bacteroides são gêneros compostos por
bactérias em formato de bastão que ocorrem sozinhas na natureza, são Gram-negativas e
anaeróbicas obrigatórias (Parker et al., 2020) (Zafar and Saier, 2021). No presente estudo, nós
relatamos que a dieta de cafeteria se associa ao aumento da abundância relativa de microorganismos
pertencentes ao gênero Alistipes na ausência e presença do câncer de mama triplo-negativo. Nós
também informamos que, apesar de apresentar níveis aumentados em animais em dieta de cafeteria
não-afetados pelo tumor, bactérias do gênero Bacteroides foram detectadas como elevadas em
camundongos alimentados com itens de cafeteria afetados pela malignidade. Bactérias do gênero
Alistipes são Gram-negativas (possuem LPS) e quando aumentadas podem influenciar os níveis
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
junções de oclusão e favorecer o aumento de TLR-4 e CD14 na superfície de enterócitos (Guo
et al., 2013). Considerando as modulações mediadas pelo jejum intermitente e pela dieta de
cafeteria, na presença ou ausência da malignidade, sobre a abundância relativa de bactérias dos
gêneros Alistipes e Bacteroides, análises futuras avaliando os níveis de circulantes de LPS e
integridade intestinal enriquecerão a busca para relacionar esses dois táxons com os fenótipos
observados.
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Pertencente ao filo Desulfobacterota, bactérias do gênero Desulfovibrio são
microorganismos em formato de bastão que ocorrem sozinhas na natureza, são Gram-negativas,
anaeróbicas obrigatórias e compoem o grupo de bactérias redutoras de enxofre (Singh,
Carroll-Portillo and Lin, 2023). Por também influenciar os níveis de LPS, aumento dos níveis de
Desulfovibrio spp. é comumente associado à redução da integridade intestinal. Ademais, por
produzirem sulfeto de hidrogênio (H2S) como produto final da via dissimulatória de redução de
sulfato, procariotos do gênero Desulfovibrio podem possuir papel importante no contexto do
câncer. Estudos sugerem que o sulfeto de hidrogênio pode estimular a produção mitocondrial de
ATP e favorece a manutenção da organização e do reparo de DNA dessas organelas (Szabo,
2021). Mostramos aqui que a abundância relativa dessas bactérias foi modulada pelo fenótipo
obeso.

No presente estudo, nós detectamos que o microbioma intestinal de camundongos em
jejum intermitente apresentaram aumento do número de vias metabólicas, dados que sugerem
aumento da diversidade de genes associado à prática do jejum intermitente. Essas vias são
reduzidas na comunidade microbiana de animais em dieta de cafeteria. Verificamos também que
o câncer de mama triplo-negativo se associa à redução do número de vias metabólicas quando
comparado aos seus respectivos controles. Nossos dados sugerem que o jejum intermitente e
a dieta de cafeteria correlacionam com modulações na diversidade metabólica do microbioma
intestinal de roedores de formas distintas. Com base nos nossos achados, nós sugerimos que
a prática do jejum intermitente, na presença e ausência do câncer de mama triplo-negativo,
favorece aumento da diversidade metabólica e a dieta de cafeteria se associa à redução desse
parâmetro em camundongos BALB/c fêmeas.
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7 Conclusão

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 câncer de mama de
camundongos BALB/c fêmeas. Verificamos que essas dietas induziram efeitos divergentes sobre
parâmetros metabólicos e inflamatórios desses animais, além de influenciarem diferentemente
as características do tumor primário e capacidade metastática. Nossos achados indicam que os
produtos de secreção dos depósitos adiposos apresentaram efeitos divergentes sobre células de
câncer de mama murino dependendo da dieta à qual o camundongo foi submetido, mediando efeitos
principalmente sobre o perfil de morte dessas células e a secreção 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 táxons que
podem influenciar o estado inflamatório do hospedeiro e táxons com potencial ação antitumoral
e afetando a diversidade metabólica 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 câncer de mama triplo-negativo em camundongos BALB/c fêmeas.
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