
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIÊNCIAS DA SAÚDE DE PORTO ALEGRE 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde 

 

 

 

 

 

 

Lucía Paola Facciola González 

 

 

 

 

EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO DE ÔMEGA-3 SOBRE O COMPORTAMENTO E 

PARÂMETROS NEUROINFLAMATÓRIOS DE RATOS WISTAR OBESOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2022 



 

Lucía Paola Facciola González 

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO DE ÔMEGA-3 SOBRE O COMPORTAMENTO E 

PARÂMETROS NEUROINFLAMATÓRIOS DE RATOS WISTAR OBESOS 

 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada 

ao Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde da Fundação 

Universidade Federal de Ciências da 

Saúde de Porto Alegre, como 

requisito parcial para a obtenção do 

título de Mestre em Ciências da 

Saúde.  

Orientador: Profa. Dra. Renata 

Padilha Guedes 

 

 

 

Porto Alegre 

2022 



 

 

  



 

Agradecimento 

Quero iniciar dizendo que nem todas as palavras do mundo vão conseguir 

expressar a minha gratidão por ter conseguido chegar aqui. Foram dois anos 

desafiadores, não somente pela pandemia que assolou o mundo, mas de forma 

particular onde me vi em meio a diversos furacões e tempestades. Por isso, quero 

agradecer inicialmente a Deus, que permitiu a mim e aos meus pais chegarmos até 

aqui com saúde. Quero agradecer aos meus pais por todo o apoio que sempre me 

brindaram. Ao meu namorado Miguel, por ter me amparado nos momentos mais 

difíceis. A minha querida amiga, Jordana Nunes que incentivou, ouviu e motivou a 

todo momento. Amo vocês. 

A minha orientadora Dra. Renata Padilha Guedes por me acolher no grupo, me 

incentivar e apoiar nos momentos mais difíceis. É um privilégio enorme ser sua aluna, 

fica aqui minha admiração à cientista brilhante que você é. 

 Aos colegas de laboratório pelas boas risadas, conversas e conselhos, me 

fazendo sentir parte do grupo desde o começo e por me ajudarem tanto. Um 

agradecimento, em especial, a Fernanda da Silva Rodrigues, Jeferson Jantsch e 

Samia Squizani, por me auxiliar, explicar e apoiar a cada etapa do processo. Vocês 

Junto com a Profa. Renata foram fundamentais nesta caminhada do mestrado, com 

as suas palavras de incentivo, sempre que eu duvidava de mim, tornaram a jornada 

mais leve e tranquila. Vocês possuem um lugar especial no meu coração. 

Por fim, agradeço à UFCSPA, funcionários e corpo docente, por terem me 

permitido esta experiência incrível.  



 

Resumo 

Diversas comorbidades estão associados à obesidade, como síndrome metabólica, 

diabetes mellitus tipo 2, doenças neurodegenerativas entre outros. Os ácidos graxos 

poli-insaturados (PUFAs) do tipo ômega-3 (n3) têm sido estudados como uma opção 

terapêutica para amenizar os efeitos deletérios da obesidade, porém, seu papel nas 

alterações comportamentais relacionadas à obesidade ainda é controverso. Com isso, 

o nosso objetivo foi investigar se a suplementação com n3 reduz a neuroinflamação e 

os comportamentos do tipo ansioso em ratos Wistar obesos. Parâmetros metabólicos 

e bioquímicos foram avaliados, bem como comportamentos de ansiedade. Os animais 

alimentados com dieta de cafeteria (CAF) apresentaram maior ganho de peso, 

adiposidade visceral, glicemia de jejum, colesterol total, triglicerídeos e níveis de 

insulina, e o n3 melhorou o perfil lipídico e restaurou a sensibilidade à insulina. 

Também apresentaram comportamentos do tipo ansioso nas tarefas de campo aberto 

e no teste claro-escuro. O n3 não exerceu nenhum efeito sobre esses 

comportamentos. Em relação à neuroinflamação, a dieta e a suplementação atuaram 

de maneira específica de acordo com a região do sistema nervoso central (SNC) 

estudada. No hipocampo, a CAF reduziu a expressão de claudina-5 sem efeito do n3, 

indicando perda de integridade da barreira hematoencefálica (BHE) após o consumo. 

Além disso, a expressão da proteína ácida fibrilar glial (GFAP) e do receptor Toll-like 

4 (TLR-4) no hipocampo diminuíram nos animais obesos tratados com n3. No entanto, 

n3 não foi capaz de reverter o aumento da expressão de TLR-4 no córtex cerebral. 

Embora o n3 possa proteger contra algumas manifestações neuroinflamatórias no 

hipocampo, ele não parece ser suficiente para reverter o aumento das manifestações 

ansiogênicas causadas pela CAF. 

Palavras-chave: campo aberto, teste caixa claro-escuro, condicionamento aversivo 

contextual, PUFAs, GFAP, TLR-4 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

Several comorbidities are associated with obesity, such as metabolic syndrome, type 

2 diabetes mellitus, neurodegenerative diseases, among others. Omega-3 (n3) 

polyunsaturated fatty acids (PUFAs) have been studied as a therapeutic option to 

alleviate the deleterious effects of obesity, however, their role in obesity-related 

behavioral changes is still controversial. Therefore, our objective was to investigate 

whether n3 supplementation reduces neuroinflammation and anxiety-like behaviors in 

obese Wistar rats. Metabolic and biochemical parameters were evaluated, as well as 

anxiety behaviors. Animals fed cafeteria diet (CAF) showed greater weight gain, 

visceral adiposity, fasting glucose, total cholesterol, triglycerides and insulin levels, and 

n3 improved the lipid profile and restored insulin sensitivity. They also showed anxiety-

like behaviors in the open-field and light-dark box tasks. The n3 had no effect on these 

behaviors. Regarding neuroinflammation, diet and supplementation acted in a specific 

way according to the region of the central nervous system (CNS) studied. In the 

hippocampus, CAF reduced claudin-5 expression with no n3 effect, indicating a 

disruption of the blood-brain barrier after consumption. In addition, glial fibrillary acidic 

protein (GFAP) and Toll-like receptor 4 (TLR-4) were reduced in obese animals treated 

in the hippocampus. However, n3 was not able to reverse the increase in TLR-4 

expression in the cerebral cortex. Although n3 may protect against some 

neuroinflammatory manifestations in the hippocampus, it does not seem to be 

sufficient to reverse the increase in anxiogenic manifestations caused by CAF. 

Keywords: open field, light-dark box test, contextual aversive conditioning, PUFAs, 

GFAP, TLR-4 
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1. Introdução 
 

1.1 Obesidade 
 

O tecido adiposo é um órgão endócrino fundamental para o armazenamento 

energético e regulação metabólica (DE MELLO et al., 2018). Contudo, o consumo 

calórico excessivo desencadeia processos hipertróficos e hiperplásicos nesse tecido, 

que prejudicam sua função e favorecem o desenvolvimento de obesidade e outras 

doenças metabólicas (O’ROURKE, 2018). Nas últimas décadas, o desbalanço 

energético crônico tem sido favorecido por mudanças nos hábitos de vida como 

sedentarismo, estresse e aumento no consumo de alimentos ultraprocessados e “fast-

foods”, caracterizados por possuírem alta palatabilidade e densidade energética 

porém poucos nutrientes (CUNHA et al., 2020; LEITE; RIBEIRO, 2020; DE MELLO et 

al., 2018). Assim, a obesidade é um problema de saúde pública com um crescimento 

alarmante, mesmo com esforços globais para reduzir e controlar os casos. Segundo 

uma pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 

entre o período de 2003 até 2019, o percentual de indivíduos acima de 20 anos com 

obesidade dobrou. Dados apontam que o índice de mulheres com obesidade subiu de 

14,5% para 30,2%, enquanto homens com obesidade subiu de 9,6% para 22,8%. 

Outro dado alarmante é que em 2019, uma em cada quatro pessoas com 18 anos ou 

mais está obesa, o que representa cerca de 41 milhões de pessoas. Em relação ao 

sobrepeso, 96 milhões de pessoas são atingidas. Na faixa etária de 25 a 39 anos de 

idade, existe uma prevalência de mais de 50% de excesso de peso, sendo mais 

elevada no sexo masculino (IBGE, 2020). 

O acúmulo de tecido adiposo gera alterações bioquímicas que favorecem a 

ativação de vias pró-inflamatórias e liberação de citocinas como Fator de Necrose 

Tumoral-alfa (TNF-α), Interleucina-1beta (IL-1β) e Interleucina-6 (IL-6) (CYPESS, 

2022). Esse ambiente inflamatório estimula e atrai células imunológicas como 

macrófagos (CYPESS, 2022; ZATTERALE et al., 2019), linfócitos T CD4 e CD8 e 

linfócitos B, que adquirem um perfil pró-inflamatório. Além disso, uma diversidade de 

respostas patológicas são desenvolvidas devido ao aumento na lipólise basal e 

liberação de ácidos graxos livres na corrente sanguínea, assim como o 

extravasamento de mediadores pró-inflamatórios para a circulação (MARTIN-
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JIMÉNEZ et al., 2017; O’BRIEN et al., 2017), o que produz ativação de vias 

metabólicas não oxidativas, degradação lisossômica e estresse do retículo 

endoplasmático. Como consequência ocorre uma inflamação sistêmica crônica e de 

baixo grau (MARTIN-JIMÉNEZ et al., 2017) (Figura 1). 

Figura 1: O excesso de calorias consumidas desencadeia o acúmulo de tecido 

adiposo. A proliferação e hipertrofia de adipócitos culmina para o estabelecimento de 

um perfil pro inflamatório que desencadeia a secreção de citocinas e outras moléculas 

inflamatórias para a periferia. 

 

Fonte: (GONZÁLEZ-MUNIESA et al., 2017)  
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Embora trate-se de uma inflamação de baixo grau, seu caráter crônico é 

responsável para que atue de forma sistêmica, contribuindo para a síndrome 

metabólica, resistência insulínica e diabetes mellitus tipo 2 (DE MELLO et al., 2018; 

KHAZEN et al., 2019; LEITE; RIBEIRO, 2020; WANG et al., 2020). Além das doenças 

citadas acima, a obesidade está associada a hipertensão, dislipidemia e ao 

comprometimento das funções neurológicas como a cognição (ALEXAKI, 2021; 

BALASUBRAMANIAN et al., 2021; BENITO-LEÓN et al., 2013).  Recentemente vem 

sendo discutida a maior propensão dos indivíduos com obesidade ao desenvolvimento 

de distúrbios neurodegenerativos e comportamentais, como por exemplo, ansiedade 

e depressão (ALONSO-CARABALLO et al., 2019; DAUMIT et al., 2003; LEITE; 

RIBEIRO, 2020; LUPPINO et al., 2010; NETO et al., 2021). Além disso, indivíduos 

com obesidade ou distúrbios metabólicos têm maior predisposição a desenvolver 

demência ou doença de Alzheimer (DA) em algum momento da vida (ALEXAKI, 2021; 

ANSTEY et al., 2011; PROCACCINI et al., 2016). Diversas regiões do encéfalo são 

envolvidas nessas repercusões, como hipocampo e córtex pré-frontal (ALONSO-

CARABALLO et al., 2019; MURPHY; MERCER, 2013), porém os mecanismos 

relacionados permanecem obscuros.  

1.2 Neuronflamação 
 

 A inflamação é um processo fisiológico necessário que acontece 

fundamentalmente para reparar danos teciduais. A inflamação aguda ocorre em curto 

prazo (GUILLEMOT-LEGRIS; MUCCIOLI, 2017; WEISS, 2008). Este tipo de 

inflamação começa logo após a lesão, fazendo com que mediadores como citocinas 

e quimiocinas estimulem o deslocamento de neutrófilos e macrófagos para a área 

afetada. Este tipo de inflamação controlada é benéfica na proteção do organismo 

contra patógenos. Porém, se esta inflamação ainda persistir por períodos mais 

prolongados, torna-se uma inflamação crônica (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021). 

Essa inflamação crônica pode causar dano tecidual, perdendo o caráter regenerativo 

e estabelecendo um papel patológico que predispõe ao surgimento de doenças como 

alergias, aterosclerose, câncer, artrite e doenças autoimunes (WEISS, 2008).  

A neuroinflamação, semelhante ao que ocorre na periferia, ocorre com o intuito 

de proteger o sistema nervoso, removendo ou inibindo patógenos, e assim, conferindo 

neuroproteção  Assim como na periferia, ao assumir um caráter crônico, pode tornar-
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se prejudicial, desencadeando morte neuronal e, portanto, contribuindo para o 

surgimento de doenças neurológicas (KEMPURAJ et al., 2016; KWON; KOH, 2020). 

No sistema nervoso central (SNC) há duas principais categorias de células, os 

neurônios e as células gliais, estas últimas possuem diversos papéis para a 

manutenção da homeostase do microambiente, além de fornecer suporte funcional 

para a atividade neuronal (KWON; KOH, 2020). A neuroinflamação é regulada, em 

parte, pelo conjunto de células da glia como astrócitos, oligodendrócitos e microglia 

(KWON; KOH, 2020; ROBB et al., 2020). Embora a microglia e os astrócitos possuam 

espectros fenotípicos diversos, classicamente são agrupados em neuroprotetor ou 

neurotóxico, sendo o último responsável por produzir mediadores pró-inflamatórios. 

Além disso, as mudanças de fenótipo de neuroprotetor para neurotóxico dependem 

de alguns fatores como o estágio e gravidade da doença (DE FRAGA et al., 2021; 

KWON; KOH, 2020). De acordo com isso, as células gliais expressam marcadores 

específicos que caracterizam cada um desses fenótipos. No fenótipo M1 (clássico), 

as células microgliais secretam citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, Interferon-

gama (IFN-γ) e IL-6, já no M2 (alternativo) são secretadas citocinas anti-inflamatórias 

como interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) (DE FRAGA et al., 2021; KWON; 

KOH, 2020) Em relação aos astrócitos, no fenótipo A1 (pró-inflamatório), ocorre 

secreção de interleucina-1 alpha (IL-1α), TNF-α e complemento C1q. O fenótipo A2 

(imunorregulador), secreta citocinas como IL-4, IL-10, interleucina-13 (IL-13) 

(REFOLO; STEFANOVA, 2019; STEPHENSON et al., 2018). Contudo, essas células 

possuem múltiplos fenótipos reativos de acordo com o estágio da doença, por 

exemplo, e os estados de polarização não são definitivos, em vez disso, podem existir 

espectros variáveis (KWON; KOH, 2020) (figura 2). 

Figura 2: Assim como na periferia, o SNC adquire uma resposta inflamatória cunhada 

por neuroinflamação. A microglia e os astrócitos protagonizam essa resposta pela 

liberação de mediadores pró inflamatórios e por adquirirem mudanças no 

citoesqueleto que são típicas de um perfil mais pró-inflamatório. Da mesma forma, a 
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barreira hematoencefálica (BHE) é afetada por perturbações periféricas que podem 

desencadear perda de sua integridade.  

Fonte: (DE FRAGA et al., 2021) 

 As células da microglia são as células imunes inatas do sistema nervoso 

(KWON; KOH, 2020). Além disso, exercem várias funções ao longo do 

desenvolvimento, detectam mudanças no microambiente neuronal, remodelam 

sinapses e respondem aos padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs). Em circunstâncias normais, a 

microglia encontra-se envolvida na manutenção da homeostase do SNC e na 

fagocitose de neurônios em fase apoptótica (KWON; KOH, 2020; GOGOLEVA; 

DRUTSKAYA; ATRETKHANY, 2019).  

Os astrócitos são as células mais abundantes do tecido nervoso e possuem um 

importante papel no SNC (OLIVEIRA, 2015; MARQUES, 2014). Diferenciam-se da 

glia radial neuroepitelial durante o desenvolvimento embrionário e participam de 

diferentes funções no tecido nervoso como fornecimento de nutrientes para os 

neurônios e liberação de neuromoduladores como glutamato, ATP e GABA (REFOLO; 

STEFANOVA, 2019; OLIVEIRA, 2015). Os astrócitos integram a unidade 

neurovascular da BHE atuando como uma ligação entre neurônios e vasos 

sanguíneos no encéfalo. Essas células também estão relacionadas com o sistema 

linfático do encéfalo (REFOLO; STEFANOVA, 2019). Alguns marcadores de astrócitos 
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como a proteína ácida fibrilar glial (GFAP), S100B e YKL040 são detectadas no líquido 

cefalorraquidiano ou até mesmo no plasma para a avaliação da reatividade dos 

astrócitos (KWON; KOH, 2020). A GFAP é uma proteína de filamento intermediário do 

tipo III, principal componente do citoesqueleto dos astrócitos (DE FRAGA et al., 2021; 

MESSING; BRENNER, 2020). É reconhecida como um marcador astrocitário no SNC 

e sua alta expressão é considerada um indicador de gliose indicando lesão ou doença 

cerebral (MESSING; BRENNER, 2020). 

Na neuroinflamação, a primeira linha de defesa do SNC é a ativação do sistema 

imunológico inato para opsonizar e fagocitar as células apoptóticas. Essa resposta 

também recruta células do sistema imune adaptativo para a secreção de citocinas e 

quimiocinas. Os receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) celulares são 

acionados para responder a determinados insultos. Entre esses receptores estão os 

receptores do tipo toll (do inglês, toll-like receptors, TLRs) que ligam-se aos PAMPs e 

DAMPs. Os TLRs são amplamente expressos pela microglia, astrócitos, 

oligodendrócitos e neurônios e, quando ativados, desencadeiam a síntese de citocinas 

pró-inflamatórias (RAN et al., 2020; AZAM et al., 2019; MOR et al., 2010). 

O TLR-4 é uma proteína transmembrana que pertence à família dos TLRs e 

tem como principal função, em condições normais, restaurar a homeostase de tecidos 

acometidos por patógenos ou lesões (RAN et al., 2020).  O principal agonista do TLR-

4 é o lipopolissacarídeo (LPS), integrante estrutural integral da membrana externa de 

bactérias gram-negativas. A interação entre eles induz a síntese de citocinas pró-

inflamatórias, atuando como mediadores inflamatórios endógenos, interagindo com 

receptores de diferentes células-alvo. Além disso, os macrófagos, em resposta ao 

LPS, liberam diversos mediadores biológicos como enzimas e espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio e óxido nítrico (ON) (ROGERO; CALDER, 2018).  

  Na obesidade, acreditava-se que os ácidos graxos saturados (SFAs) e 

monoinsaturados (MUFAs) fossem capazes de ativar as vias de TLR-4 levando a um 

aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias (BUTTON et al., 2014; 

GUILLEMOT-LEGRIS; MUCCIOLI, 2017; WANG et al., 2012). Porém, novas 

evidências sugerem que o TLR-4 regula indiretamente a inflamação induzida por estes 

ácidos graxos, modificando o metabolismo lipídico dos macrófagos. E isso pode estar 

relacionado com a microbiota intestinal, pois estudos demonstraram que uma dieta 
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com altos índices de gordura altera a composição da microbiota intestinal e com isso, 

ocorre um aumento na absorção intestinal de produtos microbianos que por 

consequência aumentam a produção de LPS circulante (LANCASTER et al., 2018). 

Em modelos experimentais de obesidade é demonstrado que a sinalização do TLR-4 

promove a produção de citocinas como TNFα, IL-1β e IL-6 e ativação de vias de 

estresse do retículo endoplasmático, resultando em sinalização pró-inflamatória e 

gliose no hipotálamo (O’BRIEN et al., 2017; THALER et al., 2012; THALER; 

SCHWARTZ, 2010).  

Outras estruturas cerebrais também são afetadas pela inflamação causada 

pela obesidade (GUILLEMOT-LEGRIS; MUCCIOLI, 2017). Algumas consequências 

da obesidade ou de perturbações metabólicas são bem relatadas na literatura como 

redução da substância branca e cinzenta, resultando em menor volume cerebral em 

estruturas como córtex cerebral e hipocampo (ALEXAKI, 2021; LOWE; REICHELT; 

HALL, 2019; O’BRIEN et al., 2017). 

O hipocampo, está envolvido em diversas funções como cognição, memória, 

aprendizado e emoções. Essa região também é suscetível aos processos 

inflamatórios causados pela obesidade, sendo uma das primeiras áreas a ser afetada 

na neuroinflamação (WANG et al., 2020; DE MELLO et al., 2018; KHAZEN et al., 2019) 

e um dos mais vulneráveis no início das demências neurodegenerativas (KANOSKI et 

al., 2010). O consumo elevado de alimentos ricos em gordura e açúcar está associado 

ao comprometimento da aprendizagem e da memória dependentes do hipocampo 

(ATTUQUAYEFIO et al., 2017; DE PAULA et al., 2021; WANG et al., 2020). Além 

disso, a dieta rica em gordura e açúcar desencadeia diversos mecanismos 

independentes, como a sinalização inflamatória com ativação das células da glia, 

recrutamento de células do sistema imune, aumento da permeabilidade da BHE e 

comprometimento da plasticidade sináptica (DE PAULA et al., 2021; KANOSKI et al., 

2010). No comprometimento cognitivo leve e na doença de Alzheimer, ocorre uma 

mudança estrutural no cérebro e uma diminuição na integridade cerebral, 

principalmente no hipocampo. Indivíduos com Alzheimer apresentam uma atrofia no 

lobo temporal e indivíduos com comprometimento cognitivo leve apresentam um 

padrão semelhante de perda hipocampal porém, em menor grau (O’BRIEN et al., 

2017). Essas alterações podem ocorrer também em indivíduos com obesidade, pois 
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também há evidências de uma diminuição no volume hipocampal nesta população 

(O’BRIEN et al., 2017). 

Outra região que também é suscetível aos danos produzidos pela obesidade é 

o córtex pré-frontal. A obesidade pode estar envolvida na alteração do sistema de 

recompensa (DE MELLO et al., 2018; FARR; LI; MANTZOROS, 2016; NUMMENMAA 

et al., 2012). Além disso, os níveis de dopamina mostraram-se reduzidos em ratos 

com predisposição à obesidade. E a baixa função do sistema dopaminérgico está 

relacionada com alterações como dependência e hiperfagia  (DE MELLO et al., 2018). 

Inicialmente acreditava-se em uma relação causa e efeito direta entre 

obesidade e a resposta cortical. Porém, parece existir uma relação recíproca onde o 

consumo excessivo de alimentos densos em calorias em conjunto com a redução do 

controle modulatório sobre as regiões de recompensa do córtex e controle cognitivo, 

reduzam as habilidades de autorregulação da dieta, aumentando assim o consumo 

desses alimentos ricos em gordura e açúcar. Com o passar do tempo, o excesso de 

alimentos hipercalóricos pode promover uma desregulação funcional do córtex e do 

sistema dopaminérgico, causando o consumo excessivo e posteriormente levando à 

obesidade. Como consequência, ocorrem deficiências neurocognitivas e 

neurofisiológicas características de indivíduos com obesidade (LOWE; REICHELT; 

HALL, 2019). Além disso, foi observado em humanos que a exposição prolongada a 

dietas ricas em gordura pode levar a prejuízos na atenção, velocidade de 

processamento, memória e habilidades cognitivas globais (EDWARDS; MURRAY; 

HOLLOWAY, 2011; LOWE; REICHELT; HALL, 2019; MICHA; ROGERS; NELSON, 

2011). 

Estudos realizados com ratos alimentados com dieta rica em gordura e 

sacarose ou rica em sacarose demonstraram uma redução significativa na principal 

classe de interneurônios GABAérgicos, neurônios parvalbumina, dentro da região do 

roedor que é homóloga ao córtex pré-frontal (BAKER; REICHELT, 2016; LOWE; 

REICHELT; HALL, 2019; REICHELT et al., 2015). Esses achados sugerem um 

mecanismo possível pelo qual este tipo de alimentação pode provocar deficiência 

funcional no controle cognitivo e na desregulação do córtex cerebral (LOWE; 

REICHELT; HALL, 2019). 
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1.3 Barreira Hematoencefálica  

 

A BHE é a principal ligação entre o cérebro com o meio externo. Sendo 

chamada de barreira, ela permite a passagem bidirecional de moléculas, porém de 

forma regulada mantendo o microambiente do SNC diferenciado (GALEA, 2021). Para 

manter sua função, células endoteliais especializadas estão conectadas com as 

proteínas de junção oclusiva impedindo o transporte paracelular. Essas junções são 

formadas por três tipos de moléculas claudinas (CLDN), ocludinas (OCLDN) e 

moléculas de adesão juncional (DE FRAGA et al., 2021). Essas junções estão 

conectadas ao citoesqueleto endotelial por proteínas da zônula ocludens (ZO) 

(GALEA, 2021). Os astrócitos são capazes de regular diferentes características da 

BHE contribuindo com as junções oclusivas, expressão e polarização de 

transportadores e sistemas enzimáticos especializados como a barreira física, de 

transporte e metabólica (LIU et al., 2018) (Figura 3).  

Figura 3: A BHE é composta pela junção não fenestrada do endotélio vascular, união 

celular mantida por proteínas de junção e oclusão como a claudina, ocludina e zônula-

ocludens e reforçadas pelos pés astrocitários que garantem mais uma camada de 

proteção. No contexto de manifestações neuroinflamatórias, pode haver diminuição 

na expressão dessas proteínas de barreira, bem como retração dos pés astrocitários, 

deixando a passagem sangue periférico-cérebro mais vulnerável, permitindo o 

extravasamento de moléculas que podem desencadear processos neuroinflamatórios.  

Fonte: (GALEA, 2021). 
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As claudinas são uma família de proteínas importantes na formação da BHE. 

Foram identificadas 27 isoformas diferentes de claudinas, as quais apresentam 

padrões de expressão específicos para cada tecido com isso (LOCHHEAD et al., 

2020). A estrutura das claudinas é similar com as ocludinas e conexinas, sendo 

formadas por quatro domínios transmembranas e duas alças extracelulares 

(GREENE; HANLEY; CAMPBELL, 2019).  

A claudina-5 está presente nas células endoteliais dos pulmões, fígado, rins e 

pele e é expressa na camada de células epiteliais do estômago, em enterócitos no 

intestino delgado e grosso e em células acinares pancreáticas, porém, sua maior 

expressão é observada no cérebro e pulmões (LOCHHEAD et al., 2020). Além disso, 

a sua expressão também foi observada em vasos linfáticos do SNC. A regulação desta 

proteína acontece por meio de interações físicas com proteínas de suporte 

citoplasmático e interações com proteínas na própria célula ou de células adjacentes. 

A regulação negativa da claudina-5 compromete a integridade da BHE (GREENE; 

HANLEY; CAMPBELL, 2019). 

A inflamação persistente pode levar à fagocitose dos pés astrocíticos e 

consequentemente ao aumento de permeabilidade da BHE. Ainda, estímulos 

inflamatórios, como LPS, por exemplo, diminuem a expressão das proteínas das 

junções oclusivas (ALEXAKI, 2021). O aumento da permeabilidade da BHE permite a 

passagem de citocinas e quimiocinas, células do sistema imune, ácidos graxos livres 

e triglicerídeos, propiciando o desenvolvimento de neurotoxicidade (O’BRIEN et al., 

2017) (Figura 4). 

No estudo dirigido por Hargrave e colaboradores em 2016, avaliou-se a lesão 

da BHE através da injeção periférica de fluoresceína de sódio em ratos que receberam 

dieta ocidental por 90 dias. Foi possível observar um extravasamento maior do corante 

no hipocampo em comparação com o grupo controle. Curiosamente, o cerebelo não 

foi afetado, o que indica que a dieta pode comprometer a BHE de forma região-

dependente (HARGRAVE et al., 2016). Outra substância como o azul de Evans 

também foi utilizada para demonstrar o comprometimento da BHE através do 

extravasamento do corante, em modelo de dieta rica em gordura, indicando que a 

BHE pode se tornar mais permeável no hipotálamo a partir da 4ª semana (LEE et al., 

2019) 
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Figura 4: Processos neuroinflamatórios são complexos. Há comprometimento 

estrutural da BHE com diminuição das proteínas de junção e retração de pés 

astrocitária. Também ocorre invasão de células imunológicas periféricas e moléculas 

inflamatórias. Dessa forma, a BHE perde sua integridade e função. Intervenções que 

possam atuar na restauração da barreira são interessantes para diminuir os processos 

neuroinflamatórios no SNC.  

Fonte: (GALEA, 2021) 

1.4 Ansiedade e Depressão 

 

Nos últimos anos vem ocorrendo um aumento no número de casos de 

transtornos mentais como ansiedade e depressão. A obesidade está ligada a diversas 

mudanças estruturais e funcionais no encéfalo que são similares aos aspectos 

fisiopatológicos desses transtornos. A obesidade aumenta em 30 a 40% o risco para 

o desenvolvimento de sintomas de ansiedade (FULTON et al., 2022; DE PAULA et al., 

2021; MANSUR; BRIETZKE; MCINTYRE, 2015). Além disso, existe uma relação 

bidirecional entre esta associação, pois além de os indivíduos com obesidade 

apresentaram tendência ao desenvolvimento desses transtornos, os indivíduos que 

apresentam depressão e ansiedade tendem a procurar alimentos hipercalóricos o que 

leva a um aumento gradativo de peso (DE PAULA et al., 2021; MANSUR; BRIETZKE; 

MCINTYRE, 2015; TOUPS et al., 2013). Ainda, pessoas com obesidade ou com 
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sobrepeso e com transtorno de bipolaridade apresentam um desempenho cognitivo 

menor (MANSUR; BRIETZKE; MCINTYRE, 2015). 

 A obesidade e a síndrome metabólica possuem relação com uma série de 

hormônios associados à ansiedade e depressão como cortisol, insulina e leptina. 

Existe um aumento da atividade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) em uma 

variedade de doenças inflamatórias, metabólicas e psiquiátricas. A relação entre os 

níveis de cortisol e obesidade é complexa pois, indivíduos com obesidade têm cortisol 

elevado. Por outro lado, o desenvolvimento da obesidade é compatível com o 

aumento de fatores como estresse, consumo de alimentos ricos em gordura e açúcar 

e diminuição do sono, os quais elevam a produção de cortisol que, por sua vez, 

aumenta o acúmulo de tecido adiposo visceral. Além disso, citocinas pró-inflamatórias 

provenientes do tecido adiposo também podem estar associadas ao efeito estimulador 

do eixo HPA, que uma vez ativado, atua no sentido de atenuar a resposta inflamatória. 

Essas alterações metabólicas e endócrinas estão associadas com parâmetros clínicos 

de depressão (FULTON et al., 2022).  

Disfunções relacionadas à insulina também possuem correlação com a 

sintomatologia de ansiedade e depressão. Uma alta taxa de pacientes com depressão 

apresentam resistência insulínica, porém, ainda não está claro se este hormônio atua 

modificando os circuitos neuronais que regulam o humor. É bem estabelecido que as 

citocinas pró-inflamatórias promovem resistência à insulina, e a diminuição da 

sinalização cerebral da insulina, provocada por neuroinflamação, intensifica 

comportamentos depressivos (FULTON et al., 2022; CAI et al., 2018;; 

KLEINRIDDERS et al., 2015). 

Já a leptina, derivada do tecido adiposo, em níveis normais pode suprimir o 

comportamento semelhante à ansiedade. Porém, na obesidade o excesso na 

produção do hormônio leva à resistência à leptina provocando sintomas de ansiedade 

e depressão em humanos. Foi observado em camundongos que a leptina possui ação 

ansiolítica o que pode estar associado à sinalização da leptina em neurônios 

dopaminérgicos mesolímbicos (FULTON et al., 2022; FERNANDES et al., 2021; LIU; 

GUO; LU, 2015). 
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1.5 Modelos animais para o estudo da ansiedade e obesidade 

  

Modelos experimentais são utilizados para estudar a ansiedade avaliando o 

comportamento inato dos animais. A tarefa do campo aberto (CA), desenvolvida para 

roedores em 1934, é um dos testes mais utilizados já que fornece uma avaliação 

rápida e fácil do comportamento animal. É possível avaliar desde a atividade 

locomotora geral até comportamentos emocionais do tipo ansiedade. Os roedores não 

gostam de ambientes grandes e abertos, iluminados e desconhecidos, sendo possível 

incorporar estes recursos ao campo aberto. Três aspectos podem ser observados 

neste teste: distância percorrida durante o teste; a tigmotaxia, que é a porcentagem 

de tempo total que o animal fica próximo à parede externa, e o número de pellets 

fecais deixados, indicando comportamento do tipo ansioso (SEIBENHENER; 

WOOTEN, 2015). 

O teste claro-escuro (CE) se baseia na resposta inata dos roedores a 

ambientes iluminados e no comportamento exploratório. Observa-se quanto tempo o 

animal permanece na área iluminada e o tempo que leva até encontrar uma passagem 

para o lado escuro da caixa. Assim como o aumento das transições entre as câmaras 

escuras e claras. Se o mesmo permanecer mais tempo na área clara onde 

normalmente o animal teria adversão, é considerado um indicativo de comportamento 

do tipo ansioso (BOURIN; HASCOËT, 2003). 

O condicionamento aversivo ao contexto (CAC) é um teste utilizado para avaliar 

o mecanismo neurobiológico associativo do medo e a memória dos animais. Em uma 

situação comum de medo, os roedores têm um comportamento de imobilidade com 

isso, quando expostos a uma situação como um choque nas patas, tendem a 

apresentar o congelamento como resposta de medo, este comportamento é medido 

com um índice de aprendizado associativo de medo e memória. A avaliação é medida 

pelo tempo de imobilidade do animal (SHOJI et al., 2014). 

 O aumento da ingestão de alimentos industrializados de alta densidade calórica 

e palatáveis é um dos principais fatores para o desenvolvimento de obesidade na 

sociedade moderna (GIUDETTI et al., 2020). A pesquisa com modelos animais 

desempenha um papel importante no entendimento dos distúrbios humanos, incluindo 

condições neuropsiquiátricas. Por bastante tempo, os pesquisadores utilizaram a dieta 
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rica em gordura e açúcar como principal indutor de obesidade. Embora seja útil e 

tenha vantagens quanto ao controle de nutrientes e energia que os animais recebem, 

esta abordagem não mimetiza de forma acurada a dieta humana atual. Sendo assim, 

foi desenvolvido o modelo de dieta de cafeteria (CAF)  para indução de obesidade, 

que implica em dar aos animais acesso a alimentos denominados de “junk food”, 

altamente consumidos pelos humanos, os quais são ultraprocessados, altamente 

palatáveis e de fácil acesso (LALANZA; SNOEREN, 2021; BUYUKDERE; GULEC; 

AKYOL, 2019).  

1.6 Ômega-3 
 

Pensando em terapias que possam melhorar o quadro causado pela 

obesidade, as intervenções no estilo de vida como alterações na alimentação 

combinada com atividade física estão entre as estratégias principais (O’BRIEN et al., 

2017). Porém, somente a mudança alimentar não reverte totalmente os efeitos 

causados pela obesidade, principalmente em relação aos efeitos comportamentais, já 

que pessoas com obesidade apresentam propensão a diversos distúrbios emocionais 

(SARWER; POLONSKY, 2016). Com isso, a busca de estratégias que auxiliam na 

neuroproteção é imprescindível.  

Os ácidos graxos podem ser divididos em quatro grupos de acordo com o 

tamanho da cadeia de carbono, são eles: ácidos graxos de cadeia curta, que contêm 

de um a seis carbonos e são formados da fermentação de carboidratos pela microbiota 

intestinal de mamíferos. O segundo grupo possui de oito a 14 átomos e são chamados 

de ácidos graxos de cadeia média. Já os ácidos graxos de cadeia longa são 

compostos por 14 a 18 átomos de carbono e são a maioria dos ácidos graxos ingeridos 

pela alimentação. E, por último, o grupo dos ácidos graxos de cadeia muito longa 

possuem mais de 20 átomos de carbono. Além disso, os ácidos graxos podem ser 

divididos em dois subgrupos, os ácidos graxos saturados de cadeia longa da dieta e 

ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (CHOLEWSKI; TOMCZYKOWA; 

TOMCZYK, 2018). Destes quatro grupos, o que abordaremos neste trabalho serão os 

ácidos graxos de cadeia longa, mais precisamente o ômega-3 (n3). 

O n3, pertencente à família dos ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs), são 

encontrados nas membranas celulares (DE MELLO et al., 2018). Possuem uma 

ligação dupla entre o terceiro e o quarto átomo de carbono da extremidade metil 
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terminal da cadeia (CHOLEWSKI; TOMCZYKOWA; TOMCZYK, 2018). São 

denominados essenciais, ou seja, precisam ser ingeridos (ALBRACHT-SCHULTE et 

al., 2018). O ácido α-linolênico (ALA) é o precursor para os outros ácidos graxos, o 

eicosapentaenoico (EPA), o docosapentaenoico (DPA) e o docosahexaenoico (DHA) 

no corpo, todavia, estudos apontam a baixa taxa de conversão de ALA para EPA e 

DPA e praticamente nenhuma taxa para conversão em DHA, com isso é necessário 

obter este ácidos graxos na alimentação (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018). Entre 

as fontes principais de n3 podem ser citados os frutos do mar, nozes e alguns vegetais 

(CHOLEWSKI; TOMCZYKOWA; TOMCZYK, 2018) (Figura 5). Porém, não é fácil o 

consumo desses alimentos na quantidade adequada para a obtenção da dosagem 

recomendada de n3, por isso é comum ser necessária a suplementação destes ácidos 

graxos. Em relação à suplementação, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária - 

ANVISA, recomenda a dosagem de no mínimo 1.500 mg de EPA e DHA por dia 

(ANVISA, 2018). 

Figura 5: Síntese e fonte alimentar da família de ácidos graxos poli-insaturados n3. 
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Fonte: (SURETTE, 2008). 
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Níveis baixos de n3 estão associados com o aumento do estado inflamatório e 

risco de depressão em humanos. Em ratos foi observado que baixos níveis de n3 no 

encéfalo estimulam a neuroinflamação e comportamentos do tipo ansioso e 

depressivo. Além disso, no cérebro de roedores foi observado que o consumo crônico 

e elevado de gorduras saturadas diminui sensivelmente os níveis de PUFAs, o que 

provavelmente leva a respostas neuroinflamatórias e déficits de humor (FULTON et 

al., 2022).  

O DHA é o mais abundante entre os lípidos estruturais do encéfalo, sendo 

fundamental para a função cerebral. Em conjunto com o EPA, possuem ação anti-

inflamatória, inibindo o NF-kB e as vias de sinalização dos TLRs e assim, reduzindo a 

produção de citocinas pró-inflamatórias (FULTON et al., 2022; DE MELLO et al., 

2018). Estudos demonstram que altos níveis destes ácidos graxos protegem o cérebro 

de danos cerebrais isquêmicos, através da supressão de respostas inflamatórias e 

estresse oxidativo (WANG et al., 2014; ZHANG et al., 2014; CHANG et al., 2013). Mais 

do que isso, os PUFAs são precursores de endocanabinóides e seus efeitos são 

conhecidos na imunomodulação, neuroinflamação, ingestão alimentar e humor 

(FULTON et al., 2022). 

Além dos benefícios sobre o sistema nervoso, o n3 atua na melhora do perfil 

metabólico por interferir na liberação de adipocinas. Também atua no metabolismo de 

carboidratos por melhorar o índice glicêmico e no metabolismo de lipídios por 

aumentar a oxidação de gordura. Além disso, estimula o aumento da termogênese e 

a ativação do anabolismo muscular (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018). Contudo, 

nos casos de obesidade severa, esses efeitos podem ser limitados. Assim, embora 

muitos estudos demonstram efeitos positivos do n3 em parâmetros metabólicos, o 

impacto da sua suplementação sobre aspectos cognitivos e comportamentais na 

população obesa ainda é controverso e necessita de mais evidências.  
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2. Objetivo Geral 

 

Investigar se a suplementação com ômega-3 reduz a neuroinflamação e os 

comportamentos do tipo ansioso em ratos Wistar obesos. 

 

2.1 Objetivos específicos 
 

- Induzir obesidade em ratos Wistar por meio de dieta de cafeteria. 

- Avaliar os efeitos da dieta de cafeteria e do ômega-3 sobre parâmetros 

metabólicos dos animais. 

- Avaliar o comportamento do tipo ansioso dos animais estudados. 

- Analisar a expressão de marcadores neuroinflamatórios como GFAP e TLR-4 

no córtex cerebral e hipocampo. 

- Analisar a expressão da claudina-5 no córtex cerebral e hipocampo como 

indicativo de integridade da barreira hematoencefálica. 
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Omega-3 (n3) fatty acids have been studied as a therapeutic option to alleviate the 

harmful effects of obesity. However, its role in obesity-related behavioral changes is still 

controversial. To evaluate the effects of n3 on behavior and neuroinflammation in obese 

animals, male Wistar rats were divided into four groups: control diet (CT), CT+n3, 

cafeteria diet (CAF), and CAF+n3. Diet was administered for 13 weeks, and n3 was 

supplemented during the last 5 weeks. Metabolic and biochemical parameters were 

evaluated, as well as anxiety-like behaviors. Immunoblots were conducted in the animals’ 

cerebral cortex and hippocampus to assess changes in neuroinflammatory targets. CAF-

fed animals showed higher weight gain, visceral adiposity, fasting glucose, total 

cholesterol, triglycerides, and insulin levels, and n3 improved the lipid profile and 

restored insulin sensitivity. CAF-fed rats showed anxiety-like behaviors in the open field 

and light-dark box tasks but not in the contextual aversive conditioning. Omega-3 did not 

exert any effect on these behaviors. Regarding neuroinflammation, diet and 

supplementation acted in a region-specific manner. In the hippocampus, CAF reduced 

claudin-5 expression with no effect of n3, indicating a brain-blood barrier disruption 

following CAF. Furthermore, in the hippocampus, the glial fibrillary acidic protein 

(GFAP) and toll-like receptor 4 (TLR-4) were reduced in treated obese animals. 

However, n3 could not reverse the TLR-4 expression increase in the cerebral cortex. 

Although n3 may protect against some neuroinflammatory manifestations in the 

hippocampus, it does not seem sufficient to reverse the increase in anxiolytic 

manifestations caused by CAF. 

Keywords: open field, light-dark box, contextual aversive conditioning, polyunsaturated 

fatty acids (PUFAs), GFAP, TLR-4 

Introduction 

The inflammatory state, a hallmark of obesity, is hypothesized as one of the main 

etiological factors that lead to neurological disorders since the exacerbated pro-inflammatory 

state also occurs in the central nervous system [1]. In addition, people with obesity may also 

experience low self-esteem, depression, and social isolation. Although the brain has a certain 

immunological privilege, peripheral inflammation can disrupt the blood-brain barrier’s 

integrity and shift both microglia (resident immune cells) and astrocytes (essential for proper 

neural functioning) to a pro-inflammatory state [2]. 
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Furthermore, the activation of the dopaminergic system caused by the excessive 

consumption of palatable and energy-dense foods can lead to a profound state of hypo-

sensitivity to the reward, similar to drug abuse, which can also lead to changes in the gabaergic 

system and promote the development of anxiety [3]. Despite fear and anxiety being part of an 

evolutionary survival mechanism and forming the first line of defense for dangerous situations, 

disorders in this system characterize a disabling condition, considered the most prevalent 

psychiatric disorder worldwide [4]. 

The cafeteria diet (CAF) constitutes a model of diet to induce obesity in rodents by using 

human foods like cookies, sausages, and soft drinks. These foods have high sugar, salt and 

processed fat content, increasing their palatability and determining food preference [5]. The 

consumption of ultra-processed foods induces persistent hyperphagia followed by an increase 

in energy intake, which accelerates body weight gain and provides a translational model for 

human obesity [6].  

Omega-3 (n3) polyunsaturated fatty acids are essential components for the organism 

since it is not synthesized endogenously. This family is mainly made up of alpha-linoleic (C18: 

3n-3) (ALA), eicosapentaenoic (C20: 5n-3) (EPA), and docosahexaenoic (C22: 6n-3) (DHA) 

acids. Its adequate consumption was already related to improved cardiovascular outcomes [7], 

improvement of the plasma lipid profile [8] and reduced inflammation [9]. Omega-3 exerts anti-

inflammatory effects by inhibiting NFkB, a transcription factor related to inflammatory gene 

expression [9]. In the brain, the consumption of unsaturated fatty acids benefits spatial learning 

and memory and reduces the negative consequences of physiological stress and depressive 

symptoms on cognitive skills [10]. Thus, n3 fatty acids are positively related to anti-

inflammatory and neuroprotective responses.  

It was already shown that n3 improves metabolic profile in obese subjects [11] and its 

anxiolytic effect was also described in previous studies [10]. However, animal studies 
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commonly use high-fat diet models, which do not translate to human “junk food” consumption. 

Therefore, we investigated whether CAF-induced obesity interferes with metabolic, 

neuroinflammation, and anxiety-like behaviors in Wistar rats. Then, we also studied if n3 

supplementation was able to mitigate the harmful effects of CAF on these parameters. 

Material and Methods 

Animals 

Male Wistar rats were obtained from the animal facility of the Universidade Federal de 

Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA) and housed two per cage in a controlled environment (12-

hour light/dark cycle and temperature of 22° ± 2ºC). At three months of age rodents were divided into 

four groups (n=10/group): CT (control, standard chow), CT+n3 (standard chow + omega-3 

supplementation), CAF (cafeteria diet), and CAF+n3 (cafeteria diet + omega-3 supplementation). All 

experimental procedures were performed following the Institutional Animal Care and Use Committee 

of UFCSPA. All efforts were made to minimize the number of animals used and their suffering. The 

study was approved under protocol number 570/18. 

Diet  

Standard (CT) or cafeteria (CAF) diets were administered for 13 weeks. CAF consisted of three 

menus per week containing bacon mortadella (Perdigão®), strawberry wafers (Isabela®), chocolate 

cookies (Isabela®), pizza-flavored crackers (Parati®), white chocolate (Harald®), sausage (Alibem®), and 

orange-flavored soda (Sukita®) offered concomitantly with ad libitum standard chow and water. CAF 

provides an energy content of 4.4 Kcal/g (48% carbohydrates, 10% proteins, and 44% lipids). The 

standard chow diet (Nuvilab CR-1, Nuvital®) contained 3.4 Kcal/g (63% carbohydrates, 26% proteins, 

11% lipids). Animals were weighed weekly to determine weight gain. Diet consumption was measured 

by weighing the leftovers of the food supplied minus the quantity offered and multiplied by the 

respective caloric value of each food, according to the nutritional information provided by the 

manufacturers. 

Omega-3 Supplementation 

Omega-3 (n3) was administered by oral gavage in the CT+n3 and CAF+n3 groups, 5 days a 

week, for 5 weeks from the 9th week of diet administration. The n3 used was a high concentration of 

EPA (10%) and DHA (50%) in dose 500 mg/kg/day.  

Behavioral Tasks  

Open Field (OF) 

Animals were subjected to the open field paradigm in the last week of the experiment (week 

13). The open field apparatus was a wood chamber (100 x 100 x 40cm) divided into 20 equal-sized 

quadrants, in which the animals were free to explore for 5 minutes. The locomotor activity was 

evaluated as the number of lines crossed. The amount of time animals spent in the central quadrants 

of the apparatus was scored and used as indicative of less anxiety-like behavior [12]. 

Light-Dark Box (LDB) 
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Animals were submitted to the LDB in the last week of the experiment (13th week). In this 

apparatus, animals were able to freely explore for 5 minutes an environment composed of a light 

compartment (100 x 67 x 40cm) and a dark compartment (100 x 34 x 40cm) (respectively 2/3 and 1/3 

of the total space), divided by a door. The time spent in the illuminated compartment was counted 

and used to indicate less anxiety-like behavior. Results are expressed as a percentage of the total task 

time [13].  

Contextual Aversive Conditioning (CAC) 

Animals were submitted to the CAC paradigm in the last week of the experiment (13th week). 

The apparatus was an acrylic chamber with a floor of parallel stainless-steel grid bars connected to a 

device to deliver the foot shocks (40 × 25 × 30 cm) (Insight Ltd. Ribeirão Preto, SP - Brazil). 

On the first day (training), animals were placed into the conditioning chamber for 2 min. Then, 

three electrical foot shocks (0.5 mA, 2 s) were delivered with a 30 s interval between them. Animals 

were removed from the conditioning chamber 30 s after the last foot shock and placed back in their 

home cages. 24 h later, animals were placed in the same conditioning chamber for a 3 min memory 

retention test without foot shocks. Freezing time was measured as an aversive conditioned response 

during the first 120 s of the training session and throughout the entire test session [14]. 

Tissue and blood samples 

Visceral fat and blood were collected directly from the animals' carcasses after euthanasia. 

Visceral fat was weighed and plasma was separated from whole blood by centrifugation and stored at 

-80 ºC. The animals' brains were removed and the hippocampus and cerebral cortex were dissected 

and quickly frozen in liquid nitrogen for. 

Plasmatic dosages 

Plasma levels of glucose, total cholesterol and triglycerides were determined by enzymatic 

colorimetric kits following the manufacturer's instructions (Labtest, Lagoa Santa, Brazil). Insulin was 

determined by the Rat Ins1 Insulin ELISA Kit (Sigma-Aldrich, RAB0904) following the manufacturer's 

instructions. We also calculated HOMA-IR (Homeostatic Model for Insulin Resistance) = [glucose 

(nmol/ L) * insulin (µU/mL)/22.5]. 

Western Blotting  

For the analysis of protein expression, the cerebral cortex and hippocampus were 

homogenized in a lysis buffer. Total protein content was quantified and then separated by SDS-PAGE 

(polyacrylamide gel electrophoresis with sodium dodecyl sulfate). Separated proteins were transferred 

from the gel to nitrocellulose membranes using semi-dry equipment (Biorad), at 110V for 1 hour. 

Membranes were incubated with 8% powdered milk in tris saline buffer containing 0.1% tween 20 

(TTBS) for 90 min, to block nonspecific binding. The membranes were incubated overnight (at 4ºC) 

with the primary antibodies anti-CLN-5 (1:1000, Cat# ABT45, RRID:AB_11205041; Millipore), anti-GFAP 

(1:1000, Cat# MAB360, RRID:AB_11212597; Sigma), anti-TLR-4 (1:200, Cat# sc-293072, 

RRID:AB_10611320; Santa Cruz Biotechnology) and anti-β-actin antibody (Cat# sc-47778 horseradish 

peroxidase, RRID:AB_2714189; Santa Cruz Biotechnology). Membranes were incubated with a 

horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody for 2 hours at room temperature. All 

incubations were maintained under constant agitation and between each incubation the membranes 

were washed with TTBS. The chemiluminescence reaction was developed using 
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electrochemiluminescence solution (Bio-Rad Laboratories) and detected through Chemi-Doc MP 

Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California).  

Statistical analysis  

Data were expressed as mean ± SEM. Statistical differences were analyzed by two-way ANOVA 

followed by Bonferroni post-hoc test. The two factors analyzed were the type of diet (CT or CAF) and 

supplementation (n3 or water). The only exception was the analysis of weight gain per week, in this 

case, we used repeated-measures ANOVA. Outliers were detected and removed using the ROUT test. 

Statistical significance was set when p<0.05. Data were analyzed using GraphPad Prism 9 software. 

Results 

Weight gain and visceral adiposity 

The consumption of ultra-processed foods triggered weight gain (diet effect F[1,36]=46.74, 

p<0.0001, Fig. 1A) from the seventh week onwards (Fig. 1B), with no effect of n3 supplementation. 

However, regarding visceral adiposity, two-way ANOVA showed an interaction between diet and 

supplementation (F[1,34] = 5.659, p=0.0231; Fig 1C). CAF caused an increase in visceral adiposity (diet 

effect F[1,34]=46.26 p<0.0001), but n3 was able to ameliorate this effect (n3 effect F[1,34]=5.023  

p=0.0317). 

[Figure 1 near here] 

Plasma biochemical markers 

To evaluate glucose homeostasis, we measured plasma glucose and insulin and calculated the 

HOMA index. Fasting glucose was increased in CAF-fed rats (diet effect; F [1,30] = 24.55, p<0.0001) 

with no effect of n3 supplementation (Fig. 2A). Plasma insulin (Fig. 2B) showed an interaction between 

diet and supplementation (F[1,34] = 7.311, p=0.0106), and also a diet (F[1,34]=11.91, p=0.0015) and a 

n3 supplementation effects (F[1,34]=10.13, p=0.031). Post-hoc analysis also evidenced reduced insulin 

levels in the CAF+n3 group compared to CAF-fed animals (p=0.0004). HOMA-index (Fig. 3C) further 

demonstrated that CAF consumption triggered insulin resistance (diet effect; F [1,33] = 14.58, 

p=0.0006), and n3 supplementation exerted a protective role (n3 effect: F[1,33]=7.847, p=0.0084; 

interaction: F[1,33] = 6.666, p=0.0145). Like insulin levels, HOMA-IR was also significantly decreased in 

CAF+n3 compared to CAF group (p=0.0010). In sum, n3 ameliorated glucose homeostasis disturbance 

in obese rats.  

[Figure 2 near here] 

Total cholesterol and triglycerides were also measured. We found an interaction between 

diet and supplementation (F[1,31]=4.175, p=0.0496) as well as an effect of n3 (n3 effect: 

F[1,31]=29.32, p<0.0001) in total cholesterol (Fig. 3A). The CAF group had higher levels of total 

cholesterol compared to CAF+n3 (p<0.0001). Regarding triglycerides, there was an effect of diet (diet 

F[1,32]=5.830, p=0.0216), supplementation (F[1, 32]=7.260, p=0.0111) and interaction between these 

two factors (interaction F[1,32]=5.303, p=0.0279; Fig. 3B). Multiple comparisons also showed that CAF 

animals had increased levels of triglycerides compared CAF+n3 (p=0.0023) group, which 

demonstrated that n3 supplementation was efficient in reducing plasma triglycerides in obese rats. 

[Figure 3 near here] 

Anxiety-like behaviors 



39 
 

In the open field paradigm, CAF-fed animals showed a lower permanence in the central 

quadrants when compared to CT animals (diet effect: F[1,33]=9.537, p=0.0041), indicating anxiety-like 

behavior in obese rats. Supplementation with n3 did not exert any effect on this behavior (Fig. 4A). 

Locomotor deficits could be excluded since there were no differences in the number of lines crossed 

(Fig. 4B). 

In the light-dark box test, CAF-fed rats spent less time in the light compartment of the box 

when compared to CT groups (diet effect: F[1,34]=6.8, p=0.0134), which is also considered an anxiety-

like behavior. Again, n3 supplementation did not affect this behavior (Fig. 4C). 

In the contextual aversive conditioning, we found equal immobility time (freezing) among 

groups after conditioning, indicating that neither diet nor supplementation interferes with conditioned 

behavioral  

[Figure 4 near here] 

Neuroinflammatory markers 

Western blot was used to quantify the expression of neuroinflammatory targets in both 

hippocampus and cerebral cortex. Claudin-5, a tight junction protein, was reduced in the hippocampus 

of obese rats (diet effect F[1,18]=6.55, p=0.019), which indicates a blood-brain barrier disturbance 

caused by CAF with no effect of n3 supplementation (Fig. 5A). We also evaluated GFAP, a component 

of astrocyte cytoskeleton to further analyze neuroinflammatory responses in the hippocampus after 

our diet protocol (Fig. 5B). We found a significant supplementation effect (n3 F[1,17]=9.65, p=0.0064) 

showing that n3 is able to decrease GFAP expression. The CAF+n3 group also had lower GFAP 

expression compared to CAF-fed animals (p = 0.0294).  

The innate immune receptor involved in inflammatory responses TLR-4 was also analyzed (Fig. 

5C). We found that both diet (F[1,14]=14.46, p=0.019) and supplementation (F[1,14]=6.45, p=0.023) 

affected its expression. Whilst the CAF group had higher expression of TLR-4 compared to CAF+n3 (p 

= 0,0319).  

[Figure 5 near here] 

When analyzing the cerebral cortex, we did not find statistically significant differences in either 

claudin-5 (Fig. 6A) or GFAP (Fig. 6C) expression. However, TLR-4 expression was also increased 

following the CAF diet (diet effect F[1.18]=4.49, p=0.048; Fig. 6B). Although Bonferroni post-hoc could 

not find differences among the groups, our obese model is sufficient to increase levels of this 

neuroinflammation marker in the cerebral cortex. Therefore, CAF affected the cerebral cortex and 

hippocampus in a region-specific manner, which was also seen regarding n3 supplementation. 

[Figure 6 near here] 

Discussion 

The present study showed that the CAF effectively promotes hyperphagia, increases energy 

intake and visceral adiposity, and accelerates weight gain, generating obesity in experimental animals 

after seven weeks of administration. Therefore, CAF provides a reliable model of the so-called Western 

diet by exposing the rats to highly palatable foods high in fat and carbohydrates [15]. Furthermore, 

several studies demonstrate that CAF produces an even more prominent obesity phenotype than 

purified high-fat or high-fat-high-sugar diets [15,16]. 
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Regarding plasma biochemical analyses, CAF increased blood glucose, insulin, HOMA-index, 

total cholesterol, and triglycerides, corroborating with most studies using this obesity model [2,10,15]. 

Interestingly, although n3 supplementation did not improve blood glucose, it was able to revert the 

metabolic alterations regarding insulin, HOMA-index, and the lipidic profile. Previous studies have 

already stated a lack of response after n3 supplementation regarding fasting or postprandial glucose 

in severe obesity states and type 2 diabetes mellitus [17]. By HOMA index calculation, it is also possible 

to observe a protective effect of n3 supplementation. This finding agrees with a study using a high-fat 

with fish oil supplementation for 8 weeks [18]. On the other hand, body weight did not change with 

n3, but promising results pointed out a visceral adiposity decrease after the supplementation, which 

was also shown in humans [19]. The beneficial effects of n3 on dyslipidemia have been well 

demonstrated in the literature. It has been shown that EPA and DHA may exert their anti-lipidemic 

functions by promoting intracellular catabolism of apolipoprotein B-100, stimulating plasma 

triglyceride clearance via lipoprotein lipase (LPL), attenuating postprandial lipemia [8,20]. Thus, n3 

supplementation exerts a beneficial role in diminishing metabolic dysfunctions in obese adult male 

rats. 

Thereby, the main goal of the present study was to evaluate whether the obesogenic effects 

of CAF translate into anxiety-like behavioral changes and neuroinflammatory markers. Here, we 

showed that CAF effectively promotes anxiety-like behaviors in male rats, expressed by the lower 

permanence in the central quadrants of the OF and the light compartment in the LDB. The innate fear 

behavior was verified by evaluating the locomotion into the central zone of the open field [21,22]. 

Moreover, the number of crossed lines between groups in the OF did not change, indicating that the 

diet did not alter locomotor and exploratory activities and any findings related to anxiety were 

unrelated to impaired mobility. 

Our findings agree with previous reports relating obesity with anxiety showing an anxiogenic 

effect of highly palatable and carbohydrate-enriched diets in rodents and increased anxiety in 

hyperglycemic states in humans as well. It is worth mentioning that these alterations remain even after 

discontinuation of the hyperenergetic diet and following several months of subsequent control diet 

[23]. 

On the other hand, supplementation with n3 did not affect the behavioral impairments caused 

by CAF in OF and LDB. Literature diverges on this lack of effect. While a few studies report anxiolytic 

effects of n3 supplementation, even associated with obesogenic diets such as high-fat diets [24,25], 

another endorses that there is not enough qualified evidence to support any specific anxiolytic and/or 

anti-depressant effects of n3 [26]. However, evidence of the neurological effects of n3 considering the 

specific physiological effects of CAF are scarce. Therefore, we believe that CAF-induced obesity 

promotes a significant neurological impact translated into anxiety-like behaviors. The dosage or the 

duration of n3 supplementation was insufficient to revert the behavioral alterations. 

On the other hand, our research group has recently demonstrated a significant increase in 

anxiety-like behaviors after a similar protocol of CAF but using the elevated plus-maze test, which 

considers the natural aversion of rodents to elevated and open spaces. At that time, n3 

supplementation was able to reverse anxiety-like behavior in obese rats [10], raising the hypothesis 

that this discrepancy in the effect observed in the different behavioral tests may be related to the task 

itself. Previous studies indicate that tests that depend on unconditioned responses assess different 

behavioral aspects, that emotional reactivity is multidimensional, and may present intrinsic variations 

related to the parameters evaluated in each task [27,28]. 
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Also, in the CAC, CAF-fed animals showed the same percentage of freezing as CT group, 

indicating that all groups consolidated the aversive memory properly. However, neither obesity caused 

by CAF nor supplementation with n3 seem to affect the expression of this memory through 

conditioned responses. CAC is one of the main models of post-traumatic stress disorder. A traumatic 

event has been shown to lead to the development of anxiety and depression-like deficits and therefore 

can be used to measure these behaviors. [29,30]. However, the type of anxiety assessed by CAC may 

differ from the one assessed by the OF or LDB once the first is actively provoked and the last two are 

innate in the animal's behavior. Thus, the lack of effects observed in this task does not go against the 

effects seen in the previous tasks but raises the hypothesis that obesity, specifically due to a CAF, may 

not worsen anxiety directly induced by aversive conditioning.  

Although the effects of omega-3 in the treatment of obesity are described regarding the 

metabolic alterations of obesity, little is known about its effects concerning central nervous system 

dysfunction following obesity. Obesogenic diets prime neuroinflammation and alter the blood-brain 

barrier (BBB) integrity, which might lead to behavior abnormalities and even favors the development 

of neurodegenerative diseases [31].  

In physiological conditions, the entry of substances and cells into the CNS is selectively 

controlled by the BBB, which guarantees a certain immunological privilege compared to peripheral 

organs. Metabolic diseases such as obesity and diabetes may compromise BBB integrity, exposing the 

brain to insults that can trigger neuroinflammatory responses and even behavior abnormalities 

[32,33]. In the present study, to test whether the obesogenic diet or the supplementation could disrupt 

BBB integrity, we quantified the levels of claudin-5, a tight junction protein, in the cerebral cortex and 

hippocampus. These regions were chosen since they are affected by obesity which may be translated 

into behavioral consequences, such as anxiety-like manifestations [31]. 

Our findings suggest that CAF impacts barrier integrity in a region-dependent manner since 

reduced expression of claudin-5 was found in the hippocampus but not in the cerebral cortex. The 

reduced levels of claudin-5 suggest a BBB leakage [34] which has already been associated with 

neurodegenerative diseases such as Alzheimer's, Parkinson's, and amyotrophic lateral sclerosis [35]. 

In mice models of diabetes, hyperglycemia was also related to damage to the BBB, triggering cognitive 

deficits in the animals [36]. In another study, high-fat diet (HFD) consumption for 3 days caused a BBB 

disruption, indicating that this damage may be directly related to the increased energy intake [37]. Our 

findings suggest that hyperglycemia and the overconsumption of ultra-processed foods could be 

detrimental to BBB integrity, especially in the hippocampus. We have already demonstrated that the 

hippocampus of CAF-fed animals is more sensitive to neuroinflammation than the cerebral cortex after 

our protocol of obesity [2].  

However, here we did not find a n3 supplementation effect on claudin-5 expression. On the 

other hand, pup rats submitted to hypoxic-ischemic were protected from BBB alterations when the 

dams received n3 supplementation for two weeks during the gestational period [38]. Therefore, 

although we did not find a protective effect of n3 in the BBB integrity maintenance, future research 

using different doses and regimens should be encouraged. It is worth mentioning that the lack of n3 

action in this parameter could have contributed to the lack of a behavioral effect in the present study.  

The use of fish oil to mitigate inflammation is a topic of great research interest. It has been 

shown that dietary treatment with fish oil could mitigate hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis 

activation in piglets challenged with LPS due to TLR-4 signaling pathway blockade, which resulted in 

decreased pro-inflammatory cytokines [39]. In the present study, we showed that obesity-induced by 

the consumption of ultra-processed foods is capable of causing an increase in TLR-4 expression in the 
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cerebral cortex and hippocampus and that omega-3 supplementation can decrease its expression in 

the hippocampus. Therefore, fish oil consumption may be interesting to be encouraged as a 

neuroprotective strategy against obesity. 

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) is an important neuroinflammatory marker once it 

indicates astrocyte proliferation in response to immune stressors. GFAP is a reliable marker for 

relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS) cases, a condition highly related to nervous tissue 

inflammation [40]. Considering the involvement of astrocytes in the maintenance of BBB and 

neuroinflammation, we also evaluated GFAP expression in the two areas of interest. Although this 

parameter did not have a diet effect, we found region-specific responses after n3 supplementation. In 

the hippocampus, n3 supplementation decreased GFAP expression in CAF-fed rats, which 

demonstrates the role of n3 in reducing astrocyte proliferation after the obesogenic diet. However, 

this finding was not seen in the cerebral cortex. Several studies have evaluated GFAP expression after 

exposure to an HFD or CAF diet, and it is possible to observe an increase in its expression, indicating 

diet-associated astrogliosis [41,42]. The involvement of astrocytes in brain immune responses 

mediated by obesogenic diets was already shown in rats that received a purified HFD for 20 weeks, in 

which an increase in GFAP-positive cells was seen in the cerebral cortex. In this study, the n3 

supplementation from the 16th week onwards reduced GFAP+ cells, indicating a protective effect of 

n3 to reverse neuroinflammatory responses after the establishment of obesity [43]. HFD may cause 

milder effects than the CAF diet [16]. In a study conducted by Mori and colleagues in 2017, mice given 

fish oil supplementation were subjected to the neurotoxic 6-hydroxypopamine (6-OHDA) injections, 

which causes neuroinflammation. It was observed that GFAP expression was increased in the group 

that received 6-OHDA in the medial striatum, and this effect was reversed by supplementation with 

n3 [44]. In sum, we can speculate that the effects caused by a chronic CAF may not be reversed with 

the dosage and the time of supplementation offered, and further investigations are encouraged. 

Conclusion 

We showed that n3 improved the lipidic profile and insulin sensitivity in CAF-fed animals to 

the levels of standard diet-fed rats. These findings highlight the importance of n3 in the treatment of 

obesity repercussions. Also, our findings reinforce that CAF is an efficient method to mimic the 

Western diet as a pre-clinical model of obesity, leading to both obesity phenotype and behavioral 

changes through multiple factors, which might involve local inflammation, as seen by the increase in 

neuroinflammatory markers such as TLR-4 and GFAP, and damages to the blood-brain barrier, as 

verified by the decrease in tight-junction proteins such as claudin-5. Even though n3 supplementation 

attenuated some of these deleterious effects in a brain region-specific manner, it did not produce any 

effects on anxiety-like behaviors. Based on that, and considering previous studies showing anxiolytic 

effects of n3, we presume that the duration and/or dose used might not be efficient enough to 

translate the positive neuroimmune effects into behavioral improvements when such harmful 

comorbidity is present. However, our study is preliminary and other investigations must be conducted 

to better understand the cognitive and physiological aspects of the Western diet or CAF-induced 

obesity. 
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Figure legends: 

 

Figure 1. Effects of the cafeteria diet (CAF) and omega-3 (n3) supplementation on body weight and visceral 

adiposity. CAF consumption increased weight gain with no n3 effect (A). The increased body weight in CAF and 

CAF+n3 groups started from the seventh week of experiment (B). Visceral fat was higher in the CAF groups than 

in CT groups, but n3 reduced visceral fat in CAF-fed group (C). The arrow in (B) indicates the beginning of n3 

supplementation. CT, control group - standard diet. **p<0.01. n=9-10 animals per group. 

 

Fig. 2. Effects of the cafeteria diet (CAF) and omega-3 (n3) supplementation on glucose homeostasis. CAF 

increased fasting glucose levels, with no effect of n3 (A). Increased plasma insulin levels were ameliorated after 

n3 supplementation in obese rats (B). HOMA-index demonstrated glucose homeostasis disturbance following a 

cafeteria diet and n3 supplementation exerted a protective role (C). CT, control group - standard diet. **p<0.01; 

***p<0.001. n=9-10 animals per group.  

 

Fig. 3 Total cholesterol (A) and triglycerides (B) levels were increased in the CAF group, but n3 supplementation 

decreased both. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. CT, control group - standard diet. n=7-10 animals per group. 

 

Fig. 4. Effects of the cafeteria diet (CAF) and omega-3 (n3) supplementation in the open field test. CAF induced 

a lower permanence in central quadrants, with no effect of n3 supplementation (A) with no differences in 

locomotor activity (B). Effects of the cafeteria diet (CAF) and omega-3 (n3) supplementation in the light-dark 

box test. CAF induced a lower permanence in the light compartment, with no effect of n3 supplementation (C). 

Effects of the cafeteria diet (CAF) and omega-3 (n3) supplementation in the duration of freezing in the 

contextual aversive conditioning test. Neither CAF nor n3 affected freezing time after conditioning (D). CT, 

control group - standard diet. n=7-10 animals per group.  

 

Fig. 5. Claudin-5 expression was reduced after the CAF diet in the hippocampus (A). The expression  GFAP was 

affected by supplementation and the CAF+n3 group had lower expression compared to CAF-fed animals (B). The 

expression of the TLR-4 was affected by diet and supplementation, and the CAF+n3 group was protected from 

the increase found in CAF-fed animals (C). *p<0.05. CT, control group - standard diet; OD, optical density. n=4-

6 animals per group.  
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Fig. 6 The expression of claudin-5 (A) and GFAP (C) was not affected by diet or supplementation in the cerebral 

cortex. On the other hand, TLR-4 expression (B) was increased following the CAF diet, but supplementation 

could not reverse it. CT, control group - standard diet; OD, optical density. n=4-6 animals per group.  

 

 

 


