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RESUMO

Introducdo: Cirurgias bariatricas reducem a doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica (DHGNA), a qual estd associada a comorbidades da sindrome
metabdlica, entretanto, os efeitos da derivacdo duodeno-jejunal (DDJ) ndo foram
investigados. Este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da DDJ no perfil
sérico e hepatico de ratos obesos submetidos a dieta de cafeteria.

Métodos: Ratos Wistar foram alimentados com racdo padrdo para roedores
(grupo CTL) ou dieta de cafeteria (grupo CAF) ad libitum. Apds 10 semanas de
dieta, os animais do grupo CAF foram submetidos a falsa cirurgia (CAF FO) ou a
derivacdo duodeno-jejunal (CAF DDJ). O peso corporal, peso dos depositos de
gorduras, glicemia, insulinemia, HOMA-IR, indice TyG, perfil lipidico e analises
hepaticas foram avaliados dois meses apos a cirurgia.

Resultados: O grupo CAF FC apresentou obesidade, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia e esteatose hepéatica
em relacdo ao grupo CTL. Os animais CAF DDJ apresentaram diminuicdo da
glicose sérica e resisténcia a insulina, sem alteracbes na insulinemia, quando
comparados aos animais CAF FC. Além disso, a DDJ normalizou a concentracao
sérica de triglicérides e atenuou o acumulo hepatico de triglicérides, bem como a
esteatose hepatica no grupo CAF DDJ. A expressdo proteica de ACC e FAS
hepaticas foram similares nos trés grupos.

Conclusdes: A DDJ atenuou os parametros hepaticos da DHGNA em ratos

obesos por dieta de cafeteria.

Palavras-chave: cirurgia de derivacao duodeno-jejunal, doenca hepatica

gordurosa néo alcodlica (DHGNA), obesidade, dieta de cafeteria.



ABSTRACT

Purpose: Bariatric surgeries reduce non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),
which is associated with metabolic syndrome co-morbidities; however, the effects
of duodenal-jejunal bypass (DJB) have not been investigated. This study aimed to
evaluate the effects of DJB on serum and hepatic profiles of obese rats fed on a
western diet (WD).

Methods: Male Wistar rats were fed a standard rodent chow diet (CTL group) or
WD ad libitum. After 10 weeks, WD rats were submitted to sham (WD SHAM) or
duodenal-jejunal bypass (WD DJB). Body weight, fat pad depots, glycemia,
insulinemia, HOMA-IR, TyG, lipids profile and hepatic analyses were evaluated
two months after surgery.

Results: The WD SHAM group presented greater obesity, hyperglycemia,
hyperinsulinemia, insulin resistance, hypertriglyceridemia and hepatic steatosis
than the CTL group. WD DJB rats presented decreased serum glucose and insulin
resistance, when compared to WD SHAM animals, without changes in insulinemia.
In addition, DJB surgery normalized serum TG and attenuated TG accumulation
and steatosis in the liver of the WD DJB group. Hepatic ACC and FAS protein
expressions were similar in all groups.

Conclusions: DJB attenuates hepatic parameters of NAFLD in obese rats fed on
a WD diet.

Key words: Duodenal-jejunal bypass surgery; Non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD); Obesity; Western diet rats.
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1 INTRODUCAO

Em uma concepc¢do ampliada do processo saude-doenca, a saude, além
da auséncia de doenca, é entendida como um direito que deve ser garantido e
preservado, sendo determinada pelo acesso a renda, moradia, educacdo,
trabalho, lazer, transporte e servicos em geral, tendo reflexo nas atitudes e
escolhas cotidianas. A salude € um processo em permanente construcdo e é
influenciada por fatores individuais e coletivos. A promoc¢do da salude ndo esta
restrita ao campo da saude (BRASIL, 2006), mas também as ciéncias politicas e
econdmicas.

Alteracbes no perfil nutricional, ocorridas no Brasil, como maior consumo
de lipidios, aumento no consumo de carboidratos simples, reducdo no consumo
de vegetais, aumento excessivo no consumo de acucar (MONTEIRO; MONDINI;
COSTA, 2000), bem como, aumento no consumo de alimentos industrializados,
aliadas ao sedentarismo, levaram ao aumento na prevaléncia da obesidade. O
fato deste aumento ocorrer em todas as faixas etarias demonstra a importancia da
adocdo de medidas de prevencdo, controle e tratamento de doencas nao
transmissiveis. Desta forma, politicas de salde que visam o combate a obesidade
infantil, como o Programa Saude na Escola, Programa Nacional de Alimentacéo
Escolar, regulamentacdo dos alimentos comercializados nas cantinas escolares,
entre outras medidas, tem influéncia na saude desde a infancia até a vida adulta.
Essas acfes devem integrar medidas de incentivo, apoio e protecdo a saude
(REIS; VASCONCELOS; BARROS, 2011).

O Plano Nacional de Alimentacédo e NutricAo é uma politica social inserida
no género das politicas publicas no Brasil. Baseia suas acdes em sete diretrizes:
1) estimulo as ac¢fes intersetoriais com vistas ao acesso universal aos alimentos;
2) garantia de seguranca e qualidade dos alimentos e da prestacao de servicos
nesse contexto; 3) monitoramento da situacdo alimentar e nutricional;, 4)
promocao de praticas alimentares e estilos de vida saudaveis; 5) prevencédo e
controle dos distlrbios nutricionais e doencas nutricionais; 6) promocdo do

desenvolvimento de linhas de investigacao e desenvolvimento; 7) capacitacédo de
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recursos humanos em saude e nutricdo (REIS; VASCONCELOS; BARROS,
2011).

Historicamente, as politicas publicas no Brasil vém sendo realizadas por
meio de praticas assistencialistas, refletindo-se em ac¢des que ndo incorporam o
reconhecimento do direito & salde e sua garantia. As politicas publicas em saude
integram o campo de acgdo social do Estado, orientado para a melhoria das
condicdes de saude da populacdo. Sua tarefa especifica consiste em organizar as
funcBes publicas governamentais para promocao, protecdo e recuperacdo da
salude dos individuos e da coletividade. Conforme a Constituicdo Federal
promulgada em 1988, essas politicas orientam-se pelos principios da
universalidade e equidade no acesso as acdes e servicos e pelas diretrizes de
descentralizacdo da gestéo, de integralidade do atendimento e de participacéo da
comunidade na organizacdo de um Sistema Unico de Satde (SUS) no territério
nacional (REIS; VASCONCELOS; BARROS, 2011).

O impacto de uma intervencao de promoc¢ao a saude em uma perspectiva
ampla, certamente podera refletir nos gastos do SUS em relacdo as enfermidades
e mortes evitaveis, na melhoria da qualidade de vida da populacdo e na
compreensao de que manter a salude € uma tarefa que exige um esforco em
conjunto, mobilizando o individuo, a comunidade e o governo (REIS;
VASCONCELOS; BARROS, 2011).

No Brasil as doencas crbnicas nao transmissiveis, como diabetes,
hipertenséo e dislipidemias, constituem o problema de salde de maior magnitude
e correspondem a cerca de 70% das causas de mortes, atingindo principalmente
classes pobres da populacdo e grupos mais vulneraveis, como a populacdo de
baixa escolaridade e renda. Na ultima década, observou-se uma reducdo de
aproximadamente 20% nas taxas de mortalidade pelas doencas crénicas nao
transmissiveis, o que pode ser atribuido a expansdo da atencéo basica, melhoria
da assisténcia e reducdo no consumo do tabaco desde os anos 90, mostrando
importante avanco na saude dos brasileiros (BRASIL, 2011).

Em funcéo da relevancia das doencas crénicas ndo transmissiveis no perfil
epidemiologico da populacdo brasileira e mediante a importancia do
monitoramento dos seus fatores de risco, o Ministério da Saude implantou, em

2006, o sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para Doencas
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Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL). Por meio desse sistema foi
constatada a prevaléncia da obesidade e sobrepeso, reducdo na frequéncia das
atividades fisicas e o habito de assistir televisdo por mais de 3 horas por dia.
Esses dados séo relevantes, visto que o tempo gasto em comportamentos
sedentérios esta fortemente relacionado ao aumento no risco de desenvolver
doencas, havendo multiplas evidéncias de que o numero de horas diarias que o
individuo despende vendo televisdo aumenta sua predisposi¢cdo a obesidade,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doencas cardiovasculares e sindrome metabdlica
(SM) (BRASIL, 2012).

A obesidade é uma doenca epidémica, classificada como a segunda causa
de morte passivel de prevengdo (PORTUGAL, 2005). Em 2008 a prevaléncia de
sobrepeso no mundo era de 1,4 bilhdes de adultos (35% da populacédo). Destes,
mais de 200 milhdes de homens e aproximadamente 300 milhdes de mulheres
estavam obesos (11% da populacdo mundial) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013). No Brasil, em 2008, 43,3% da populacdo apresentava
sobrepeso e 13%, obesidade (BRASIL, 2009). Em 2012, 51% da populagéo
brasileira estava acima do peso e 17,1% apresentava obesidade (BRASIL, 2013).
Sua génese € multifatorial e esta relacionada com a ingestdo de alimentos
altamente caldricos, baixa atividade fisica, fatores genéticos, psicolégicos e
sociais (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JUNIOR, 2003), sendo consequéncia
do desequilibrio entre a ingestdo e o gasto cal6rico (HILL; WYATT; PETERS,
2012). A obesidade pode ser considerada uma doenca sistémica devido a seus
efeitos disseminados em varios orgaos (RICCI et al., 2011) e esta associada com
o desenvolvimento de varias doencas, dentre elas a DM2. Estima-se que cerca de
90% dos casos de DM2 sédo relacionados ao excesso de peso (HOSSAIN;
KAWAR; EL NAHAS, 2007).

A diabetes mellitus (DM) €é wuma sindrome clinica heterogénea
caracterizada pela deficiéncia parcial ou absoluta na secrecdo de insulina pelo
pancreas e/ou acdo prejudicada da insulina em tecidos-alvo, causando ainda
alteracao no metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos (DIAS et al., 2004).
Em 2011, cerca de 366 milhdes de pessoas estavam com diabetes e espera-se

gue este numero aumente para 552 milhées em 2030 (WHITING et al., 2011).
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Entre os diabéticos, mais de 90% apresenta DM2 (KING et al., 1998 apud
RUBINO; MARESCAUX, 2004).

Essa resposta anormal dos tecidos periféricos a acdo da insulina
caracteriza a resisténcia a insulina (RI) (VASQUES et al., 2009), que representa o
elo entre obesidade, sindrome metabdlica e doencas hepéticas, como a doenca
hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) (RICCI et al. 2011).

A DHGNA manifesta-se como esteatose hepatica ou esteato-hepatite ndo
alcodlica (EHNA) e pode evoluir para EHNA com fibrose, cirrose, carcinoma
hepatocelular e faléncia hepatica (BITENCOURT et al., 2007; BRUNT; TINIAKOS,
2010; ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005; GUAJARDO-SALINAS; HILMY, 2010;
MACHADO; MARQUES-VIDAL, CORTEZ-PINTO, 2006; MARQUEZ et al., 2009).
E também denominada de “doenca do figado gorduroso” (MACHADO;
MARQUES-VIDAL; CORTEZ-PINTO, 2006), sendo uma doenca comum em
pacientes obesos moérbidos (GHOLAM et al., 2007 apud GUAJARDO-SALINAS,;
HILMY, 2010).

A esteatose hepdtica interfere nas principais funcdes metabdlicas do figado
(MARCEAU et al,. 1999), resultando em prejuizos na qualidade de vida dos
individuos portadores e gastos publicos e privados em saude. Musso, Gambino e
Cassader (2010) estimam que a DHGNA eleva os custos de saude em 26% e
sera a principal causa de transplante de figado em 2020 (LOMONACO; CHEN;
CUSI, 2011).

A DHGNA esta presente em proporcéo elevada de pacientes obesos e o
foco principal do seu tratamento € a mudanca de habitos de vida e,
principalmente, perda de peso (FREITAS et al., 2007; RABL; CAMPOS, 2012).

Uma opcéao de tratamento a ser investigada na tentativa de reversao das
lesdes hepéaticas séo as cirurgias bariatricas, as quais tém sido apontadas como o
mais efetivo e seguro tratamento para doencas metabdlicas, mais
especificamente para pacientes com DM2 associada a obesidade severa. Dentre
as varias técnicas cirurgicas, a DDJ vem sendo utilizada experimentalmente em
roedores e humanos (INABNET et al.,, 2009; RUBINO; MARESCAUX, 2004;
RUBINO et al., 2006). A DDJ foi descrita primeiramente por Rubino e Marescaux
(2004), que observaram a melhora da homeostase glicémica, independente da

perda de peso, em ratos Goto-Kakizaki em diferentes periodos apés a DDJ (uma
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e duas semanas, e, um e 36 meses) (RUBINO et al. 2010). Pouco se sabe a
respeito dos mecanismos relacionados aos efeitos desta modalidade de cirurgia,
especialmente sobre o metabolismo lipidico e sua relacdo com o controle da DM
(RUBINO et al., 2006; RUBINO et al., 2010), bem como, os efeitos das cirurgias
metabdlicas na DHGNA e 0s mecanismos envolvidos.

Considerando que a obesidade tornou-se uma epidemia mundial e que a
mesma esta diretamente associada a outras doencas, dentre elas DM2 e
DHGNA. Tendo em vista que os gastos publicos com as doencas cronicas ndo
transmissiveis totalizam cerca de 75% das despesas do SUS com atencdo a
saude. Considerando também que a procura por cirurgias bariatricas vem
aumentando nos ultimos 10 anos, fato este que tende a aumentar, visto que o
Ministério da Saude reduziu a idade minima para a liberacdo das cirurgias pelos
SUS, de 18 para 16 anos. Considerando ainda, a escassez de estudos abordando
os efeitos da DDJ sobre o metabolismo lipidico hepatico e sua relagdo com a

DHGNA, justifica-se a importancia deste estudo.



17

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos da DDJ sobre a esteatose hepéatica, enzimas hepaticas
e perfil lipidico em ratos obesos induzidos pela dieta de cafeteria, dois meses

apos a cirurgia.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar em ratos obesos submetidos a DDJ:

* 0 grau de obesidade por meio do peso corporal dos animais, peso das
gorduras retroperitoneal e perigonadal e do indice de Lee.

* 0 consumo alimentar e producao de fezes.

* a concentracao sérica de triglicérides (TG), colesterol (COL) total, glicose e
insulina.

* aresisténcia a insulina através do HOMA-IR e indice TyG.

« as enzimas hepaticas [aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina].

» 0s aspectos histoldgicos do figado.

» 0 peso do figado e a concentracdo hepatica de COL e TG.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Obesidade e Diabetes Mellitus

As mudancas demograficas, soécio-econdmicas e epidemiolégicas que
ocorreram no Brasil permitiram a transformacédo dos padrfes nutricionais, com
diminuicdo progressiva da desnutricdo (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA
JUNIOR., 2003), aumento do fornecimento de energia pela dieta e reducdo da
atividade fisica, o que se pode chamar de estilo de vida ocidental contemporaneo
(BLEIL, 1998; TARDIDO; FALCAO, 2006).

A televisdo contribuiu para a popularizacdo do estilo de vida ocidental,
mediante aumento no consumo difundido pelo marketing. A industrializacdo e a
urbanizacdo proporcionaram a diminuicdo da atividade fisica, com reducédo de
mao-de-obra nos setores extrativos e agricultura e o aumento no consumo de
dieta rica em gorduras, acucares, alimentos industrializados e reducdo em
carboidratos complexos e fibras (TARDIDO; FALCAO, 2006), favorecendo o
sobrepeso e a obesidade.

A obesidade é uma doenca (JUNG, 1997) e um problema de saude
publica, pois suas consequéncias sdo muitas, como risco aumentado de morte
prematura e desenvolvimento de doencas graves nao letais, porém debilitantes, e
gue afetam a qualidade de vida.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica a obesidade em classes
de indice de Massa Corporal (IMC), calculado pela massa corporal (em
guilogramas) dividida pelo quadrado da altura (em metros), variando entre baixo
peso a obesidade classe lll, porém nado leva em consideracdo a distribuicdo de
gordura corporal (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998). O sobrepeso é
diagnosticado quando o IMC alcanca valor igual ou superior a 25 kg/m2, enquanto
gue a obesidade é diagnosticada a partir do IMC de 30 kg/m2 (BRASIL, 2012).
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No Brasil, de acordo com dados coletados pelo VIGITEL 2012 (BRASIL,
2013) em 27 capitais, 0 excesso de peso atinge 51% da populacdo adulta.
Homens e mulheres de baixa escolaridade apresentam maior frequéncia de
excesso de peso, bem como de obesidade.

A obesidade esta intimamente relacionada a alteracdes fisiologicas e
propensédo a ocorréncia de diversas morbidades como dislipidemias, maior risco
de doencas cardiacas como aterosclerose, alteragcdo no metabolismo glicémico,
RI, DM e DHGNA, manifestacdes estas que associadas, compdem a SM
(MCCULLOUGH, 2011; MORETTO et al.,, 2003; PEREIRA; FRANCISCHI,
LANCHA JUNIOR, 2003; YOSHINAGA et al., 2005). Projecbes preveem que 420
milhdes de pessoas terdo Rl e SM relacionadas a obesidade em 2030 (INABNET
et al., 2009).

A DM é uma doenca caracterizada pelo excesso de glicose no sangue,
podendo evoluir para complicagcdes oculares, renais, vasculares, neurolégicas,
dentre outras, além de ser fator de risco para alteracdes metabdlicas e doencas
cardiovasculares (BRASIL, 2012; BROWN et al., 2013; GRAPOV et al., 2012).
Com o aumento na incidéncia de obesidade, a DM, principalmente o tipo 2, tem
se tornado uma epidemia, com prevaléncia crescente em todo o mundo. Segundo
dados do VIGITEL 2011 (BRASIL, 2012), a ocorréncia da doenca esta associada
com a idade, sendo comum a partir dos 45 anos para homens e 35 para
mulheres. Na faixa etaria acima dos 65 anos, um quinto dos entrevistados
referiram diagnostico de DM, apresentando-se mais prevalente em individuos com
baixa escolaridade.

Desde 1980 as classificacbes e critérios diagnésticos para DM vém
sofrendo modificacdes, sendo desde 1997, classificada em quatro classes
clinicas: 1) DM tipo 1, conhecida como insulino dependente, no qual ocorre
destruicdo de células B por acdo imunoldgica, levando a deficiéncia absoluta de
insulina; 2) DM tipo 2, provocada por defeito na secrecdo de insulina, sendo
agravada pela ocorréncia concomitante de RI; representa 90% a 95 % dos casos
de diabetes; 3) diabetes gestacional, definida como qualquer grau de intolerancia
a glicose com manifestacdo durante a gravidez e 4) outros tipos de diabetes,

envolvendo os defeitos genéticos das células B, os defeitos genéticos na acéo da
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insulina, endocrinopatias, diabetes quimicamente induzido e formas incomuns de
diabetes imunomediado (SBEM, 2004).

No paciente diabético e pré-diabético a combinacdo de Rl e a
hiperinsulinemia compensatéria, a fim de tentar normalizar a concentragdo
sanguinea de glicose, predispde o desenvolvimento de intolerancia a glicose,
aumento da pressdo sanguinea, hiperuricemia, maior concentracdo de fator
inibidor do ativador de plasminogénio 1, aumento plasmatico de TG e reducdo da
lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoptroteina de baixa densidade (LDL)
menor e mais densa, 0s quais presdispdem o individuo a um risco aumentado de
doenca arterial coronariana (LAMARCHE et al., 1997; REAVEN et al.,1993).

3.2 Cirurgias metabodlicas

O tratamento para DM, obesidade e doencas associadas visa a prevencao
da manifestacdo de doencas associadas, bem como o restabelecimento do
equilibrio metabdlico. As medidas iniciais sdo mudancas nutricionais e praticas de
atividades fisicas. Quando estas medidas ndo sdo eficazes para controlar a
doenca, deve-se realizar o tratamento medicamentoso e, em Uultimo caso,
procedimentos cirargicos. Nesses casos, especialmente quando associado ao
IMC elevado >40 kg/m2 ou =35 kg/m2 com comorbidades associadas, indica-se a
cirurgia metabdlica (MACHADO; MARQUES-VIDAL; CORTEZ-PINTO, 2006;
SHIMIZU et al., 2012).

Ha diferencas entre os termos cirurgia metabdlica e cirurgia bariatrica
guanto aos seus obijetivos, visto que os procedimentos utilizados sdo 0s mesmos.
A cirurgia bariatrica envolve procedimentos gastrointestinais visando a reducao de
peso, enquanto que a cirurgia metabdlica, também conhecida como “cirugia do
diabetes”, tem por objetivo o controle de alteracdes metabdlicas, principalmente a
hiperglicemia (RUBINO et al., 2013).

O conceito de cirurgia metabdlica foi definido por Buchwald e Varco em
1978, como a manipulacdo de 6rgdo ou sistema organico para atingir resultado
biol6gico com potencial ganho em saude. (BUCHWALD e VARCO, 1978 apud
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SHIMIZU et al, 2012). Recentemente, tem sido definida como qualquer
modificacdo no tratro gastrointestinal, no qual a reorganizacdo do caminho de
passagem dos alimentos parece melhorar a DM, de maneira independente da
perda de peso. Esta nova definicdo de cirurgia metabdlica inclui a aplicacdo de
procedimentos bariatricos convencionais, como cirurgia bariatrica em Y de Roux,
derivacdo biliopancreédtica, switch gastrico e a introducdo de novos
procedimentos, como DDJ e transposicéao ileal (INABNET et al. 2009; SHIMIZU et
al,. 2012).

As cirurgias metabdlicas podem ser classificadas, de acordo com seu
mecanismo, em trés tipos: restritivas, disabsortiva ou mistas. Nas cirurgias
restritivas ha reducdo do tamanho do estdbmago, limitando a quantidade de
alimentos que podem ser ingeridos. Nas cirurgias disabsortivas realiza-se
excluséo de parte do intestino delgado, alterando o transito alimentar e limitando a
absorcdo de nutrientes. Nos procedimentos mistos realiza-se a restricdo do
volume gastrico e o desvio de parte do intestino. Ambos os mecanismos conferem
uma saciedade precoce (RUNKEL et al., 2011).

Um exemplo de cirurgia mista, a derivacdo biliopancreatica (Figura 1A),
envolve ressecacdo distal do estbmago e direcionamento dos sucos
biliopancreaticos para a porcao terminal do ileo, 50 a 100 cm aproximadamente
da valva ileo-cecal, excluindo o duodeno, jejuno e parte do ileo no transito
alimentar, com a formacédo de um estémago funcional com capacidade de 200 a
500 mL. Gorduras e amido sdo absorvidos na alca comum enquanto a alca
alimentar permite a absorcdo de nutrientes nao caloricos (RUBINO,
MARESCAUX, 2004; RUBINO et al., 2010).

Na técnica do bypass gastrico em Y de Roux (Figura 1B) cria-se uma
pequena bolsa gastrica e divide-se o jejuno 30 a 50 cm distal do ligamento de
Treitz, sendo anastomosado na bolsa gastrica formada anteriormente
(anastomose gastrojejuno-bolsa). Ha outra anastomose jejuno-jejuno-bolsa
realizada entre 50 a 150 cm distal da anastomose gastrojejuno-bolsa, resultando
em exclusdo do duodeno e jejuno proximal no transito alimentar (RUBINO,
MARESCAUX, 2004). O volume gastrico no pds-operatorio imediato € em média
30 mL. Isso torna necessdaria uma dieta hipocalérica fracionada em pequenos

volumes. No decorrer do tempo o volume é gradualmente aumentado. Esta
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técnica € considerada cirurgia mista, em relagdo ao mecanismo de perda de peso,
predominando o componente restritivo da reducdo do volume gastrico sobre o
componente disabsortivo proporcionado pelo Y de Roux (FREITAS et al.,
2007)

A DDJ (Figura 1C), cirurgia disabsortiva, primeiramente descrita por Rubino
e Marescaux em 2004 e realizada em ratos Goto-Kakizaki, € um procedimento no
gual o duodeno e jejuno proximal sdo excluidos do transito alimentar (RUBINO,
MARESCAUX, 2004; RUBINO et al., 2009; RUBINO et al., 2010) através da
separacdo do duodeno com o estdbmago, sendo a continuidade do intestino
interrompida a 10 cm do ligamento de Treitz. A parte distal do jejuno foi
anastomosada ao estdbmago (anastomose gastrojejunal) e a parte proximal do
jejuno, onde sdo secretados 0s sucos biliopancreaticos, foi reconectada abaixo do
estbmago, a uma distancia de 15 cm da anastomose gastrojejunal (reconstrucéo
em Y de Roux). Em dois modelos experimentais de ratos com DM2, magros e
obesos, o procedimento melhorou a glicemia, independentemente de alteracfes
na ingestao alimentar, peso corporal ou absorcéo de nutrientes, sendo uma opc¢éao
para o tratamento da DM2 (RUBINO et al., 2010). Jurowich et al. (2013) (Figura
1D) realizaram a DDJ em ratos Lewis tratados com dieta hiperlipidica e
estreptozotocina. Os autores observaram que a menor absorcdo de glicose pelo
intestino delgado contribui para o efeito positivo da DDJ no controle glicémico. A
DDJ realizada por Jurowich et al (2013) difere da realizada por Rubino e
Marescaux (2004), Rubino et al. (2009) e Rubino et al. (2010). Nesta cirurgia &
realizada a transeccao pos-pilérica do duodeno, proximo ao coto duodenal e a
reconstrucdo da passagem intestinal pela duodenojejunostomia término-lateral a 5

cm da flexura duodeno-jejunal.
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Figura 1 — Representagdo da derivacdo biliopancreatica (A), bypass gastrico em Y de Roux (B) e
DDJ (C), retiradas de RUBINO et al., 2010, e a DDJ (D) de JUROWICH et al., 2013.

Em levantamento mundial sobre as cirurgias metabdlicas, realizado por
Buchwald e Oien (2013), dos 340.768 procedimentos cirurgicos efetuados em
2011, 6.705 eram cirurgias metabdlicas. Entre elas, o procedimento mais comum
foi bypass gastrico em Y de Roux (47%), sendo comum também a gastrectomia
vertical (28%), banda gastrica ajustavel (18%) e derivacao biliopancreatica com
switch duodenal (2%).

N&o hé técnica considerada padrédo ouro, nem método padronizado para a
selecdo da técnica cirargica mais apropriada. A escolha do procedimento é

influenciada por caracteristicas do paciente (estado de saude, IMC, idade, sexo,
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presenca de comorbidades e o estado psicoldgico), experiéncia dos profissionais
nas diferentes técnicas, cuidados pos operatorios e o equilibrio entre efetividade,
seguranca, complexidade e reversibilidade, bem como, a preferéncia do paciente,
apos ser plenamente informado sobre os procedimentos disponiveis (RUNKEL et
al., 2011; DIXON et al., 2012).

Rubino et al. (2009) e Rubino et al. (2010) mostraram a remissao da DM2
em 50 a 98% dos pacientes, utilizando diversas técnicas de cirurgia metabdlica. A
resolucdo da DM2 é definida como a persisténcia da normoglicemia sem a
utilizagdo de medicamentos.

Geloneze et al. (2012) estudaram o efeito da DDJ em pacientes diabéticos
tipo 2 ndo obesos. Um ano apds a DDJ, houve reducdo da concentracdo de
hemoglobina glicada e da glicemia no estado alimentado, reducéo da resisténcia
a insulina e insulinemia. Houve também a melhora na secrecdo de alguns
horménios. Nao houve alteracdo na concentracdo plasmatica de acidos graxos
(AG), no perfil lipidico plasméatico, bem como no IMC.

Araujo et al. (2012) mostraram que ratos Wistar submetidos a dieta de
cafeteria por 40 semanas tornaram-se obesos, hiperinsulinémicos, resistentes a
insulina e com maior conteudo hepatico de gorduras e glicogénio, e na analise 5
semanas apos a realizacdo da DDJ, houve melhora no conteddo hepatico de
gorduras, no acumulo hepéatico de glicogénio, na homeostase glicémica e acao da
insulina além de melhorar a fungdo das células B-pancreaticas, sem alterar
adiposidade, sugerindo que o controle glicémico possa ser efeito direto da DDJ e
nao secundario a perda de peso.

Alternativas menos invasivas que a realizacdo de cirurgias metabdlicas
vem sendo estudadas. Uma dessas alternativas, o duodenal-jejunal bypass liner
(DJBL) é um implante endoscopico que mimetiza o componente duodeno-jejunal
do bypass em Y de Roux. No acompanhamento de pacientes, 1 anos apés o
implante do DJBL, verificou-se que este periodo de utilizacdo do DJBL € seguro e
gue resultou na reducao do peso corporal, da circunferéncia da cintura, melhora
na pressdo sanguinea, COL, LDL, TG e glicemia no estado alimentado
(ESCALONA et al., 2012).
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3.3 Doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA)

A esteatose hepatica caracteriza-se pelo acumulo de TG no hepatécito
(MARQUEZ et al., 2009) na forma gotas lipidicas (BRUNT; TINIAKOS, 2010;
NEUSCHWANDER-TETRI, 2005). A esteatose é geralmente macrovesicular,
caracterizada por hepatocitos com grandes gotas lipidicas intracitoplasmaticas,
bem definidas, que deslocam o ndcleo da célula para a periferia (BRUNT;
TINIAKOS, 2010). Na microesteatose ha a presenca de pequenas gotas lipidicas,
bem definidas, no citoplasma celular, deslocando o nucleo da célula para sua
periferia e conferindo aspecto espumoso ao hepatécito (BRUNT; TINIAKOS,
2010; NEUSCHWANDER-TETRI, 2005). A esteatose macrovesicular pode ocorrer
concomitantemente com a microvesicular (BRUNT; TINIAKOS, 2010).

A EHNA caracteriza-se pela esteatose, inflamacédo e lesao celular, como
balonizacdo, corpusculos acidofilos e inflamacéao lobular. A inflamacao lobular
ocorre tipicamente na zona acinar 3 (BRUNT et al.,, 1999; BRUNT; TINIAKOS,
2010).

A DHGNA é uma das principais doencas do figado e afeta cerca de 30% da
populacdo mundial, enquanto a EHNA, uma de suas manifestacdes, afeta cerca
de 3%, dados similares sdo observados nos Estados Unidos da América (EUA)
(BELLENTANI et al.,, 2010; NEUSCHWANDER-TETRI, 2005; MACHADO;
MARQUES-VIDAL; CORTEZ-PINTO, 2006). Entre os pacientes obesos, 80%
podem desenvolver a DHGNA (GUAJARDO-SALINAS; HILMY, 2010). Muitos
casos ocorrem na 52 ou 62 década de vida, sendo mais frequente em mulheres e
pessoas com obesidade ou DM2 (MCCULLOUGH, 2011).

A patogénese da DHGNA ndo estd completamente compreendida. A
obesidade, Rl ou 0 aumento plasmatico de TG tém sido apontados como causas
da esteatose (NEUSCHWANDER-TETRI, 2005; TAKEUCHI-YORIMOTO et al.,
2013).

O tecido adiposo constitui um tecido de reserva, onde pode ser
armazenada energia de forma concentrada (lipidios). Em outros tecidos,
especialmente figado, musculo e pancreas, o acumulo de lipidios pode ocorrer em
situacdes especiais (BUGIANESI et al., 2010).
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O tecido adiposo pode se tornar resistente a insulina, e desta forma
aumentar a lipdlise de TG nos adipécitos, devido a maior necessidade energética.
Estes efeitos aumentam a liberacdo de acidos graxos livres (AGL) do tecido
adiposo para o figado (CHOI; DHIEL, 2008; CUSI, 2009; JOU; CHOI; DIEHL,
2008; KLAUS, 2004).

O figado apresenta papel importante no metabolismo lipidico (GUTURU;
DUCHINI, 2012). Os AGL no figado podem ser esterificados, originando TG, ou
serem oxidados na mitocéndria pela B-oxidacado (JOU; CHOI; DIEHL, 2008). A
esterificacdo ou a oxidacdo dos AGL € importante, pois, em sua forma natural,
eles exercem toxicidade celular, podendo gerar danos nos tecidos (CHOI; DIEHL,
2008). Os AGL, ao serem convertidos em TG, sdo associados a apolipoproteina B
(apoB), entre outras apolipoproteinas, e secretados para o organismo na forma de
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (AVRAMOGLU; BASCIANO;
ADELI, 2006; JOU; CHOI; DIEHL, 2008). O excesso de VLDL aumenta a oferta de
AGL e TG aos musculos e outros tecidos, induzindo a Rl. O aumento da secrecéo
de VLDL pode promover alteracbes na concentracdo de outras lipoproteinas,
como LDL (AVRAMOGLU; BASCIANO; ADELI, 2006). Caso os AGL sejam B-
oxidados, resultam na producéo de acetil-CoA e energia na forma de adenosina
trifosfato (ATP) (LEAMY; EGNATCHIK; YOUNG, 2012). A B-oxidacdo também
ocorre nos peroxissomos e reticulo endoplasméatico (BUGIANESI et al., 2010).

No obeso resistente a insulina, no qual o aporte de AGL, devido a lipdlise, €
intenso, a oferta de AGL pode superar a capacidade do figado de secretar TG na
forma de VLDL e da mitocdndria de realizar a B-oxidacdo, entdo este excesso de
AGL esterificado em TG, para evitar lesdo tecidual, € acumulado no citoplasma
dos hepatdcitos na forma de goticulas, causando a esteatose hepatica (CHOI;
DIEHL 2008; GUTURU; DUCHINI, 2012; JOU; CHOI; DIEHL, 2008).

A RI provoca uma hiperinsulinemia compensatoria (CHOI; DHIEL, 2008). A
hiperinsulinemia promove a dessensibilizacdo dos hepatdcitos aos efeitos
promovidos pela insulina, de supressdo pos-prandial da gliconeogénese,
resultando em hiperglicemia. Entretanto, alguns hepatocitos mantém sua
sensibilidade a insulina (JOU; CHOI; DIEHL, 2008) e, mesmo na presenca de
hiperinsulinemia, o figado converte o excesso de carboidratos em gorduras,

sendo esse processo denominado de novo lipogénese (DNL). O figado realiza a
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DNL a fim de controlar a glicemia e prevenir a hiperglicemia, no entanto, ao
preservar a homeostase glicémica, rompe com a homeostase do metabolismo
lipidico por aumentar a concentracdo de TG, fator que, por si s6, aumenta a Rl e
estabelece um ciclo vicioso. Desta forma a DNL pode ser um fator determinante
na inducdo da hipertrigliceridemia em pessoas resistentes a insulina,
independente da dieta (SCHWARZ et al., 2003). Do conteudo hepético de TG,
59% provém de AGL e 26,1% provém da DNL (GUTURU; DUCHINI, 2012).

A insulina controla a expressao hepatica de sterol regulatory elemento
binding protein (SREBP), que é um fator de transcricdo responséavel pela
regulacdo da biossintese de AG e COL. SREBP ativa enzimas envolvidas na
biossistese de colesterol como a 3-hidroxi-3-metil coenzima A (HMG-CoA)
redutase e acido graxo sintase (FAS). A insulina aumenta a expressao de SREBP
em seus trés principais tecidos-alvo: figado, tecido adiposo e musculo
esquelético. Este mesmo aumento na expressdo de SREBP ocorre na
hiperinsulinemia (AVRAMOGLU; BASCIANO; ADELI, 2006). A RI apresenta papel
importante no estabelecimento da esteatose hepatica e sua progressdo a EHNA,
por promever up-regulation de genes que modulam a lipogénese [sterol regulatory
elemente-binding protein-1c (SREBP-1c), FAS], inflamacéo [interleucina 6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral a (TNF-a)] e fibrogénese [transforming growth factor - 8
(TGF- B) (OTA et al., 2007).

Acredita-se que a progressdao da esteatose hepatica para EHNA seja
devido a acdo de citocinas inflamatérias e ao estresse oxidativo (JOU; CHOI;
DIEHL, 2008).

O tecido adiposo age como 6rgao endocrino por produzir diversas citocinas
(BUGIANESI et al., 2010; CUSI, 2009), entre elas, a interleucina 6 (IL-6) e TNF-a.
A IL-6 estad associada a Rl em humanos e piora a sinalizacdo da insulina nos
hepatocitos (OTA et al., 2007).

O TNF-a é uma das citocinas envolvidas na relacao entre a disponibilidade
de nutrientes e a ativacdo do sistema imune inato e o desenvolvimento da
DHGNA (BUGIANESI et al., 2010). O TNF-a esta envolvido com mecanismos de
apoptose do hepatécito, ativacdo de células estreladas e acumulo hepatico de
células inflamatorias. Também inibe a propagagdo de sinais iniciados pelo

receptor de insulina/insulina, que promovem a sobrevivéncia dos hepatécitos
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(JOU; CHOI; DIEHL, 2008). A expressao hepatica aumentada de TNF-a precede
a expressdo de genes fibrogénicos, como TGF-B, colageno-| e fator inibidor do
plasminogénio-1, assim, a inflamacao precede a fibrose (OTA et al., 2007).

A oxidacdo de AGL gera espécies reativas de oxigénio (ROS) e
equivalentes redutores, como a nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). Isso promove a alteracdo do
estresse redox e interfere na fungcdo normal de organelas celulares, como o
reticulo endoplasmatico e a mitocondria (JOU; CHOI; DIEHL, 2008). Acidos
graxos saturados apresentam maior toxicidade ao tecido, e causam estresse do
reticulo endoplasmético, afetam o metabolismo da mitocéndria e promovem o
acumulo de ROS (LEAMY; EGNATCHIK; YOUNG, 2012). A produgéo excessiva
de ROS pode sobrecarregar as defesas antioxidantes e gerar peroxidos lipidicos
altamente téxicos. A disfuncéo mitocondrial altera a eficiéncia da sintese de ATP,
aumentando o risco de necrose celular (JOU; CHOI; DIEHL, 2008).

A interacdo entre hepatdcitos, macrofagos e células estreladas hepaticas
determinam o grau de resposta fibrogénica e a potencial progressdao da EHNA
para cirrose (CUSI, 2009).

A relacao entre DHGNA e SM é bidirecional. A DHGNA €& um forte preditor
de SM, e por sua vez, o conteudo lipidico hepatico esta aumentado em pacientes
com SM (BUGIANESI et al., 2010). Desta forma, sugere-se que a DHGNA seja
considerada um dos critérios para o diagnostico de SM (MACHADO; MARQUES-
VIDAL; CORTEZ-PINTO, 2006).

As classificacbes mais utilizadas como critério de confirmacdo e
estadiamento da DHGNA, baseadas em caracteristicas histologicas, sdo a de
Brunt et al. (1999) e a de Kleiner et al. (2005). Brunt et al. (1999) atribui um escore
para cada alteracdo histolégica, utiizando a combinacdo dos escores para
estabelecer o estadiamento da doenca em leve (grau 1), moderado (grau 2) e
grave (grau 3), de acordo com a tabela 1. Kleiner et al. (2005) avaliaram 14
achados, sendo 5 de forma semiquantitativa e 9 de acordo com presenca ou
auséncia, agrupando estes dados em cinco categorias: esteatose, inflamacao,
injuria hepatocelular, fibrose e alteracdes diversas. Os autores atribuiram um
escore de 0 a 8, que considera a esteatose, inflamacgéao e balonizagdo, que sao

alteracbes de facil reversibilidade. A fibrose ndo € inclusa, pois 0s autores a
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consideram como resultado da atividade da doenca, além de considerarem ser

menos reversivel.

Tabela 1 — Determinagao do estadiamento da EHNA.

Grau Esteatose Balonizacéo . Inflamagéo
acinar portal
1-Leve 1-2 Minima 1-2 0-1
2 — Moderado 2-3 Presente 2 1-2
3 — Grave 3 Marcante 3 1-2

Fonte: BRUNT, E. M. et al. Nonalcoholic steatohepatitis: a proposal for grading and staging the
histological lesions. The American Journal of Gastroenterology, v. 94, n. 9, p. 246774, 1999.

Diversas técnicas podem ser utilizadas tanto para o diagndstico da
DHGNA, como a avaliacdo da funcdo hepatica e ultrassom, ressonancia
magnética, tomografia computadorizada, impulso de forca de radiacdo acustica
(GUAJARDO-SALINAS; HILMY, 2010; GUZMAN-AROCA et al., 2012; HAFEEZ;
AHMED, 2013) porém apresentam sensibilidade e especificidade moderadas. O
padréo ouro para o diagnostico € a realizacao de biépsia (GUAJARDO-SALINAS,;
HILMY, 2010). Formas nao invasivas de diagnodstico tem sido propostas,
utilizando a combinacdo de dados antropométricos e biomarcadores sorolégicos a
fim de reduzir a necesssidade de bidpsias, visto que a bidpsia, por ser uma
técnica invasiva, apresenta riscos ao paciente (PIRVULESCU et al., 2012; YANG
et al., 2012).

As enzimas hepaticas (AST, ALT, fosfatase alcalina) sdo utilizadas como
marcadores de lesdo hepatica (BEHARI et al., 2010), bem como indicadores da
sintese e secrecdo normal do 6rgdo, pois suas concentracbes sanguineas
costumam elevar-se na presenca de dano hepatico, sendo estes dados utilizados
para orientar a pratica clinica (AKWAA ; ZUBIER; SHEHRI, 2011). A elevacéo da
concentragdo das transaminases esta frequentemente associada com obesidade
e DHGNA (BURZA et al., 2013).
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3.4 Cirurgias metabodlicas e DHGNA

O melhor tratamento para a DGHNA € a reducdo do peso, seja através de
mudanca do estilo de vida, medicacdo (medidas usualmente adotadas) ou
realizacdo de cirurgia bariatrica. No entanto, a DHGNA, por si, ndo € indicacao
para a cirurgia (HAFEEZ; AHMED, 2013).

Estudos tém sugerido que a perda de peso em pacientes obesos graves
apos a cirurgia bariatrica pode ser bastante promissora, inclusive no tratamento
da DHGNA (BITENCOURT et al., 2007). Sabe-se que ha melhora no aspecto
histolégico do figado, quando comparada amostras coletadas no dia da cirurgia e
ap0s a perda de peso. Poucos pacientes apresentam leve piora, 0 que esta
relacionado ao elevado IMC e grau da DHGNA, e ndo com a técnica utilizada
(RABL; CAMPOS, 2012). Essa progressdo da DHGNA esta relacionada com a
taxa de perda de peso. Procedimentos em que ha rapida perda de peso, durante
0S 6 primeiros meses a um ano apos a cirurgia, podem promover um aumento
excessivo da transferéncia de acidos graxos de cadeia longa do tecido adiposo,
devido a lipdlise, para serem metabolizados no figado (VERNA; BERK, 2008).

Marquez et al. (2009) mostraram que pacientes obesos apresentavam 88%
de prevaléncia da DHGNA, 61% de esteatose e 38,8% de EHNA. Dezoito meses
ap6s a derivacdo biliopancreatica, 28,2% nao apresentaram DHGNA. Dos
pacientes com EHNA, 71,8% apresentaram melhora na doenca, apresentando
apenas esteatose, enquanto 7,2% mantiveram a EHNA.

Shimizu et al. (2013), em sua revisdo na literatura, observaram que a
cirurgia metabolica resultou em perda de peso, melhora da DHGNA e SM,
normalizacdo da histologia do figado e melhora nas concentracbes das
transaminases hepaticas (AST e ALT), COL, TG em pacientes com cirrose
hepatica.

Burza et al. (2013) realizaram o acompanhamento de pacientes do
Swedish Obese Subjectes (SOS) Study, no qual acompanharam estes pacientes
por quatro semanas antes da data da cirurgia bariatrica e 2 e 10 anos ap6és a
intervencdo. Apds 2 anos, a AST e ATL reduziram no grupo operado, nao

havendo alteragdes no grupo controle. Os autores mostram que essas alteracoes
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sdo proporcionais a perda de peso. Apdés 10 anos, houve um aumento na AST,
significativamente menor no grupo operado em relagéo ao controle.

A técnica de Y de Roux esta associada com frequente remissdo das
alteracbes histologicas, com reducdo da esteatose (RABL; CAMPOS, 2012).
Furuya Jr et al. (2007) relatam resolucdo da esteatose em 84% dos pacientes, da
fibrose em 75% e balonizacdo em 50%. Nao houve agravamento da doenca em
nenhum paciente, 24 meses apds a cirurgia e o perfil lipidico plasmatico e a
glicemia estavam proximos do normal. Barker et al. (2006) relatam melhora na
histologia, RI, perfil lipidico e glicemia em estado alimentado na maioria dos
pacientes, independente da perda de peso; porém 2 pacientes apresentaram
piora da DHGNA, 21 meses apos a cirurgia. Mottin et al. (2005) relatam melhora
da esteatose em 82,2% de 90 pacientes ap0s a perda de peso em um ano apoés a
cirurgia.

De Jorge et al. (2013) observaram em pacientes obesos, 24 semanas apés
a colocacdo do DJBL, reducdo na concentracdo plasmatica de enzimas

relacionadas a DHGNA.

3.5 Modelo animal experimental e dieta de cafeteria

Estudos realizados em animais de laboratdrio, em conjunto com outros
realizados em humanos, fornecem uma base importante para a compreensao de
varios processos fisiolégicos e patolégicos associados a obesidade, DM e RI
(POLITI; PIETRO; SALGADO, 2008).

A inducdo a RI pode ser obtida por modelos genéticos, secundaria a uma
condicdo patolégica ou induzida pela administracdo de dietas ou drogas, como a
administracdo de dieta rica em frutose, que pode causar hipertrigliceridemia,
hiperinsulinemia, Rl e elevacdo da pressao arterial (CESARETTI; KOHLMANN
JUNIOR, 2006).

Diversos modelos animais induzidos por dieta séo utilizados para estudar a
esteatose hepatica e EHNA. As dietas usualmente utilizadas para esse fim séo a

hiperlipidica e a dieta deficiente em metionina e colina (MCD).
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Ratos Wistar submetidos a dieta MCD, por oito semanas, desenvolvem
EHNA com caracteristicas histologicas iguais as observadas em humanos com
DHGNA (BEHARI et al., 2010; TAKEUCHI-YORIMOTO et al., 2013). A EHNA
também se desenvolve rapidamente quando é ofertada aos animais, dieta
deficiente em colina, visto que colina é essencial para a B-oxidacdo hepatica e
producdo de VLDL. A dieta aumentou a concentracdo de AST, ALT, fosfatase
alcalina e promoveu EHNA. Tanto o grupo que recebeu dieta com suplementacao
de colina durante todo o periodo experimental quanto o grupo que recebeu essa
suplementacao ao final do experimento, apresentaram melhora na concentragao
das enzimas hepdticas e reducdo da gravidade da esteato-hepatite, porém a
fibrose néo alterou (TAKEUCHI-YORIMOTO et al., 2013).

Ota et al. (2007) ofertaram para ratos Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty
(OLETF) e ratos controle ndo diabéticos Long-Evans Tokushima Otsuka (LETO),
com 24 semanas de vida, racdo padrédo ou dieta MCD ou dieta MCD associada a
dieta hiperlipidica ou dieta MCD e pioglitazona (um medicamento antidiabético),
por 8 semanas. A dieta MCD promoveu o desenvolvimento de EHNA em ratos e a
associacao da dieta MCD com a dieta hiperlipidica induziu o desenvolvimento de
EHNA e RI, com o desenvolvimento de fibrose. O grupo OLETF que recebeu a
dieta MCD associada a pioglitazona apresentou atenuacdo da EHNA devido a
melhora da RI. Com esse estudo verificaram que a esteatose precede a
inflamacdo, a qual precede a fibrose. Observaram também que a RI esta
relacionada com a progressdo da esteatose hepética para EHNA, através da
estimulacdo de genes relacionados a lipogénese, inflamacéo e fibrogénese.

Ahmed, Redgrave e Oates (2009) estudaram ratos Sprague-Dawley
submetidos a dieta hiperlipidica por 3 e 5 semanas. Os autores observaram que
ap6s 5 semanas de dieta os animais apresentaram esteatose hepatica
microvesicular e macrovesicular e aumento da concentracdo hepatica de TG no
grupo dieta hiperlipidica a vontade. As concentracbes de AST e ALT néao
alteraram entre os grupos. O marcador de estresse oxidativo estava menor no
grupo controle e a expressdo hepatica de mRNA de citocinas e marcadoes de
estresse endoplasmaticos foram iguais entre os grupos com dieta a vontade.

O modelo que mais se assemelha a obesidade humana é o modelo de

obesidade exdgena, no qual é ofertado ao animal maior aporte caldrico através de
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uma sobrecarga de gordura ou carboidratos, isoladamente ou em associagcao
(CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006). O modelo de indugcédo a obesidade
por dieta mais utilizada em roedores € a dieta hiperlipidica. Esta dieta caracteriza-
se pela troca de calorias provenientes de carboidratos por calorias provenientes
de gorduras (SAMPEY et al., 2011), causando alteracdes no perfil lipidico,
estando estas alteracdes associadas com a SM (WUESCHER et al., 2012). No
entanto, a dieta de cafeteria, “ocidentalizada” ou “fast-food” & a dieta que melhor
reflete a dieta humana, e por ser altamente palatavel, ha preferéncia por parte do
animal por esta dieta em detrimento da racdo padrdo para roedores. Ela é
composta por alimentos com elevada concentracdo energética, rica em sadio,
gorduras trans e saturadas e em COL e pobre em fibras e micronutrientes, como
vitamina A e calcio. Nesta dieta sdo acrescidas a dieta padrdo substancias
altamente caldricas, como bacon, chocolates, amendoim, carnes processadas,
biscoitos, refrigerantes e guloseimas (CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006;
SAMPEY et al., 2011), produzindo um incremento no peso corporal total de
aproximadamente 30 a 40% ao final de 12 semanas de estudo; além de produzir
aumento significativo na quantidade de gordura visceral, o desenvolvimento de RI
e hiperleptinemia (DE PAULA; DA SILVA; HALL, 2004).

A ingestdo da dieta de cafeteria pode induzir alteragcbes no metabolismo
glicémico, lipidico (hipertrigliceridemia) e na funcéo endotelial (NADERALI et al.,
2001), além de RI e inflamacéo, sendo assim um modelo util no estudo da SM
(SAMPEY et al., 2011).

Sampey et al. (2011) comparando a dieta de cafeteria com dieta
hiperlipidica, dieta hipolipidica e racdo padrédo, ofertada a ratos Wistar por 15
semanas, verificaram que a dieta de cafeteria aumentou significativamente o peso
corporal dos animais, além de provocar hiperinsulinemia, hiperglicemia, RI,
aumento da massa de tecido adiposo branco e marrom, inflamacéo e disfuncéo
nas ilhotas pancreaticas. Quanto aos aspectos histolégicos do figado, os animais
com dieta padrdo apresentaram estrutura normal, os que receberam dieta
hipolipidica apresentaram acumulo macrovesicular de lipidios e os grupos das
dietas hiperlipidica ou dieta de cafeteria apresentaram esteatose macrovesicular e
microvesicular. Na avaliacdo de macréfagos e regibes com infiltrado inflamatorio,

0s animais com dieta padrdo ndo apresentaram inflamagdo, os com dieta
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hipolipidica apresentaram poucas regifes, enquanto os com hiperlipidica ou dieta
de cafeteria apresentaram significativa inflamacéo, diferindo no tamanho e
localizagéo destas regides.

Pasarin et al. (2012) submeteram ratos Wistar Kyoto a dieta de cafeteria
por 1 més e verificaram a ocorréncia de aumento do peso corporal, aumento da
concentracdo plasméatica de TG, AGL e bilirrubina, aumento do peso do figado e
TG e AGL hepéticos. Todavia ndo houve alteracdo da AST, porém observaram
reducdo da ALT. Houve o desenvolvimento de esteatose hepatica, localizada
principalmente em areas periféricas, sem aumento da expressao do alpha smooth
muscle (a-SMA), o que indica um estagio inicial da DHGNA. Verificaram também
hipertenséo arterial e que a disfuncdo endotelial hepatica ocorre antes do

desenvolvimento de fibrose ou inflamagéao.
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ABSTRACT

PURPOSE: Bariatric surgeries reduce non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), which
is associated with metabolic syndrome co-morbidities; however, the effects of duodenal-
jejunal bypass (DJB) have not been investigated. This study aimed to evaluate the effects
of DJB on serum and hepatic profiles of obese rats fed on a western diet (WD).
METHODS: Male Wistar rats were fed a standard rodent chow diet (CTL group) or WD
ad libitum. After 10 weeks, WD rats were submitted to sham (WD SHAM) or duodenal-
jejunal bypass (WD DJB). Body weight, fat pad depots, glycemia, insulinemia, HOMA-IR,
TyG, lipids profile and hepatic analyses were evaluated two months after surgery.
RESULTS: The WD SHAM group presented greater obesity, hyperglycemia,
hyperinsulinemia, insulin resistance, hypertriglyceridemia and hepatic steatosis than the
CTL group. WD DJB rats presented decreased serum glucose and insulin resistance, when
compared to WD SHAM animals, without changes in insulinemia. In addition, DJB
surgery normalized serum TG and attenuated TG accumulation and steatosis in the liver of
the WD DJB group. Hepatic ACC and FAS protein expressions were similar in all groups.
CONCLUSIONS: DJB attenuates hepatic parameters of NAFLD in obese rats fed on a

WD diet.

Key words: Duodenal-jejunal bypass surgery; Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD);

Obesity; Western diet rats.
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Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has become the most common liver disease
worldwide, affecting up to 30% of adults in Western countries and nearly 10% of
individuals in developing nations’. Since NAFLD is strongly associated with obesity?,
insulin resistance, type 2 diabetes mellitus (T2DM) and dyslipidemia, it has been
recognized as the main hepatic manifestation of metabolic syndrome®. The first sign of
NAFLD is hepatic triglyceride accumulation (steatosis), which may progressively evolve
to non-alcoholic steatohepatitis (NASH), liver inflammation, fibrosis, cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (HCC)*.

While pathophysiologic mechanisms of NAFLD are still poorly elucidated, weight
reduction has been considered the best treatment for NAFLD®. Life-style modifications and
physical activity improvements associated, or not, with pharmacotherapy are options for
weight loss. However, in cases where behavioral and pharmacological strategies are
insufficient, bariatric surgery has offered a powerful alternative to treat both obesity and its
comorbidities®. In humans, body weight loss after bariatric surgery improves
histopathologic features of NAFLD and decreases the risk of progressive liver
impairment™ . The mechanisms mediating improvements in NAFLD following bariatric
surgery are complex and not fully understood, but a diminished insulin resistance and
dyslipidemia, paralleled with alterations in gut hormones production, have emerged as the
main reasons®.

The cafeteria diet- or western diet (WD) is an experimental rodent diet model that more
accurately reflects the variety of highly palatable, energy dense foods that are prevalent in
Western society and associated with the current obesity pandemic. In this model, animals
are allowed free access to standard chow and water while concurrently offered highly

palatable, energy dense, unhealthy human foods ad libitum®. WD promotes rapid weight
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gain, fat accumulation, insulin resistance and a fatty liver” '°. On the other hand, the
duodenal-jejunal bypass (DJB), a malabsortive bariatric surgery described by Rubino, F.,
2004, improves glucose homeostasis in diabetic rodents'* and humans™. In a recent
report, we showed that DJB totally restored insulinemia and insulin sensitivity, and
ameliorated beta-cell secretory capacity in WD-obese rats’®. Nevertheless, few
experimental studies have focused on the effects of DJB on NAFLD parameters. Thus, the
current study was conducted to determine the effects of DJB on the plasma profile, liver
histopathology and protein expression of enzymes involved in fatty acid synthesis in WD

obese rats.

Methods

Animals

The experimental procedures are agreement with the Ethical Principles for Animal
Research established by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA) and approved by the institutional Committee for Ethics in Animal
Experimentation (CEUA/UNIOESTE protocol number 8709).

Male Wistar rats (aged 8 weeks) were divided into three groups: Control group (CTL,
n=10), which received a standard rodent chow diet and water ad libitum; WD sham
operation group (WD SHAM, n=09), which received a WD and soft drink ad libitum for
all experimental procedures and was submitted to a sham operation after 10 weeks of diet;
and WD duodenal-jejunal bypass group (WD DJB, n=09), which received the WD diet for
the entire experimental period and was subjected to duodenal-jejunal bypass (DJB) 10
weeks after starting the WD diet. Seven days before and after the surgery, the WD groups

received a high-energy liquid diet and the CTL group received standard liquid chow diet.
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The rats were housed in standard cages and maintained on a 12 h light/dark cycle (lights on

06:00-18:00 h) and controlled temperature (22° + 1°C).

Duodenal-jejunal bypass (DJB) and Sham surgeries

DJB and SHAM surgeries were performed after 10 weeks of WD feeding. Preoperative
procedures were performed as described by Araujo et al. 2012 and DJB was performed as
described by Jurowich et al. 2013". Briefly, rats were deprived of food for 16-18h and
were anesthetized with isoflurane (Isoforine®, Cristalia, SP, Brazil). After laparotomy,
DJB surgery was performed by postpyloric transection of the duodenum, closure of the
duodenal stump, and reconstruction of the intestinal passage by terminal lateral
duodenojejunostomy 5cm aboral of the flexura duodenojejunalis. The effectiveness of
duodenal ligation was determined by injection of saline through the stomach and observing
that no saline passed beyond the area of ligation. In the Sham group, a midline incision in
the anterior abdominal wall was made; the stomach, duodenum and intestines were
massaged, and the incision was closed. In the DJB group, three rats died due to

postoperative complications.

Diet

The CTL group received a standard diet (Biobase, Brazil) comprised of 3.8 kcal/g (70%
carbohydrate, 20% protein and 10% fat) and water ad libitum. WD SHAM and DJB groups
received the high palatable, hypercaloric WD diet, consisting of standard chow (Biobase,
Brazil), Italian salami (Sadia, Brazil), mini bread (Nutrella, Brazil), corn snacks (Cheetos,
Pepsico, Brazil), marshmallow (Fini, Brazil), mixed sausage (Sadia, Brazil), chocolate
cake (Renata, Selmi, Brazil), cookie cornstarch (Zadimel, Brazil), mortadella (Frimesa,

Brazil), bacon flavor crisps (Trophy, Helena, Brazil), wafer chocolate (Bauduco, Brazil)
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and 350 ml of degassed Coca-Cola daily (Coca-Cola, Brazil) or Guarana (Antarctica,

AmBev, Brazil).

Obesity parameters

The animals’ body weights were measured during the experimental period (from 8 to 18
weeks after the start of the diet). One week before euthanasia, five animals from each
group were maintained in metabolic cages for 3 days to determine food ingestion and stool
production during 12 hours. Two months after surgery, all animals were euthanized. Final
body weight (BW) and nasoanal length were measured in all groups to obtain the Lee
Index [from the ratio of body weight (g)1/3/Nasoanal length (cm) x 1000], which was used
as a predictor of obesity in rodents. Retroperitoneal and periepididymal fat pads were

removed and weighed.

Plasma biochemical analysis

Triglycerides (TG) and total cholesterol (CHOL) were measured in the fasting (8 hours)
state using standard commercial Kits, according to the manufacturer’s instructions
(Laborclin®, Bioliquid, Pinhas, PR, BR). Glucose levels were measured using a glucose
analyzer (Abbott®, Optium Xceed, Alameda, CA) and plasma insulin was measured by

RIA, using rat insulin standard.

HOMA and TyG index
Tissue insulin sensitivity was also evaluated by the homeostasis model assessment
(HOMA), using the HOMA index of insulin resistance [(HOMA-IR) = fasting insulin

(U/mL) x fasting glucose (mM)/22.5]. The product of fasting glucose and triglycerides
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(TyG) was calculated as the Ln [fasting triglycerides (mg/dL) x fasting glucose

(mg/dL)/2]. The TyG index is expressed in a logarithmic scale.

Histopathology

Liver samples were fixed in 10% formalin, embedded in Paraplast (Sigma Co, Saint Louis,
MO), sectioned into slices of seven microns in thickness, and stained with hematoxylin and
eosin (H&E). Liver histopathology was examined and graded according to the magnitude
of steatosis, based on Brunt’s classification with modifications for rodent models. Briefly,
steatosis was graded (0-3), as follows: 0, none to 5% of hepatocytes affected; 1, >5% to

30% affected; 2, >30% to 60% affected; and 3, >60% affected.

TG and CHOL content of liver

The liver was weighed and a fragment was removed for determination of the TG and
CHOL content. Liver lipids were extracted by the method of Folch. The extract was
evaporated and then diluted in isopropanol. TG and CHOL contents were measured as

described above.

Protein expression

For protein expression determination, a fragment of liver was solubilized in
homogenization buffer at 4°C (containing:100 mM tris pH 7.5, 10 mM sodium
pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride and 1% Triton-X 100) using a Polytron MA 102 generator
(model MA 102/Mini; Piracicaba, SP, Brazil). Extracts were then centrifuged at 12,600 g
at 4°C for 40 min to remove insoluble material. Protein concentration was measured by the

Bradford dye method, using BSA to form a standard curve and Bradford reagent (Bio-
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Agency Lab., Sdo Paulo, SP, Brazil). For SDS gel electrophoresis and Western blot
analysis, the samples were homogenized with loading buffer containing beta-
mercaptoethanol. After heating at 95°C for 5 min, the proteins were separated by
electrophoresis (150 pg protein/lane, 6.5% gels) and afterwards transferred to
nitrocellulose membranes that were subsequently blotted with polyclonal antibodies to
Acetyl-CoA carboxylase (ACC, cat. sc-7985R) and Fatty Acid Synthase (FAS,cat. sc-
20140, Santa Cruz, CA, USA). a-Tubulin was used as an internal control (1:1,000, cat.
T5168, Sigma-Aldrich Chemicals, St Louis, MO, USA). Visualization of specific protein
bands was performed by incubating the membranes with goat anti-rabbit secondary
antibody (1:10,000; cat.7074, Cell Signaling Tecnology, Boston, MA, USA), followed by
exposure to X-ray film. The band intensities were quantified by optical densitometry using

the free software, Image Tool (http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html).

Statistical analysis

Data are expressed as means + SEM accompanied by the indicated number of independent
experiments. For statistical analyses, the groups were compared using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by the Tukey post-test (P<0.05). Graphs were performed

using GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software®).

Results

Animal features

Results in Figure 1A clearly show that WD SHAM and WD DJB rats had a massive weight
gain, which started as early on as two weeks after dietetic intervention, as compared to
CTL rats. Following DJB or sham-operation, at week 10, the WD DJB rats presented a

transient weight loss during the first post-operative week, which was not sustained. When
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body weight was analyzed during the whole period (Figure 1B), the WD SHAM animals
demonstrated an increase in this parameter, compared to CTL, and no difference was found
between the WD DJB rats and WD SHAM animals. The WD SHAM rats showed an
increased food intake in 12 hours (24.50 £+ 0.96 g/day, P<0.05), as compared to the CTL
group (19.0 £ 1.0 g/day), which was not reversed by DJB (26.80 £ 1.55 g/day, P<0.05).
Moreover, stool production for both the WD DJB and WB SHAM animals (0.67 + 0.23
and 1.23 + 0.38 g/day, respectively, P<0.01) was lower than those fed a regular chow (3.57

+ 0.30 g/day), P<0.01).
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Figure 1. Evolution of body weight during entire experimental period (A) and AUC of
body weight in CTL, WD SHAM and WD DJB rats. *WD SHAM and WD DJB vs. CTL.

# WD SHAM vs. CTL. One-way ANOVA with Tukey post hoc test. P < 0.05. n= 6-10.

Notably, DJB surgery attenuated white adipose tissue accumulation in WD DJB rats, since

their retroperitoneal and perigonadal fat pads did not differ from those of either WD
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SHAM or CTL rats (Tab. 1). The combination of these alterations resulted in a decrease of
4% in the Lee Index of the WD DJB rats, as compared to the WD SHAM rats (Tab. 1), two

months after surgery.

Table 1. Obesity parameters in CTL, WD SHAM and WD DJB rats.

CTL WD SHAM WD DJB
Final Body weight (g) 44714 591+27° 545+21°
Lee index 320+2.30° 340+2.40° 326+4.60°
Retroperitonial fat pad (% BW) 2.4%0.23° 3.72+0.14° 3.0£0.15%
Perigonadal fat pad (% BW) 1.740.15° 2.6+0.12" 2.2+0.18%

Data are means £ SEM (n =6-10). Different letters indicate significant difference. One-way

ANOVA with Tukey post hoc test (P < 0.05).

Biochemical parameters and insulin resistance

WD SHAM animals presented hypertriglyceridemia, when compared to CTL rats (Fig. 2A,
P<0.01); furthermore, DJB surgery normalized fasting TG levels after two months. Total
CHOL was similar in all groups (Fig. 2B). The fasting glucose and insulin levels were
higher in the WD SHAM than CTL animals (Fig. 2C and D, respectively, P<0.001). There
was a significant improvement in fasting glucose in the WD DJB group (P<0.05) despite
insulinemia being similar to that of the WD SHAM animals. To reinforce these findings,
we investigated insulin resistance using HOMA-IR and the TyG index. The WD SHAM
rats demonstrated an increase in HOMA-IR and in the TyG index, compared to the CTL
group (Fig. 2E and F, respectively, P<0.001); DJB surgery normalized these parameters in
WD DJB animals, compared to the WD SHAM group (P<0.05 and P<0.01, respectively).

Taken together, these results indicate that WD feeding induced metabolic changes
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compatible with the features of metabolic syndrome, which were partially restored two

months after DJB surgery despite the maintenance of the cafeteria diet.

Figure 2
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Figure 2. Fasting serum level of triglycerides (A) total cholesterol (B), glucose (C) and
insulin (D). HOMA-IR (E) and TyG index (F) in CTL, WD SHAM and WD DJB rats.
Different letters indicate significant difference. One-way ANOVA with Tukey post hoc

test. P < 0.05. n= 6-10.

Histological analyses of liver

We next evaluated the impact of DJB on liver histological patterns and the fat
accumulation of WD obese rats. Histological analysis of the CTL and WD livers,
according to the Brunt’s NAFLD score, revealed that all the WD SHAM obese rats had
grade 1 or 2 fatty degeneration (Tab. 2), mainly characterized by microvacuolar steatosis
(Figure 3C and D, respectively). No changes were found in the CTL rats (Figure 3A and B,
respectively and Tab. 2). Importantly, approximately 30% of WD DJB rats had no steatosis
(Tab. 2), demonstrating the effectiveness of DJB for ameliorating fat degeneration (Figure
3E and F, respectively). Other NAFLD/NASH features, such as ballooning or
inflammation were not detected in any group. To reinforce histological analyses, after 18
weeks of WD feeding, WD SHAM rats were found to present increased liver weight and
TG content, without any effect on CHOL content (Figure 3G, H and I, respectively,
P<0.001 and P<0.01). WD obese rats submitted to DJB had lower liver TG levels than
those of the WD SHAM rats, although these levels were still significantly higher than
those of CTL rats. No effects of DJB were observed on either liver weight or on CHOL

content (Figure 3G and I, respectively).



Table 2 — Degree of steatosis in the liver of rats CTL, WD SHAM and WD DJB.

Groups Degree 0 Degree 1 Degree 2
CTL 100% 0% 0%
WD SHAM 0% 50% 50%
WD DJB 28,6% 28,6% 42,8%
N=4-7.
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eosin-stained sections of

livers from CTL (A,B), WD SHAM (C, D) and WDDJB (E,F) animals. Arrows indicate

steatosis. *: central veins; h: hepatocytes. Figures A, C, E: Bars=100um. Figures B, D, F
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Bars= 50um. (G) Liver weight, (H) TG and (I) CHOL liver content in CTL, WD SHAM

and WD DJB animals. Different letters indicate significant difference. One-way ANOVA

with Tukey post hoc test. P < 0.05. n= 6-10.

Protein expression

In order to explain the improvement in steatosis in WD obese rats submitted to DJB
surgery, we investigated the expressions of enzymes involved in fatty acid synthesis. We

observed that hepatic ACC and FAS protein expressions were similar in all groups (Figure

4A and B, respectively).
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Figure 4. Protein expression of ACC (A) and FAS (B) in the liver of CTL, WD SHAM and

WD DJB animals. One-way ANOVA with Tukey post hoc test. P < 0.05. n= 3-4.
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Discussion

Different techniques of bariatric surgery lead to improvements in steatosis, inflammation
and fibrosis> **, however, there are no reports demonstrating the effect of DJB on NAFLD.
Therefore, in the present study, we used WD obese rats to demonstrate the effects of the
DJB on NAFLD.

WD is known to promote obesity and features of T2DM in rats® *3

and provides a highly
relevant model for studies on diet-induced metabolic syndrome. WD was found to
effectively induce obesity, hyperglycemia, hyperinsulinemia, insulin resistance,
hypertriglyceridemic and hepatic steatosis. Currently, hepatic steatosis is considered the
most common chronic liver disease and its incidence has grown in parallel with the
pandemic rates of obesity and metabolic syndrome?. In both humans® and rodents’, TG
accumulation in hepatocytes is the main factor in the development of hepatic steatosis.
Many studies have consistently shown that TG accumulation is due to insulin resistance,
which also causes increased VLDL secretion'®. Data herein presented show that WD
SHAM rats had a higher liver TG content and steatosis, which were associated with
hyperinsulinemia and insulin resistance. Nevertheless, the assessment of liver insulin
resistance, via TyG Index calculation, showed that WD SHAM animals were more
resistant than CTL rats.

At two months after DJB surgery, partial reductions in retroperitoneal and perigonadal fat
accumulation were observed, as well as improved glycemia and insulin sensitivity, without
modifications in body weight and fasting insulin. Ours results are in accordance with
others reporting that DJB surgery is characterized as a malabsorptive bariatric procedure

11, 13, 14

that improves glucose homeostasis in genetically and diet-induced obesity without

changing body weight.
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Weight loss is effective for improving NASH™ ’; many options are available to induce
weight loss, but bariatric surgery is the most effective therapy available, causing a
reduction of about 20-30% in body weight. Approximately, 70% of patients referred for
bariatric surgery have NAFLD and 25% present NASH; of these, half have advanced
fibrosis and 1-2% has cirrhosis*’. Different bariatric surgery techniques can be used to treat
obesity and also lead to improvements in steatosis, inflammation and fibrosis®, but, the
effect of the DJB on NAFLD has not been investigated to date. For the first time, we
demonstrate that DJB attenuated TG liver content and steatosis and totally restored
triglyceridemia in rats submitted to a cafeteria diet. Since no changes in body weight and
serum insulin levels were observed in WD DJB rats, when compared to WD SHAM
animals WD (Fig. 1, Tab. 2, respectively), we suggest that other factors may be associated
with the improvement in hepatic steatosis in these animals. Patients undergoing
biliopancreatic diversion, adjustable gastric banding or Roux-en-Y gastric bypass showed
improvements in steatosis and ballooning degeneration, which were associated with
changes in insulin sensitivity™ ®. Since DJB surgery improved insulin resistance and
hyperglycemia in our rats, we suggest that these factors may contribute to the partial
reduction in the total content of hepatic TG and the histological changes observed in WD
DJB animals, independently of weight loss.

NAFLD can be caused by multiple factors, including lipolysis from fat cells, increased
intake of dietary fat, and the impairment of fatty acid beta oxidation by mitochondrial
dysfunction’®. In addition, fatty acid synthesis by de novo lipogenesis in the liver
contributes greatly to hepatic steatosis in obesity and diabetes®’. Hepatic protein expression
of ACC, which converts acetyl-CoA to malonyl-CoA and FAS, which use malonyl-CoA to
form palmitic acid, were not altered by WD-obesity or DJB surgery (Fig. 4). Other

enzymes involved in fatty acid synthesis, as well as beta oxidation should be investigated.
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Conclusions

DJB surgery, in WD rats that closely resemble the overfed human state, presented
normalized serum TG, attenuated TG liver content and steatosis without modification in
body weight, despite the maintenance of the cafeteria diet. This occurred possibly due to
the improvement in insulin resistance in WD DJB rats, compared to the WD SHAM
groups, without changes in ACC and FAS protein expression. Additional experiments are
needed to demonstrate the mechanisms that contribute to improvements in NAFLD in WD

rats submitted to DJB surgery.
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