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RESUMO

A obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento de varias doencas, tais
como diabetes e hipertensdo. Além disso, esta associada com o desenvolvimento
de doencas no trato gastrointestinal (TGI), como refluxo gastroesofagico e
gastrite. A cirurgia bariatrica tem provado ser a Unica modalidade de tratamento
eficaz com efeitos sustentados por longo prazo para o tratamento da obesidade
morbida e suas comorbidades. Estudos demonstram que o0s procedimentos
bariatricos alteram a morfologia e o funcionamento do TGI. Poucos estudos
investigam os efeitos da gastrectomia vertical (GV), uma técnica restritiva que
reduz o tamanho do estbmago, sobre o TGI. Dessa forma, nosso objetivo foi
analisar o efeito da GV sobre a histopatologia gastrica e a morfologia do intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo) em ratos obesos pela dieta de cafeteria. Para
este trabalho, ratos Wistar com 8 semanas de vida foram divididos em dois
grupos: controle (CTL), que recebeu dieta padréo, e cafeteria (CAF), que recebeu
dieta de cafeteria para inducdo da obesidade. ApGs dois meses, o grupo CAF foi
submetido a pseudo-cirurgia (CAF PC) ou a gastrectomia vertical (CAF GV). Trés
meses apos o procedimento cirurgico foi realizada a avaliagdo da obesidade e o
estbmago, duodeno, jejuno e ileo foram coletados e analisados. O peso corporal e
0 peso das gorduras retroperitonial e perigonadal foi maior nos animais CAF PC
em comparacdo com os CTL. A GV néo influenciou estes parametros. Em relacao
a morfologia do estdbmago, observamos que os animais CTL apresentaram
morfologia normal desse 6rgdo, enquanto os animais CAF PC apresentaram
alteracdes na mucosa gastrica com presenca de hiperemia, infiltrado inflamatorio
leve e difuso na mucosa e submucosa, bem como.leve erosdo da mucosa
gastrica e atrofia. A GV exacerbou as alteracfes no estdbmago. Os animais CAF
GV apresentaram erosdo intensa da mucosa gastrica, edema, infiltrado
inflamatdrio moderado e difuso na mucosa e submucosa, bem como atrofia da
camada muscular e da mucosa do 6érgdo. Em relacdo a morfometria do intestino
delgado, nenhuma alteracdo foi encontrada no duodeno, jejuno e ileo entre os
animais CAF PC e CTL. Entretanto, os animais CAF GV apresentaram aumento
da espessura total do duodeno, bem como, aumento na espessura da camada
mucosa e submucosa e na altura das vilosidades. O jejuno e o ileo nao
apresentaram modificagdes. Assim, concluimos que, a dieta de cafeteria promove
alteracdes na mucosa gastrica sem modificar o intestino delgado. A GV, trés
meses apos o procedimento, exacerba as alteracbes gastricas e promove
modificagdes na morfometria do duodeno.

Palavras-chaves: Obesidade; Gastrectomia vertical, Cirurgia bariatrica; Trato

gastrointestinal.



ABSTRACT

Obesity is a risk factor in the development of many diseases such as diabetes and
hypertension. In addition, it is associated with the development of diseases in the
gastrointestinal tract (GIT) such as gastroesophageal reflux and gastritis. Bariatric
surgery has proved to be the only effective long-term treatment modality sustained
effects for the treatment of morbid obesity and its comorbidities. Studies have
shown that bariatric procedures affect the morphology and function of the GIT.
Few studies have investigated the effects of sleeve gastrectomy (SG), a restrictive
technique that reduces the size of the stomach on the GIT. Thus, our objective
was to analyze the effect of SG on gastric histopathology and the morphology of
the small intestine (duodenum, jejunum and ileum) in obese rats fed a cafeteria
diet. For this study, 8-week-old Wistar rats were divided into two groups: control
(CTL), which received standard diet, and cafeteria (CAF), which received cafeteria
diet to induce obesity. After two months, the CAF group underwent pseudo-
surgery (CAF PS) or sleeve gastrectomy (CAF SG). At three months after surgery
obesity was verified and stomach, duodenum, jejunum and ileum were collected
and analyzed. Body weight and retroperitoneal and perigonadal fat pads were
higher in CAF PS animals compared to the CTL. The SG did not influence these
parameters. Regarding the morphology of the stomach, we observed that the CTL
animals showed normal morphology of this organ, while the CAF PS animals
showed changes in the gastric mucosa with the presence of hyperemia, mild
inflammatory infiltrate and diffuse in the mucosa and submucosa, as well as mild
erosion of the gastric mucosa and atrophy. The SG exacerbated changes in the
stomach. CAF SG animals showed severe erosion of the gastric mucosa, edema,
moderate and diffuse inflammatory infiltrate in the mucosa and submucosa, as
well as atrophy of the muscular layer and the body of the mucosa. In relation to
morphometry of the small intestine, no changes were found in the duodenum,
jejunum and ileum of CAF PS and CTL animals. However, CAF SG animals
showed increase in total thickness of the duodenum, as well as increase in the
thickness of the mucosa and submucosa layer and villi. The jejunum and ileum
showed no change. In the summary cafeteria diet causes changes in the gastric
mucosa without changing the small intestine. The SG, three months after the
procedure, exacerbates gastric alterations and promotes changes in the
duodenum morphometry.

Keywords: Obesity; Sleeve gastrectomy; Bariatric surgery; Gastrointestinal tract.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma epidemia mundial que afeta paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, atingindo individuos de todas as idades
(CABALLERO, 2007). Na obesidade ocorrem alteragbes no equilibrio energético
do organismo, onde a obtencdo de energia excede seu gasto, sendo entdo o
excesso armazenado na forma de gordura no tecido adiposo (HILL; WYATT,
PETERS, 2012). Além disso, a facilidade de transportes e 0 avanco da tecnologia
provocaram uma reducdo na atividade fisica que, quando associados a um
comportamento alimentar inadequado, auxiliam no desenvolvimento da obesidade
(TAUBES, 1998). Antigamente, a obesidade era sinbnimo de saude e de riqueza.
Atualmente, ela é causa de problemas sociais e psicoldgicos, visto que, pessoas
obesas tem tendéncia ao isolamento social, relagdes interpessoais conturbadas,
dificuldades de locomocdao, depressdo, ansiedade entre outros. Além disso, ela
pode levar a prejuizos orgénicos, como hipertensdo arterial, cardiopatias,
problemas ortopédicos, aterosclerose,doenca hepética gordurosa nao alcéolica
(DHGNA), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) entre outras (GURA, 1997; WALLEY;
BLAKEMORE; FROGUEL, 2006).

O fato da obesidade ter aumentado em todas as idades e classes sociais,
bem como, o alto valor gasto pela unido para o tratamento de doencas
associadas a ela, demonstra a importancia da adocdo de medidas de prevencao,
controle e tratamento de doencas crénicas nao transmissiveis. Assim, no Brasil,
foram criadas politicas de salude que visam o combate a obesidade como o
Programa Nacional de Alimentacdo Escolar (PNAE) que visa a formacéo de
habitos alimentaressaudaveis, por meio da oferta da alimentacdo escolar e de
acOes de educacdo alimentar e nutricional (PORTAL BRASIL, 2014a); jA o
Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAN), corresponde a um
sistema de informagdes que tem como objetivo principal promover informacao
continua sobre as condi¢cdes nutricionais da populacdo e os fatores que as
influenciam (PORTAL BRASIL, 2014b); e a Politica Nacional de Alimentacdo e
Nutricdo (PNAN) apresenta como proposito a melhoria das condigbes de

alimentacdo, nutricdo e saude da populacéo brasileira, mediante a promocao de
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praticas alimentares adequadas e saudaveis, a vigilancia alimentar e nutricional, a
prevencao e o cuidado integral dos agravos relacionados a alimentacdo e nutricdo
(PORTAL BRASIL, 2014c).

Uma vez instalada a obesidade, a busca pela perda de peso é
frequentemente realizada através do controle alimentar, exercicios fisicos
regulares e o uso de medicamentos (VILLARINI et al., 2015). Quando essas
alternativas, isoladas ou em conjunto, falham, a cirurgia bariatrica é considerada
como forma de tratamento (BUCHWALD; OIEN, 2009; SJOSTROM, 2004).
Ressalta-se que a cirurgia bariatrica é indicada para pacientes com indice de
Massa Corporal (IMC)= 40,0 kg/m?, ou aqueles com IMC = 35,0 kg/m? que
apresentam comorbidades,tais como distirbios metabdlicos, doencas
cardiorrespiratérias, doenca articular grave e problemas psicoldgicos relacionados
com a obesidade (FRIED et al., 2014). Entre os diferentes procedimentos
cirrgicos, a gastrectomia vertical (GV), € uma das técnicas mais utilizadas.
Nesse procedimento ocorre a remocédo do fundo gastrico e a maior parte do antro
do estdmago, criando um tubo gastrico que restringe a ingestao oral. Essa técnica
tornou-se cada vez mais popular devido a sua relativa simplicidade, preservacéao
do piloro, e por evitar a ma absorgcdo pés-operatéria (D'HONDT et al., 2011).

Estudos demonstram que a obesidade e as cirurgias bariatricassao
condi¢cBes que podem levar a um processo de adaptacdo do trato gastrointestinal
(TGI). Individuos obesos costumam apresentar refluxo gastroesofagico e gastrite
(BORG et al.,, 2009; KIM et al., 2007; YAMAMOTO; WATABE; TAKEHARA,
2012).Dailey (2014) mostrou que existem diferencas na anatomia do epitélio
intestinal entre individuos obesos e magros, decorrentes da hiperfagia ou do tipo
de dieta associada com a obesidade. Além disso, a exposi¢cdo prolongada a
dietas altamente caléricas esta relacionada com alteracdes morfolégicas e
funcionais no TGl em animais experimentais, como aumento na altura das
vilosidades e na densidade das criptas, e redu¢cdo no numero de células de
Paneth (BECERRIL et al.,, 2005; MAH et al., 2014). As cirurgias bariatricas

também podem provocar mudangas na estrutura e funcionalidade do estdmago
(ARAPIS et al. 2015; MARTIN et al. 2012;MILLER; REID; BROWN, 2016) e
intestino delgado (CAVIN et al.,, 2016;MUMPHREY et al., 2015; SAEIDI et al.,

2013; LI et al., 2013)em humanos e em animais experimentais. Porém, poucos
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estudos investigam as adaptacBes morfolégicas intestinais apés a GV e, além
disso, esses estudos sao controversos (CAVIN et al., 2016; MUMPHREY et al.,
2015).

Levando em consideracdo o exposto acima, propomos o presente estudo
para responder o seguinte questionamento: Quais os efeitos da GV, trés meses
apos o procedimento cirdrgico, sobre a histomorfologia do estémago e sobre a
morfometria intestinal (duodeno, jejuno e ileo) em ratos obesos pela dieta de

cafeteria?
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade

A obesidade afeta todas as faixas etarias e grupos socioeconémicos, tanto
em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento(CABALLERO,
2007). Para diagnostico de sobrepeso e obesidade em adultos, a medida mais
usada € o IMC, definido como o peso em quilogramas dividido pelo quadrado da
estatura em metros (kg/m2). E um indice simples onde individuos com IMC entre
25 a 30 kg/m? s@o classificados com sobrepeso e individuos com IMC acima de
30 kg/m2 sdo classificados como obesos (FERNANDES; CLEMENTE; MANCINI,
2013). Utilizando este indice de diagnostico, dados mostram que a incidéncia da
obesidade estda aumentando em todo o mundo,sendo considerada uma pandemia.
A prevaléncia global da obesidade em 2008 era de 10% para 0 sexo masculino e
14% para o feminino. As criancas também sdo alvos da obesidade, em 2012 mais
de 40 milhdes de criancas menores de cinco anos estavam com sobrepeso ou
obesas (WHO, 2014). No Brasil 52,5% da populacdo se encontrava com excesso
de peso e 17,9% apresentava obesidade em 2014 (BRASIL, 2014). De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude, 65% da populacdo mundial vive em paises
onde o sobrepeso e a obesidade mata mais pessoas do que o baixo peso, e cerca
de 3,4 milhdes de adultos morrem a cada ano em decorréncia da obesidade
(WHO, 2014).

A obesidade é definida como o acumulo de gordura localizada ou
generalizada(LUZ; ENCARNACAO, 2008), decorrente de balanco energético
positivo, ou seja, quando a energia consumida (proveniente dos alimentos)
excede o gasto (que envolve as calorias gastas para manutencdo da taxa
metabdlica basal, digestdo de alimentos e realizacdo de atividade fisica)(HILL;
WYATT; PETERS, 2012).Sua origem € multifatorial, incluindo fatores genéticos,
metabdlicos, endocrinos, neurais, psicolégicos, ambientais entre outros
(MOLINATTI; LIMONE, 1992). H4& uma mudanca evidente no comportamento
alimentar da populacdo nas ultimas décadas, marcada pelo aumento no consumo
de produtos industrializados ricos em gorduras, acucar e sal, com baixo valor

nutritivo, caracterizando uma ma nutricdo. Esse fato, associado a mudanca no
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estilo de vida, com a diminuicdo de atividade fisica, tém desempenhado um
importante papel na pandemia da obesidade(FERNANDES; CLEMENTE;
MANCINI, 2013).

O excesso de peso eleva drasticamente o risco de uma pessoa
desenvolver véarias doencas ndo transmissiveis, como diabetes, hipertensao,
acidente vascular cerebral, dislipidemia, apneia do sono, cancer, esteato-hepatite
nao alcodlica, entre outras comorbidades graves (FRIED et al., 2014). No TGl a
obesidade esta relacionada com varios diagndsticos, incluindo a doenca
diverticular, refluxo gastroesofagico, gastrite, pélipos e cancer de colon (BORG et
al., 2009). As consequéncias funcionais da obesidade tém sido extensivamente
estudadas no figado, masculo esquelético, tecido adiposo e pancreas, mas pouco
se conhece sobre seus efeitos no epitélio intestinal, o local inicial da absor¢céo de
nutrientes (MAH et al., 2014).

2.2 Adaptacdes do trato gastrointestinal na obesidade

O estbmago é um segmento dilatado do TGI. Suas principais funcdes
sdoarmazenar grandes quantidades de alimento até que ele possa ser
processado; misturar o alimento com as secre¢fes gastricas até formar uma
mistura semiliquida denominada de quimo; e esvaziar lentamente o quimo para o
intestino delgado, a uma vazdo compativel com digestdo e absor¢do adequadas
(GUYTON; HALL, 2011). Anatomicamente, 0 estdmago possui uma pequena
curvatura cOncava e uma grande curvatura convexa. Possui quatro regides: a
cardia € uma regido estreita na juncdo gastroesofagica, com 2 a 3 cm de
extensdo; o fundo € uma regido em forma cupula, a esquerda do esbéfago,
frequentemente preenchida com gas; o corpo € a maior regido, responsavel pela
formacao do quimo; e o piloro € uma regiao em forma de funil, provida de um
esfincter pilérico, que controla a liberacdo do quimo para o duodeno (GARTNER;
HIATT, 2003).

Todas as regides gastricas apresentam pregas longitudinais da mucosa e
submucosa, que desaparecem no estdmago distendido. O epitélio que recobre a
superficie do estdbmago € colunar simples, e todas as células secretam muco
alcalino que protege as células da acidez. A mucosa gastrica sofre invaginagdes
formando as fossetas (fovéolas) gastricas, onde € lancada a secrecdo de

glandulas. As glandulas gastricas produzem aproximadamente 2 a 3 litros de
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suco gastrico por dia. As células parietais produzem acido cloridrico e fator
intrinseco; as células principais produzem enzimas (pepsinogénio, renina e lipase
gastrica); as ceélulas superficiais de revestimento produzem muco; as
enteroenddocrinas produzem hormonios; ha também nas glandulas células de
reserva e células mucosas do colo (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013).

O intestino delgado é o sitio terminal de digestdo dos alimentos, absorcao
de nutrientes e secrecdo enddcrina. Esse oOrgdo € relativamente longo
(aproximadamente 5 metros), e é dividido em trés segmentos: duodeno, jejuno e
ileo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A absorcdo dos macronutrientes
(carboidratos, proteinas e lipideos), vitaminas, agua e eletrdlitos ocorre
principalmente no duodeno e porcéo proximal do jejuno. O ileo absorve alguns
substratos, como os sais biliares e a vitamina B12. O cdlon absorve um volume
menor de agua, todos os eletrolitos que o alcancam e alguns produtos da
fermentacao bacteriana (AIRES, 2008).

Como todos os componentes do TGI, o intestino delgado trata-se de um
tubo oco de diametro variavel, formado por quatro camadas distintas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa. Na camada mucosa o0s vilos sédo projecdes
alongadas formadas pelo epitélio e lamina prépria. O epitélio de revestimento dos
vilos é formado principalmente por células absortivas (enterdcitos) e células
caliciformes produtoras de muco, e continua com o epitélio das criptas. As criptas
sé@o depressdes em formato tubular e representam o compartimento proliferativo
do intestino. Seu epitélio € composto por algumas células absortivas, células
caliciformes, células enteroenddcrinas, células de Paneth e células tronco.
Pregas, vilos e microvilosidades aumentam cerca de 600 vezes a superficie de
revestimento intestinal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Os enterdécitos sdo células colunares altas com microvilosidades em seus
apices formando uma borda em escova, e sdo unidos por jun¢gdes para formar
uma membrana relativamente impermeavel. Os enterdcitos contém enzimas que
digerem substancias alimentares especificas, e a funcdo dessas células é
internalizar as moléculas de nutrientes produzidos durante a digestao. O ciclo de
vida de um enterdcito é cerca de 3-5 dias. Para essa renovagdo, as células
epiteliais mais profundas nas criptas sofrem mitose continua e novas células

migram da base das criptas em direcao as pontas das vilosidades, reconstituindo
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o epitélio do vilo e formando novas enzimas digestivas. Conforme as células do
vilo envelhecem, acabam se desprendendo nas secre¢fes intestinais. O
crescimento e desenvolvimento da mucosa sdo regulados por sinais hormonais,
nervosos, imunolégicos, dietéticos e mecanicos (GARTNER; HIATT, 2003;
GUYTON; HALL, 2011; PACHA, 2000).

O epitélio intestinal é uma barreira entre o mundo "exterior" e
“interior". Além das funcfes de absorver nutrientes, ions e agua, esse 0rgao tem a
funcdo de proteger o TGI de toxinas potencialmente prejudiciais, bactérias e
outros patdégenos que também existem no limen intestinal (RAYBOULD, 2012).

A saude de um individuo depende da digestdo e absor¢cdo eficiente de
todos os nutrientes necessarios a partir da dieta. Isto requer a deteccdo de
componentes dos alimentos por células enteroenddcrinas, ativacdo de vias
neurais e hormonais para regular fungcdes motoras, secretoras e de absorcao no
TGI, além de regular a ingestao de alimentos e as concentragfes plasmaticas de
glicose (RAYBOULD, 2012).

Estudos demonstram que a obesidade esta relacionada com alteracfes no
TGI (BECERRIL et al., 2005; DAILEY, 2014; YAMAMOTO et al., 2012). Individuos
obesos apresentam refluxo gastroesofagico e gastrite (BORG et al., 2009; KIM et
al.,, 2007; YAMAMOTO; WATABE; TAKEHARA, 2012), além de apresentar
diferencas na anatomia do epitélio intestinal(DAILEY, 2014). E animais
experimentais obesos tem aumento na altura das vilosidades e na densidade das
criptas, e reducdo no numero de células de Paneth (BECERRIL et al., 2005; MAH
et al., 2014).

O aumento do IMC foi associado com anormalidades endoscoépicas
superiores, tais como: gastrite erosiva, Ulcera gastrica, Ulcera duodenal e
esofagite de refluxo (KIM et al., 2007). Uma revisdo sobre a gastrite
endoscopica e histologica na obesidade morbida revelou uma associagéo
consistente da obesidade com ambos os tipos de gastrite. Os resultados
indicam o aparecimento de uma nova categoria de gastrite, a gastrite
relacionada com a obesidade.Habitos alimentares inadequados e fatores
hormonais como a adiponectina e a leptina, podem estar envolvidos no
mecanismo da patogénese da gastrite na obesidade(YAMAMOTO; WATABE;
TAKEHARA, 2012).
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Existe um equilibrio entre o fornecimento de alimentos e a capacidade de
digestdo e absorcdo do intestino (RAYBOULD, 2012). A mucosa intestinal é
sensivel a alteracdes neste ambiente eresponde com atrofia quando ha falta de
alimentos,e hipertrofia quando existe sobrecarga de alimentos (PLUSKE;
HAMPSON; WILLIAMS, 1997). A atrofia da mucosa é caracterizada pela
diminuicdo da fungéo intestinal, assim como as alterag6es morfologicas, incluindo
diminuicdo da altura das vilosidades, a profundidade das criptas, a area de
superficie, e 0 numero de células epiteliais. Ocorre comumente na auséncia de
alimentacdo (NIINIKOSKIet al., 2004). Ja a proliferacdo € um mecanismo de
adaptacao no qual ocorre aumentoda altura das vilosidades, a profundidade das
criptas, area superficial e peso Uumido intestinal (DROZDOWSKI; CLANDININ;
THOMSON, 2009).

Em roedores, o jejum ou nutricdo parenteral total leva a reducdes rapidas
na massa epitelial do intestino delgado, associadas com a proliferacdo reduzida
nas criptas e aumento da apoptose em criptas e vilosidades. Esta € uma
adaptacao fisiolégica a uma necessidade reduzida de absorcdo de nutrientes
(NELSON et al., 2008). Por outro lado, em camundongos obesos por dieta
hiperlipidica, a altura das vilosidades e a densidade das criptas estdo
significativamente aumentadas, indicando aumento do numero de criptas para
suprir a ampliacdo das vilosidades(MAH et al., 2014).

Dailey (2014) mostrou que existem diferencas na anatomia do epitélio
intestinal entre individuos obesos e magros, decorrentes da hiperfagia ou do tipo
de dieta associada com a obesidade. Observou-se aumento no comprimento das
vilosidades, profundidade de criptas e numeros de células epiteliais em individuos
obesos em comparacdo com magros. Além disso, uma das consequéncias da
obesidade, o DM2, esta associadoa hiperplasia e hipertrofia intestinal em
roedores (ADACHI et al., 2003). Em humanos obesos e diabéticos, a
hiperglicemia crbnica esta associada com o aumento da massa de enterdcitos e
aumento da renovacgao dessas células no intestino delgado. Com isso, o intestino
delgado é cada vez mais reconhecido por desempenhar um papel na
patofisiologia do DM2 (VERDAMet al., 2011).

2.3Cirurgia bariatrica e adaptacfes do trato gastrointestinal apos cirurgia
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Nos ultimos anos, a cirurgia bariatrica tem evoluido como uma opc¢ao de
conduta bem sucedida para controle de peso e glicémico em pacientes obesos
com DM2mal controlado.Buchwaldet al. (2009) mostrou que 82% dos pacientes
tiveram resolucdo de manifestacdes clinicas e laboratoriais relacionadas ao DM2,
dois anos apoés a cirurgia. Também foi demonstrada a resolu¢do e melhoria da
hipertenséao, dislipidemia e apneia do sono (BUCHWALDet al., 2004).

Estritamente falando, o termo cirurgia bariatrica é aplicada a todos os
procedimentos cirdrgicos que visam reduzir o excesso de peso. Atualmente, os
candidatos para intervencdes bariatricas incluem pacientes com obesidade
morbida (IMC> 40,0 kg/m2), ou aqueles com IMC> 35,0 kg/m2 que apresentam
importantes comorbidades como o DM2, hipertensdo e apneia obstrutiva do sono
(FRIED et al., 2014).

Tradicionalmente, as cirurgias bariatricas sédo classificadas como
procedimentos restritivos, disabsortivos ou mistos. Técnicas restritivas diminuem
o tamanho do estdmago, o que desencadeia saciedade com volumes menores de
alimentos do que antes da cirurgia. Procedimentos disabsortivos desviam
segmentos do intestino, causando assim certo grau de ma absorcdo de
macronutrientes. Os procedimentos mistos combinam restricdo e ma absorcao
(TACK; DELOOSE, 2014). Entre os tipos de técnicas restritivas, pode-se citar a
banda gastrica ajustavel laparoscépica (BGAL), o baldo intragastrico (Bl) e a GV.
Entre os procedimentos disabsortivos puros, esta a derivacao jejunoileal (DJI), a
derivacédo duodeno jejunal (DDJ), bem como a derivagéo biliopancreética (DBP).
O duodenal switch(DS)e a derivacdo gastrica em Y de Roux (DGYR) séo
exemplos de técnicas mistas. A DGYR é a cirurgia mais comumente realizada nos
Estados Unidos, seguida pela GV (BUCHWALD; OIEN, 2009).

A GV é uma técnica segura e bem aceita que tornou-se cada vez mais
popular devido a sua relativa simplicidade, preservacdo do piloro, e por evitar a
ma absorcao pos-operatoria. Na GV ocorre a remocéao do fundo géstrico e a maior
parte do antro do estbmago, criando assim um tubo gastrico que restringe a

ingestao oral (D'HONDTet al., 2011), como pode ser observado na Figura 1.
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Removed part
of stomach

Figura 1 — Técnica cirtrgica de GV segundo Huang et al. (2014).

A GV foi inicialmente introduzida como um processo de primeira etapa,
num esfor¢co de minimizar o risco cirargico para pacientes com um IMC superior a
55 kg/mz2, seguido por DGYR ou DS(REGAN et al., 2003; REN; PATTERSON,;
GAGNER, 2000). A GV é mais eficaz como um procedimento restritivo em termos
de perda de peso quando comparada com a BGAL e o Bl, e é mais segura que a
BGAL em relacdo a complicagbes a longo prazo(HIMPENS; DAPRI; CADIERE,
2006; MILONE; STRONG; GAGNER, 2005). Atualmente, a GV também é utilizada
como um procedimento independente. No entanto, a maioria dos resultados
publicados sdo de curto e médio prazo, dados de longo prazo sédo limitados
(D'HONDT et al., 2011).

Albanopouloset al. (2015), acompanharam por trés anos 88 pacientes que
foram submetidos a GV, e os resultados foram satisfatorios na perda de peso e na
melhora de varias comorbidades, como hipertensdo, hiperlipidemia, DM2, e
apneia do sono. Além disso, estudos demonstram que a GV possui a mesma
efichcia que a DGYR, apesar de terem diferentes rearranjos do sistema
gastrointestinal, no tratamento do DM2 em humanos (CHO et al., 2015) e na
perda de peso, consumo alimentar e melhora na homeostase glicémica em
animais experimentais (CHAMBERS et al., 2011).

A principal contraindicacdo relativa a GV € a presenca de patologias
esofégicas, tais como esofagite de refluxo, es6fago de Barrett ou hérnia hiatal,
todas as quais sdo conhecidas por se tornarem mais grave apds o procedimento
(BURGERHARTEet al., 2014; DUPREE et al., 2014). Um estudo retrospectivo feito
com amostras gastricas de 656 pacientes submetidos a GV mostrou que, a

maioria dos resultados histopatolégicos apés a cirurgia tinham um elemento de
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gastrite crbnica (74,4%), o que esta de acordo com estudos anteriores mostrando
a sua alta prevaléncia na populagéo obesa (ALMAZEEDI et al., 2013).

Uma vasta gama de alteracdes patologicas sdo vistas em amostras de
resseccdo gastrica seguinte a GV em humanos, tais como gastrite cronica,
gastrite associada a Helicobacter, polipos benignos da glandula fandica, gastrite
linfocitaria, gastrite atréfica autoimune, gastrite cronica com metaplasia intestinal e
polipos hiperplasicos (MILLER; REID; BROWN, 2016).

Martin et al. (2012), analisaram a morfologia e histologia gastrica em ratos
obesos por dieta hiperlipidica, submetidos a GV, 4 e 16 semanas apds a
cirurgia. O tamanho do estdbmago do grupo GV, apos ambos os periodos
experimentais, foi semelhante a dos ratos pseudo-operados devido ao
alargamento do estdbmago residual. Tracos de gastrite cistica profunda,
caracterizada pelo alongamento foveolar com hiperplasia e dilatacao cistica das
glandulas, foram observados nos estomagos residuais dos ratos operados. Estes
resultados foram observados, principalmente, apds 16 semanas, embora eles
também foram detectados ocasionalmente apdés quatro semanas de pés-
operatorio.Arapiset al. (2015), analisaram a remodelacdo da mucosa gastrica
apos GV em ratos obesos por dieta hiperlipidica. Os resultados mostraram
hiperplasia das células mucosas do colo, uma populacdo de células de transito do
estbmago que tem capacidade de se diferenciar em células zimogénicas e
pépticas. Houve também, no antro, reducdo do numero de células de produtoras
de gastrina em conformidade com a reducdo do RNAm de gastrina. Estes dados
apoiam a ideia de que, depois da GV, a mucosa gastrica remanescente sofre
modificacdo na populacdo e na funcéo das células.

O TGI é o alvo direto dos procedimentos bariatricos e além do estbmago,
alteracdes intestinais também séo encontradas. A remodelacao intestinal precoce
e a adaptacdo desencadeada por tais intervencdes podem ser o ponto de partida
para a melhora metabdlica observada pdés-cirurgia. A maior parte dos estudos
demonstram os efeitos da DGYR sobre a morfologia do TGI (CAVIN et al., 2016;
MUMPHREY et al., 2015; SAEIDI et al., 2013). Porém, poucos estudos investigam
as adaptacOes morfologicas intestinais apés a GV e, além disso, esses estudos
sao controversos (CAVIN et al., 2016; MUMPHREY et al., 2015).

Saeidiet al. (2013) mostraram que ocorre reprogramacédo do metabolismo

intestinal da glicose apés a DGYR em ratos obesos, provavelmente para
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satisfazer as crescentes demandas bioenergéticas. Os autores concluiram que
essa reprogramacao é desencadeada pela exposicdo desse segmento intestinal a
alimentos nado digeridos. Ratos Zucker geneticamente obesos apresentaram
mudancas distintas nos segmentos intestinais anulados e reanastomosados, 14
dias ap6s a DDJ. O duodeno e jejuno proximal apresentaram autélise e atrofia,
enquanto o jejuno distal exibiu aumento consideravelna proliferacdo de células da
mucosa. Como a DDJ desvia o fluxo de alimentos do estdbmago diretamente para
0 jejuno distal, houve uma hiperplasia compensatoria da mucosa, para aumentar
a capacidade de digestdo e absorcdo nesse segmento. Morfologicamente, o
jejuno mostrou aumento da densidade das vilosidades, na espessura da parede, e
alargamento da circunferéncia. Por outro lado, a exclusdo do fluxo de alimentos
no duodeno e jejuno proximal conduziu a aumento da apoptose, diminuicdo da
proliferacao celular e atrofia da mucosa (LI et al., 2013).

Andlises morfométricas do intestino de ratos obesos por dieta hiperlipidica
mostraram que em ratos submetidos a GV ndo houve qualquer resposta
hipertréfica no duodeno, jejuno e ileo. Em contraste, ratos submetidos a DGYR as
areas transversais e espessura da mucosa para o0s locais intestinais
correspondentes (alca biliopancreética, alca de Roux e alca comum) foram
maiores. Da mesma forma, o numero de células depeptideo semelhante ao
glucagon tipo 1(GLP-1) e a expressdo da proteina de hexoquinase Il foram
aumentadas apés DGYR, mas ndo houve modificagcdes nesses parametros apés
GV (MUMPHREY et al.,2015). Outro estudo em ratos e humanos submetidos a
DGYR, demonstrou que a alca de Roux tornou-se hiperplasica, com aumento do
namero de células produtoras de incretinas. Além disso, a expressdo de
transportadores de glicose e genes relacionados com a hipoxia aumentou, e o
transportador de glicose tipo 1(GLUT1) apareceu na membrana basolateral do
enterécito. Em contraste, ndo houve hiperplasia do intestino apés a GV, mas a
absorcao intestinal de glicose alimentar foi reduzida e a densidade de células

enddcrinas secretoras de GLP-1 aumentou (CAVIN et al., 2016).

2.4 Modelos experimentais de obesidade
A experimentacdo animal é de grande importadncia nas pesquisas
cientificas, contribuindo para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia. Sua

vasta contribuicdo nos diferentes campos cientificos vem promovendo ao longo
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dos anos a descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de inumeras
doencas que acometem o0s seres vivos. Animais de varias espécies tém sido
utilizados,tais como o rato, camundongo, coelho, vaca, porco, macaco, cachorro,
entre outros (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007).

Na tentativa de compreender a fisiopatologia da obesidadebem como, os
efeitos e mecanismos envolvidos com a melhora metabdlica apo6s cirurgias
bariatricas, varios modelos experimentaissao utilizados. Dentre os diferentes
modelos encontram-se os oriundos de linhagens genéticas, provocadas por
mutacOes autossdmicas recessivas (ratos Zuckerfa/fa, camundongos ob/ob) bem
como, camundongos transgénicos e knockouts para determinados genes
especificos; roedores submetidos a lesdes eletrolitica no hipotalamo ventromedial
e lesdes quimicas em regides hipotalamicas por agentes especificos como o
glutamato monossédico (BRAY; YORK, 1979; OLNEY, 1969).

Dentre os modelos de dietas experimentais para roedores, podemos
destacar a dieta hiperlipidica, que contém mais de 30% da energia total
proveniente de gordura e leva ao desenvolvimento da obesidade em animais
(HARIRI; THIBAULT, 2010); e a dieta de cafeteria (CAF), que possui alto valor
caldrico e baixo valor nutritivo. Esse modelo é o que mais fielmente assemelha-se
a grande variedade de alimentos relacionados a pandemia da obesidade na
sociedade ocidental (CASTELL-AUViI et al., 2011).

A dieta de CAF consiste de alimentar os animais com elevada quantidade
de sal, acucar e gordura; assim, imitando a dieta consumida pelas culturas
ocidentais. A dieta promove hiperfagia voluntaria que resulta em rapido aumento
de peso, adipogénese e inflamacado(CASTELL-AUVI et al., 2011; SAMPEY et al.,
2011). Além disso, ratos alimentados com a dieta de CAF apresentam esteatose
hepética ndo alcodlica,intolerancia a glicose (SAMPEYet al., 2011) e resisténcia a
insulina (CASTELL-AUViI et al., 2011), ou seja um estado pré-diabético.

A dieta de CAF também € conhecida por causar mudancas na morfologia e
funcionamento do TGI em ratos, que podem estar relacionadas com a exposi¢cao
prolongada a alimentos de alto valor calérico (BACERRIL et al., 2005). Foram
relatadas alteracbes como o aumento no comprimento do intestino delgado e
esvaziamento mais lento do intestino grosso (DAMETO et al., 1991); aumento na
absorcdo intestinal de L-alanina (SANCHIS; ALEMANY; REMESAR, 1994);
estimulacdo da proliferacdo celular e sintese proteica no intestino delgado
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(ESTORNELL; CABO; BARBER, 1995) e redugcdo no numero de células de
Paneth (BACERRIL et al., 2005).

Scoariset al. (2010), investigaram os efeitos da dieta de CAF no intestino
delgado de ratos Wistar adultos em condi¢cdes sedentarias e apos o treinamento
fisico. Os resultados mostraram que dieta de CAF, caracterizada
comohiperlipidica, levou a obesidade nos animais. A obesidade induzida pela
dieta causou aumento no comprimento do intestino delgado, na altura das
vilosidades, na profundidade das criptas e na espessura de toda a parede do
jejuno. Houve também aumento da atividade enzimatica da fosfatase alcalina,
lipase, e sacarase, e redugcdo do numero de células caliciformes. O treinamento

fisico atenuou esses parametros.
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Abstract

Objectives: To assess the effect of vertical sleeve gastrectomy (VG) on gastric
histopathology and morphology of the small intestine (duodenum, jejunum, and ileum), in

obese rats on a cafeteria diet.

Methods: Eight-week old Wistarrats were divided into two groups: control (CTL), which
received a standard diet, and cafeteria (CAF), which received a cafeteria diet to induce
obesity. After two months, the CAF group was subjected to a pseudo-surgery (CAF PS) or
vertical sleeve gastrectomy (CAF VG). Three months after the surgical procedure, the

stomach, duodenum, jejunum, and ileum were analyzed.

Results: The stomach of CAF PS animals revealed hyperemia, slight and diffuse
inflammatory infiltrates in the mucosa and submucosa, and slight erosion of the mucosa
and atrophy. The CAF VG animals showed intense erosion of the gastric mucosa, edema,
and moderate and diffuse inflammatory infiltrates in the mucosa and submucosa, and
atrophy of the muscle layer and mucosa. The intestines of CAF VG animals revealed an
increase in total thickness of the duodenum, the mucosal and submucosal layers, and an

increase in the height of the villi.

Conclusion: The cafeteria diet induces erosion and atrophy of the gastric mucosa without
affecting the small intestine. Three months after the procedure, VG exacerbates the damage

to gastric mucosa and promotes changes in the morphometry of the duodenum.

Key words: Obesity; Bariatric Surgery; Vertical Sleeve Gastrectomy; Gastrointestinal
tract.
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Introduction

In recent decades, obesity has reached alarming proportions, especially in the
developed and developing countries, affecting individuals of all ages. Because of obesity,
changes take place in the energy balance of an organism, wherein, energy production
exceeds expenditure, and the excess energy is stored as fat in adipose tissue*. According to
the World Health Organization, 65% of the world's population lives in countries where
excess weight and obesity kill more people than deaths due to low weight, and about 3.4
million adults die each year, due to the comorbidities associated with obesity”.

Obesity is associated with development of various disorders, including type Il
diabetes, cardiovascular disease, dyslipidemia, different types of cancers, and
musculoskeletal and psychosocial changes, among others®. Several studies indicate that
obesity is also associated with changes in the gastrointestinal tract and occurrence of
gastroesophageal reflux and gastritis, as well as morphological and functional changes in
the small intestine of obese humans *° and experimental animals °.

Although there are various modalities for the treatment of obesity, bariatric surgery
has proven to be the only long-term effective treatment, with sustained long-term effects
on morbid obesity and its comorbidities”®. Among the different surgical procedures
available, vertical sleeve gastrectomy (VG) is a widely used and secure technique. This
procedure involves removal of the gastric fundus and a greater part of antrum of the
stomach, creating a gastric tube, which restricts oral ingestion. This technique has become
increasingly popular due to its relative simplicity, preservation of the pylorus, and the
absence of postoperative malabsorption®. The main contraindication of VG is the presence
of esophageal pathologies, such as reflux esophagitis and Barrett's esophagus or hiatus
hernia, all of which are known to aggravate after the procedure'. In addition, bariatric
surgeries are also associated with changes in the intestinal mucosa™*>.

The Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) leads to morphological and functional
adjustments in the intestine, in rats and humans'**?**, The duodenal jejunal bypass (DJB)
also causes morphological changes in the intestine in rats'®. However, few studies have
investigated the morphological adaptations of the intestine after VG; moreover, these
studies are controversial****. Thus, our goal was to analyze the effect of VG on gastric
histopathology and morphology of the small intestine in rats with induced obesity from a
cafeteria diet. A cafeteria diet is an experimental model that best reflects the Western style
diet. It consists of highly palatable and calorie rich food, which leads to hyperphagia,
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weight gain, excessive accumulation of fat, as well as development of a pre-diabetic

state®’,

Methods

Animals

Twenty-five 60 day-old Wistar rats were included in this experiment. The animals
were randomly divided into two groups: a control group (CTL), which received a standard
diet, and a cafeteria group (CAF), which received a cafeteria diet for induction of obesity.
After two months, the CAF group was further subdivided into two groups, one subjected to
a pseudo-surgery (CAF PS, n = 8) and the other to vertical sleeve gastrectomy (CAF VG, n
= 9). The groups were euthanized three months after the surgical procedure. All
experimental procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA)

at the State University of Western Parana (UniversidadeEstadual do Oeste do Parand).

Diets

The animals in CTL group received a standard diet (Algomix, Ouro Verde do
Oeste, Brazil) and water ad libitum. The animals of CAF group received a cafeteria diet,
similar to that used in the study by Goularteet al.*®, with some modifications. It comprised
of: standard ration, Italian salami, milk bread, corn snack, marshmallow, mixed sausage,
chocolate cake, corn flour cookie, mortadella, bacon flavored salty snack, chocolate wafer

and 350 ml per day of degassed Coca-Cola™,

Pre- and perioperative care

Five days prior to the surgery, the animals in CAF PS and CAF VG groups
received a liquefied CAF diet with liquid-pasty consistency and Coca-Cola ad libitum. All
animals were fasted for 12 hours prior to the surgical procedure. The animals were
anesthetized using 1% isoflurane (BioChimico, Itatiaia, Brazil) under nasotracheal
intubation with urethral probe number four, oxygen at 1 L/min and spontaneous
ventilation. Five minutes before the start of surgery, a single-dose antibiotic prophylaxis
with intramuscular ceftriaxone (Teuto, Anapolis, Brazil), 50 mg/kg, and subcutaneous
analgesia with sodium dipyrone (Teuto, Anapolis, Brazil) at a dose of 50 mg/kg, were
administered. An aseptic technique was used for preparation of the operative field and the
abdominal wall, including antisepsis with polyvinylpyrrolidone. Shortly thereafter, a
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subcutaneous injection of 20 ml warm physiological saline 0.9% was administered for
hydration. Body temperature was maintained with heaters and hot water bottles. Animals
of the CTL group received liquefied standard ration of liquid-pasty consistency for five

days, and went through a similar fasting period as the operated rats.

Surgical Procedures
For the pseudo-surgery, a 4 cm incision was made on the epigastric midline of the

abdominal wall of CAF PS animals. The abdominal cavity was exposed, the liver was
removed carefully, following which the stomach and intestine were handled. The
laparotomy was closed with continuous sutures in planes, including peritoneal and
aponeurotic planes, with polypropylene suture 4-O. The skin was closed with continuous
sutures, using 4-O polypropylene suture.

For the VG, a 4 cm incision was made at the epigastric midline on the abdomen. A
section of the stomach was held using a pair of scissors, from the angle of His to a point 3
mm proximal to the duodenum, with resection of approximately 80% of the stomach
including a complete resection of the gastric fundus. Three to four separate sutures were
secured in the sectioned stomach with 7-O polypropylene sutures, at the level of angle of
His, medial region of the body and distal portion of the antrum. Continuous sutures were
secured on two layers with 7-O polypropylene suture in the rest of the stomach, with
fixation on the previously secured sutures. This portion corresponded with 20% of the total
volume of the stomach. The laparotomy was closed with continuous sutures in layers,
including the peritoneal and aponeurotic layers with polypropylene suture 4-O. The skin

was closed with continuous sutures, using polypropylene suture 4-0O.

Postoperative Care

A subcutaneous dose of 10 mL 0.9% saline solution was administered, divided into
two dorsal quadrants of the animal, 24 and 48 hours after surgery, to prevent dehydration.
The animals received only water ad libitum but not any diet until they completed 72 hours
of fasting. After this period, they were offered a liquefied diet of liquid-pasty consistency
for seven days. Subsequently, all animals again received the CAF diet. The CTL rats were
also subjected to 72 hours of fasting and then received a liquefied diet of liquid-pasty

consistency for the next seven days.
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Evolution of body weight and assessment of obesity
The animals were weighed weekly, during the entire experimental period to
monitor the progression of body weight. After death, the perigonadal and retroperitoneal

fat pads were excised and weighed, to assess the accumulation of fat.

Histopathology and histomorphometry of the gastrointestinal tract

Cross-sectional samples of the stomach, duodenum, jejunum, and ileum were fixed
in paraformaldehyde 4% and embedded in paraffin. Semi-serial (6 um thick) sections were
stained with hematoxylin and eosin (HE). The following lesions were checked during the
morphological assessment of the stomach: mucosal edema, erosion of the mucosa,
hemorrhage, hyperemia, atrophy, and fibrosis, presence of inflammatory infiltrate and
cellular atypia. The histopathological analyses were performed blind. To perform the
histomorphometric analyses, the stomach sections were photographed using an Olympus
microscope coupled to an imaging system, under a total amplification of 40x. Three fields
were photographed for each slide. These images were then analyzed randomly using the
free software, ImageJ. Three measurements from each image were selected to assess
thickness of the gastric mucosa, using the straight feature from the image analysis
program. The areas were chosen at random, from sites where it was possible to measure
the distance between the epithelial surface and the muscle of the mucosa (gastric mucosa).
Thickness of the mucosa was calculated as the average of three measurements on each
slide.

For morphometric analysis of the duodenum, jejunum, and ileum, the slides were
photomicrographed using an Olympus DP71 microscope. Two images were captured per
animal, with a 4x amplification for the analysis of total thickness of the intestinal wall,
thickness of the muscle layer, and thickness of the mucosa and submucosa. Four images
with a 10x amplification were taken to measure height of the villus and depth of the crypt.
The morphometric analyses were performed using the software Image Pro Plus ® 6.0
(Media Cybernetics, USA), previously calibrated. Total thickness of the intestinal wall,
thickness of the muscular layer, and thickness of the mucosa and submucosa were
measured at four random points of the section, one section per animal. For the height of the
villus and depth of crypt, 10 villi and 10 crypts were measured per animal.

Statistical analyses

The results were expressed as average * standard error of the average. One-way
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analysis of variance (ANOVA) was used for statistical evaluation followed by the Tukey
post-hoc test. The level of significance was set at P < 0.05. The software used for statistical
analyses was the GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San
Diego, USA).

Results

The body weight of CAF PS and CAF VG animals, in the first week after surgery,
was higher, compared to CTL animals (P < 0.05, Figure 1A). In the fourth, fifth and sixth
week post-surgery, the animals of the CAF VG group exhibited increased body weight
compared to CTL animals (P < 0.05, P < 0.05 and P < 0.01). From the seventh to 13th
week post-surgery, the CAF PS and CAF VG groups developed a significant increase in
weight compared to the CTL group (Figure 1A). Reinforcing these results, we observed
that the area under the curve (AUC) of the progression of body weight was higher in CAF
PS and CAF VG groups compared to the CTL group (Figure 1B; P < 0.05 and P < 0.01).
The naso-anal length (NAL) was higher in CAF PS and CAF VG groups (26 = 0.2 and 26
+0.3cm, p <0.001) compared to the CTL animals (24 = 0.2).

The animals of the CAF PS and CAF VG groups presented an increase of
approximately 57% and 53% in the weight of the retroperitoneal fat pads (Figure 1C, P <
0.001) and 44% and 35% in the weight of the perigonadal fat pads (Figure 1D, P < 0.01
and P < 0.05, respectively) compared to the CTL animals.
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Figure 1 - Progression of body weight after the surgical procedure (A); area under the
curve (AUC) of progression of body weight (B) and weight of retroperitoneal (C) and
perigonadal fat pads (D) in, CTL, CAF PS and CAF VG animals. Data represent the
average + SEM (n = 9). *CAF PS and CAF VG differ from CTL animals. “CAF VG differ
from CTL animals. Different letters on the bars refer to significant differences between the
groups. One-way ANOVA followed by the Tukey’s post-hoc test. P < 0.05.

The animals of CTL group presented a normal gastric morphology, with no changes
being observed in the mucosa, submucosa, muscle, and serosa of the organ (Figure 2A and
B). In group CAF PS, the presence of erythema, and slight and diffuse inflammatory
infiltrates were observed, both in the mucosa and submucosa, as well as slight erosion of
the gastric mucosa (loss of surface epithelium) and atrophy of the mucosa (Figure 2C and
D). In CAF VG group of animals, there was intense erosion of the gastric mucosa, edema,
and moderate and diffuse inflammatory infiltrates in both, the mucosa and submucosa

(Figure 2E and F). None of the groups had presence of hemorrhage, fibrosis, or cellular



42

atypia. On morphometric analyses of the stomach, the animals of CAF PS group showed a
reduction in the thickness of mucosa (560 * 25) compared to the CTL animals (781 + 53, P
< 0.05). The vertical sleeve gastrectomy did not modify this parameter.

Figure 3 shows morphometric analyses of the duodenum. There were no changes in
any parameter evaluated among the CAF PS and CTL animals (Fig 3, A, B, C, D and E).
However, the animals of group CAF VG developed an increase in total thickness of the
duodenum and in the mucosal and submucosal layers, compared to CAF PS and CTL
animals (Figure 3A and C, respectively, P < 0.05). In addition, height of the villi was
approximately 27% and 32% higher in the CAF VG group compared to CAF PS and CTL
animals, respectively (Figure 3D; P < 0.05 and P < 0.01). There was no difference in the
thickness of muscle layer and depth of the crypts in the duodenum of animals studied
(Figure 3B and E). Figure 4, depicts organization of the intestinal wall of duodenum in
CTL, CAF PS and CAF VG animals.

Obesity and vertical sleeve gastrectomy did not alter any of the morphometric

parameters evaluated in the jejunum and ileum (Tab. 1).
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Figure 2 - Gastric tissue photomicrographs of CTL (A and B), CAF PS (C and D) and CAF
GV (E and F) animals, cross section, hematoxylin and eosin staining. In A, gastric tissue
with normal aspect of the mucosa, submucosa and muscular layers and, in B, normal
appearance of the glands, lamina propria, muscular mucosa and submucosa.In C, mild
erosion of the mucosa (arrows) and, in D, hyperemia (arrows) in the lamina propria and
mild and diffuse inflammatory infiltrate in the mucosa. In E, intense mucosal erosion
(arrows) and, in F, moderate and diffuse inflammatory infiltrate in the mucosa and

submucosa, as well as mucosal edema.



>
w

200017 2501

15004

10004

Thickness of duodenum (um)
Thickness of muscle layer (pm)

3 mus
e

T
CTL CAFPS CAFVG

8007 5001

6004

4004

Height of villi (um)
Cryptdepth (pm)

CTL CAFPS CAF VG

2004

1504

100

50

S
e

S

2

.

3001

2001

CAFPS CAFVG

CAFPS CAFVG

Thickness of mucosal and submucosal

layers (um)

200017

15004

10004

P |

44

CAFPS CAF VG

Figure 3 - Morphometric analyses of the duodenum. (A) Total thickness of the duodenum;

(B) thickness of the muscle layer; (c) thickness of the mucosal and submucosal layers; (D)
height of villi and (E) crypt depth of CTL, CAF PS and CAF VG animals. Data represent

the average =+ SEM (n = 4-5). The different letters on the bars refer to significant

differences between the groups. One-way ANOVA followed by the Tukey post-hoc test. P

< 0.05.

Figure 4 - Photomlcrographs of mtestlnal waII of the duodenum of CTL (A) CAF PS (B) and
In A,

CAF VG (C) animals. Cross section, hematoxylinand eosin staining.
organization: mucosal layer (M) composed of villi (V) and crypts (C), submucosal layer (asterisk)
and muscle layer (black arrow). In B and C, organization of the mucosal (M), submucosal

(asterisk) and muscle (black arrow)layers.An increase in total intestinal wall thickness in the CAF

VG (C) animals was observed compared to the CTL (A) and CAF PS (B) animals.

intestinal wall
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Table 1 - Morphometric analysis of the jejunum and ileum of CTL, CAF PS and CAF VG
animals.

CTL CAFPS CAF VG
Jejunum
Height of the villi (um) 276 + 47 350 + 45 392 + 29
Crypt depth (um) 189 + 20 207 £8 214 £ 13
Thickness (um) 646 £ 98 726 £ 60 795+ 31
Thickness of the muscle layer (um) 79 £14 815 91+6
Thickness of the mucosal and 590 +91 665 £ 61 708 £ 30
submucosal layers (um)
lleum
Height of the villi (um) 315+ 50 307 +28 331+28
Crypt depth (um) 221 + 27 266 + 15 236 + 20
Thickness (um) 792+113  901+39 889 + 35
Thickness of the muscle layer (um) 108 + 19 137 +6 105 + 13
Thickness of the mucosal and 689 +94 775 £ 47 789 £ 18

submucosal layers (um)

Data are presented as average + SEM (n = 4-5).

Discussion

Obesity and bariatric surgeries can alter the functioning of the gastro-intestinal
tract. In the present study, we demonstrated for the first time, that a cafeteria diet induces
changes in the gastric mucosa, without any morphological alterations in the small intestine.
Furthermore, we demonstrated that VG in obese animals on a cafeteria diet exacerbates the
damage to gastric mucosa and alters the morphology of small intestine, with an increase in
total thickness of the duodenum, the mucosal and submucosal layers, and an increase in
height of the villi.

In a cafeteria diet, highly palatable and calorie rich food is offered ad libitum to the
rodents. In the present study, the provision of this diet led to an increase in body weight
and the weight of retroperitoneal and perigonadal fat pads in CAF PS compared to CTL
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animals, corroborating the previously published data*®*’. In order to reverse the condition
of obesity and the syndromes associated therewith, different strategies have been used,
such as diets with calorie restriction, administration of medications and metabolic and/or
bariatric surgeries. Among all the strategies, surgery has been the most effective, for
patients with morbid obesity’”®. One of the surgical procedures, VG, where a gastric
resection of 80% with excision of the fundus and the body of the stomach®® is performed,
has stood out. It is a restrictive and simple technique, with short surgical time, few post-
surgical complications, and great benefit to patients with morbid obesity’. Studies in
humans and animals demonstrate that VG promotes rapid weight loss?®?*. However, in our
study, the CAF VG animals did not show a reduction in body weight compared to CAF PS
animals. In addition, the weight of retroperitoneal and perigonadal fat pads did not change.
This is in contrast to previously published data; perhaps, continuity of the cafeteria diet
might have influenced this parameter.

Other than diabetes and hypertension, obesity is also associated with
gastrointestinal diseases, such as gastroesophageal reflux, diseases of the gallbladder,

2223 and gastritis®.

tumors of the colon, esophagus and pancreas, abdominal pain, vomiting
Yamamoto et al.* demonstrated an association between the reduction of hormone
adiponectin and presence of erosive gastritis in obese patients. The authors suggest that
adiponectin, due to its anti-inflammatory properties, protects the stomach from gastric
erosion. For the first time, we have demonstrated that the consumption of a CAF diet
promotes damage to the gastric mucosa. We observed the presence of hyperemia, slight
and diffuse inflammatory infiltrates, both, in the mucosa and submucosa, as well as slight
erosion and atrophy of the gastric mucosa. Thus, our results reveal an association between
high calorie food intake and changes in the mucosa of the stomach; however, the
mechanisms have not been elucidated.

Although VG is a simple, restrictive technique with few post-surgical
complications, it has some disadvantages such as hemorrhage, gastritis, and

15,24

dysplasia™“"that are mainly due to direct intervention in the stomach. The main
contraindication of VG is the presence of esophageal pathologies, such as reflux
esophagitis and Barrett's esophagus, all of which are known to aggravate after the
procedure™®. Moreover, a wide range of pathological changes are seen in gastric resection
samples following VG in humans, such as chronic gastritis, Helicobacter-associated
gastritis, benign fundic gland polyps, lymphocytic gastritis, autoimmune atrophic gastritis,

chronic gastritis with intestinal metaplasia and hyperplastic polyps®. In our study, we
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demonstrated that three months after VG, the stomachs of CAF VG animals showed
intense erosion of the gastric mucosa, edema, and moderate and diffuse inflammatory
infiltrates, both in the mucosa and submucosa. Obese rats on high lipid diet, subjected to
VG, presented an increase in size of the residual stomach and signs of gastritis
cysticaprofunda, characterized by foveolar elongation with hyperplasia and cystic
dilatation of the glands™®. These changes were mainly observed 16 weeks after the surgical
procedure; however, they were also occasionally detected four weeks post-surgery. In
another study, also on obese rats fed with fat diet subjected to VG, there was hyperplasia of
the mucous neck cells and a reduction in the number of cells that produce gastrin in the
antrum of the stomach, which is in line with the reduction of the mRNA (messenger RNA)
levels of this hormone?. These data support the possibility that, after VG, the remaining
gastric mucosa undergoes modification in the population and function of cells.

In addition to changes in the stomach, studies in rodents have shown that changes
in morphology and function of the small intestine may be related to prolonged exposure to
foods with high caloric value®, as well as to the quantity and/or quality of the food
available?’. An increase in the length of small intestine and lower intestinal emptying
time?, stimulation of cell proliferation and protein synthesis in the small intestine®® and a

1.3 observed an

reduction in the number of Paneth cells® were observed. Scoariset a
increase in the height of villi, depth of crypts and thickness of the entire wall of jejunum in
obese rats on the cafeteria diet. Moreover, they confirmed an increase in the length of
small intestine, reduction in the number of goblet cells as well as increased enzymatic
activity of alkaline phosphatase, lipase, and saccharase. According to the authors, the high
content of lipids in the cafeteria diet fed to animals may be responsible for morphological
changes of the intestinal wall. In our study, there was no morphological change in the total
thickness, thickness of the mucosa and submucosa, height of the villi and crypt depth in the
duodenum, jejunum, and ileum of CAF PS compared to CTL animals. Probably the
difference in cafeteria diet composition used in both studies might be responsible for the
absence of intestinal wall changes in this study.

The CAF VG animals developed changes in morphology only of the duodenum,
with an increase in total thickness of the region, as well as an increase in thickness of the
mucosal and submucosal layers and the height of villi. Unlike our results, morphometric
analyses of the intestine of obese rats fed on hyperlipid diet showed that rats submitted to
VG did not present any hypertrophic response in the duodenum, jejunum, and ileum, and

showed no changes in the number of cells that produce Glucagon-like peptide-1 (GLP-1)
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or protein expression of hexokinase 11**. However, another study on rats and human
subjects, did not reveal hyperplasia of the intestine after VG, but found a reduction in the
intestinal absorption of glucose and increase in the density of GLP-1 endocrine secretory
cells **. Since we used a cafeteria diet in our study, which is different in consistency from a
hyperlipid diet, we suggest that the remodeling in morphometric parameters found in the
duodenum may be due to the exposure of this intestinal segment to inadequately crushed
and initially digested food.

Conclusion

We conclude from this study that a cafeteria diet induces erosion and atrophy of the
gastric mucosa, without causing any morphological changes in the small intestine. The VG
performed in obese animals fed on cafeteria diet, exacerbates the damage to gastric
mucosa, three months after the surgical procedure. In addition, VG alters the morphology
of small intestine, with an increase in total thickness of the duodenum, as well as an

increase in thickness of the mucosal and submucosal layers and height of the villi.
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4. ANEXOS

5.1 Anexo A

Parecer de protocolo do Comité de Etica no Uso de Animais da UNIOESTE.

U unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana
Proé-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Efeitos da gastrectomia vertical sobre o
metabolismo lipidico hepatico em ratos obesos”, sob vossa coordenacéo,
foi avaliado pelo CEUA como APROVADO para execugao.

ATENCAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apo6s o encerramento das atividades previstas e apds o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado

Experimental.

Cascavel, 19/06/2015

UL

L\ i
Profa. Dra. Luciana Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n°® 2729/2014 - GRE



5.2 Anexo B

Normas da Revista Cientifica

A Revista Acta Cirargica Brasileira tem um padrao, estilo, regras e
normas que devem ser cumpridas. Seguir as Instrucdes aos Autores
em www.scielo.br/acb (portugués/inglés). Observar os modelos nos
artigos publicados. Revisdo acurada do manuscrito antes de enviar,
pois se ndo cumprir as instrugdes, nao sera aceito.

A RevistaActaCirurgicaBrasileiracumpre as normas do International
Committee of Medical Journal Editors: Ethical Considerations in the
Conduct and Reporting of Research, Authorship and Contributorship
(www.icmje.org).

Autoria

A Revista Acta Cirargica Brasileira considera todos os participantes do
artigo como autores. Autores sdo considerados aqueles que tém
efetiva contribuicdo intelectual e cientifica na realizagdo do trabalho.
Nao é papel do editor, arbitrar conflitos relacionados a autoria.

O autor principal é o responsavel pela integridade do artigo, como
um todo, ndo necessariamente ser o primeiro autor, entretanto deve
ser o autor correspondente. A Revista ndo aceita alunos de
graduacado e pdés-graduacdo como autores principais. O autor principal
assume a responsabilidade pela participacdo efetiva de cada autor e
pela concordancia com o conteldo do artigo.

Participantes que tiveram atividade puramente técnica (ato operatério,
revisdo bibliografica, chefes de departamento, servicos ou financiados)
devem ser listados nos agradecimentos.

Contribuicao dos autores

Cada autor deve assumir a responsabilidade de pelo menos um
componente do trabalho:

. Contribuicdo cientifica e intelectual efetiva para o estudo;
. Concepcdo e delineamento;

. Aquisicao dos dados;

. Interpretacao dos dados;

. Procedimentos técnicos;

. Exames macroscopicos e histopatoldgicos;
. Analise estatistica;

. Preparacao do manuscrito;

. Redacdo do manuscrito;

10. Revisdo critica;

11. Aprovacao final.

OVCoONOTUTPR, WN

Tipos de Publicagcao

Os Suplementos da revista podem ter objetivos Gteis para
cooperagao entre Instituicdes Académicas. O Editor Chefe terd a
autoridade de enviar os suplementos para apreciacdao de pareceristas
que poderdo rejeitar artigos. E fundamental distinguir nas referéncias
os artigos de suplementos e os da publicagao regular.
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A revista aceita artigos de pesquisa, preferencialmente de cirurgia
experimental, investigacao clinica e de revisdo solicitada pelo Corpo
Editorial.

RevisOes sistematicas e metanalises enfocando temas cirlrgicos de
interesse atual serdo consideradas para publicacao. Todas as
metanalises de ensaios randomizados deverdo atender os principios do
QUORUM (Lancet. 1999;354:1896-1900) e o manuscrito submetido
devera conter o fluxograma detalhado da revisao sistematica.

A Revista nao aceita relato de caso ou de casos e trabalhos
retrospectivos.

Fluxograma do manuscrito

Os manuscritos submetidos pelos autores a Acta Cirlrgica Brasileira
serao inicialmente avaliados pelo Editor Chefe, quanto aos objetivos e
padrdo da revista. Nesta fase, o manuscrito podera ser devolvido ao
autor para adequacdes ou rejeitado. Caso o manuscrito esteja de
acordo com as normas, sera encaminhado ao Editor Associado, que
designara os Pareceristas para avaliagao do conteldo cientifico. O
Editor Associado ao receber os pareceres, os encaminhara ao Editor
Chefe para a decisdo final. O fluxo podera ser acompanhado pelo autor
no sistema de gerenciamento.

Preparacao dos manuscritos

O texto e o abstract devem ser revistos por especialistas da area
médica, habituados com a redacgao cientifica do idioma. O documento
principal (Maindocument), em inglés, deve conter a pagina inicial (Title
Page), as figuras com as legendas e as tabelas com os enunciados,
além do manuscrito.

Pagina inicial

O titulo do artigo deve ser conciso, mas informativo. Inserir o nimero
um (algarismo arabico), sobrescrito, indicando apds as referéncias o
local da realizacdo da pesquisa (laboratério, centro de pesquisa,
disciplina, departamento e instituicao). Nao incluir siglas.

Afiliacdo de cada autor: O nome completo de todos os autores com
0s numeros subsequentes sobrescritos (algarismo romano) que
indicardo a categoria académica mais elevada de cada um, com o
nome da disciplina/departamento e da instituicdo. Informar se tem
bolsa de pesquisador do CNPq e respectivo nivel.

Alunos em nivel de Mestrado e Doutorado devem referir o nome do
Programa de P6s-Graduacdo, conforme a CAPES. Podem ser
considerados como primeiro autor e o Professor Orientador/Tutor como
autor correspondente.

Alunos de graduagdo sdo bem-vindos. E desejavel que tenham Bolsa
de Iniciacdo Cientifica (PIBIC-CNPq, IC-FAPESP, Institucional ou outras
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agéncias).

Observar os titulos académicos no idioma inglés. Consultar Acta Cir
Bras. 2006;21(2):60 Mar-Abr. Academicdegreesexamples

ABSTRACT

N3o deve exceder 200 palavras e deve ser apresentado de forma
estruturada:

PURPOSE (claro, preciso e conciso, sem comentarios)

METHODS (amostra e procedimentos)

RESULTS (principais achados com dados especificados e significancia
estatistica)

CONCLUSION (clara, precisa e concisa, respondendo o objetivo, sem
comentarios).

Key words devem constar no DeCS/MeSH.

Acessar http://decs.bvs.br. Termos que nao fazem parte do DeCS
impedem a localizagdao do artigo.

Estrutura do manuscrito

Introducao

Deve apresentar o estado atual do tema e oferecer somente citagdes
pertinentes, sem fazer revisdo extensa do assunto. Autores devem ser
apresentados em letras minusculas ou simplesmente citados por
numeros sobrescritos, sem o ano do artigo.

Métodos

Deve apresentar a amostragem (quantidade e qualidade) e os
procedimentos em pormenores suficientes que permitam a outros
pesquisadores reproduzirem os resultados. Identificar, precisamente,
todas as drogas, substancias quimicas e produtos utilizados, incluindo
0s nomes genéricos, dosagens e formas de administracdo. N&o referir
nomes de pacientes, iniciais ou niumero do protocolo hospitalar.
Descrever os métodos estatisticos com pormenor e fornecer
referéncias para os procedimentos consagrados. O autor principal é
responsavel pela exatiddo dos dados, incluindo todos os calculos
estatisticos.

Etica

A investigagdo em seres humanos deve ser submetida ao Comité de
Etica da Instituicdo (preencher o nimero do processo), cumprindo a
Declaragdao de Helsinki de 1975, revisada em 2008
(www.wma.net/e/policy/b3.htm) e a Resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude
(http://conselho.saude.gov.br/resolucoes/2012/Reso466.pdf)

A investigacdo em animais deve ser submetida & Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA). Preencher o nUmero do processo de
aprovacao da pesquisa, cumprindo a Lei Federal n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008 (http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/ Ato2007-
2010/2008/Lei/L11794.htm) e o Decreto n° 6.689, de 15 de julho de
2009 que regulamenta a Lei n° 11.794
(http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/ Ato2007-
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2010/2009/Decreto/D6899.htm).

Artigos de autores estrangeiros devem seguir o Council for
InternationalOrganizationof Medical Sciences (CIOMS)
http://www.cioms.ch/index.php/12-newsflash/227-cioms-and-iclas-
release-the-new-international-quiding-principles-for-biomedical-
research-involving-animals

O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos que ndo cumpram
rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

Resultados

No texto enfatizar as observacdes importantes. Incluir os dados de
significancia estatistica.

Tabelas: sdo abertas e numeradas consecutivamente (algarismos
arabicos) e apresentar um titulo breve, colocado acima. Utilizar
abreviaturas aprovadas e padronizadas. As abreviaturas nao
padronizadas devem ser explicadas em notas de rodapé da
tabela. Nao deve ter linhas verticais.

Quadros: sdo fechados, com dados descritivos e apresentar um titulo
breve, colocado acima.

Figuras [Ilustracoes, fotografias e graficos]: devem ser de boa
gualidade. Nao repetir no texto todos os dados constantes das tabelas
e figuras. As figuras também devem ser numeradas sequencialmente
em algarismos arabicos. As legendas devem aparecer abaixo da figura.

Discussao

Enfatizar os aspectos novos e relevantes do estudo. Comparar os
métodos e resultados com os anteriormente publicados. Cotejo entre
as observacgoes proprias com a de outros autores. Nao repetir
resultados.

Conclusao
Deve ser clara e concisa e responder aos objetivos do estudo. Evitar
comentarios e repeticao de dados.

Referéncias

As referéncias devem ser atualizadas, selecionadas e utilizadas as mais
importantes pertinentes a pesquisa, publicadas em periddico indexado.
Serdo aceitas, no maximo, 30 referéncias por artigo.

Devem ser cumpridas as normas de Vancouver (www.icmje.org). Além
disso, conforme determinacdo do SciELO, é necessaria a inclusao

do doi ou PMID (PubMed). Os titulos dos periédicos devem ser
abreviados de acordo com o estilo usado no MEDLINE/PubMed.

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em
que foram mencionadas a primeira vez no texto. Devem ser incluidos
0s nomes de todos os autores (et al. ndo é aceito). Ndo sdo aceitas
referéncias a resumos, comunicagdo pessoal ou qualquer outra fonte
nao indexada (livros texto e teses).
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O Editor leva em consideracdo a seriedade e o apuro nas referéncias,
sendo tdo importantes quanto a prépria pesquisa.
Exemplos de referéncias

Fogarty BJ, Parks RW, Rowlands BJ, Diamond T. Renal dysfunction in
obstructive jaundice. Br J Surg. 1995 Jul;82(7):877-84. PMID:
7648096.

Fickert P, Krones E, Pollheimer MJ, Thueringer A, Moustafa T, Silbert
D, Halilbasic E, Yang M, Jaeschke H, Stokman G, Wells RG, Eller
K,Rosenkranz AR, Eggertsen G, Wagner CA, Langner C, Denk

H, Trauner M. Bile acids trigger cholemic nephropathy in common bile-
duct-ligated mice. Hepatology. 2013 Dec;58(6):2056-69. doi:
10.1002/hep.26599.
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