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Ascorbic acid supplementation has a cytoprotective effect
on secondary biliary cirrhosis: experimental study in
young rats

Suplementacdo com acido ascorbico tem efeito citoprotetor na cirrose biliar
secundaria: estudo experimental em ratos jovens
Cynthia R. Matos Silva Passoni?!, Claudio Antonio Rabello Coelho?

Resumo

Objetivo: Testar se a suplementacdo com &cido ascdrbico tem
algum afeito citoprotetor em um modelo de cirrose biliar secundaria
em ratos jovens.

Métodos: Foram estudados 40 ratos Wistar desmamados no 210
dia pds-natal. Cada grupo de 10 foi submetido a um dos seguintes
quatro tratamentos, até o 49° dia pdés-natal, quando foram
submetidos a eutanasia: 1) LC - ligadura dupla e resseccdo do ducto
biliar comum e administragdo didria de &cido ascoérbico [100 mg/g
de peso corporal (pc)]; 2) LA - ligadura dupla e ressecgéo do ducto
biliar comum e administrag&o didria de veiculo aquoso (1 mL/g pc);
3) SC - operacgdo simulada e administragdo didria de acido ascoérbico
(100 mg/g pc); 4) SA - ligadura dupla e ressecgao do ducto biliar
comum e administragdo didria de veiculo aquoso (1 mL/g pc). Os
ratos eram pesados diariamente. No 27° dia pds-operatério, eles
receberam injegdo intraperitoneal de 1,5 mg/g pc de pentobarbital
sodico, e o tempo de sono induzido pelo pentobarbital foi medido.
Coletou-se sangue para determinagéo de atividade sérica de alanina
aminotransferase e de aspartato aminotransferase, niveis de
albumina e globulina séricas, e o figado foi analisado quanto a
conteldo de dgua e gordura. Os dados foram submetidos a ANOVA
two-way, e comparagOes pareadas entre grupos foram testadas com
o método de SNK. O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.

Resultados: A suplementag&o com acido ascdrbico atenuou os
efeitos da colestase: reduziu o tempo de anestesia pelo pentobarbital,
globulina sérica e o contetdo de gordura no figado.

Conclusdes: Nossos resultados corroboram a hipotese de que
a suplementagdo com &cido ascorbico tem um efeito citoprotetor na
cirrose biliar secundaria.
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Abstract

Objective: To test whether ascorbic acid supplementation has
any cytoprotective effect on a model of secondary biliary cirrhosis in
young rats.

Methods: We studied 40 Wistar rats weaned at the 21st
postnatal day. Each group of 10 was subjected to one of the following
four treatments, until 49th postnatal day, when they suffered
euthanasia: 1) LC-double ligature and resection of the common bile
duct and daily administration of ascorbic acid [100 mg/g of body
weight (bw)]; 2) LA-double ligature and resection of the common
bile duct and daily administration of aqueous vehicle (1 mL/g bw); 3)
SC-sham operation and daily administration of ascorbic acid (100
mg/g bw); 4) SA-double ligature and resection of the common bile
duct and daily administration of aqueous vehicle (1 mL/g bw). The
rats were weighed daily. On the 27th day after the operation they
received an intra-peritoneal injection of 1.5 mg/g bw of sodium
pentobarbital, and the pentobarbital sleeping time was measured.
Blood was collected for serum alanine aminotransferase and
aspartate aminotransferase activity measurements, serum albumin
and globulin concentrations, and the liver was assessed for liver water
and fat content. Data were submitted to two-way ANOVA and paired
comparisons between groups were tested using the SNK method.
Significance level was set at 0.05.

Results: Ascorbic acid supplementation attenuated the effects
of cholestasis: decreased the pentobarbital sleeping time, serum
globulin, and the liver fat content.

Conclusions: Our results corroborate the hypothesis that
ascorbic acid supplementation has a cytoprotective effect in
secondary biliary cirrhosis.

J Pediatr (Rio J). 2008,;84(6):522-528: Biliary liver cirrhosis, biliary
atresia, ascorbic acid, extra-hepatic cholestasis.
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Introducao

O grande interesse que a sindrome colestatica tem des-
pertado deve-se a freqlente incidéncia, tanto na pratica cli-
nica com criangas quanto na com adultos, e em razao da
ampla variedade de causas identificadas até o presente
momento!-3. Em recém-nascidos e bebés, aincidéncia atinge
1 em 500 nascidos vivos®. Algumas doencas que causam
colestase em recém-nascidos e bebés evoluem para doenga
hepatica crénica com cirrose biliar, mais rapidamente do que
as doencas colestaticas em adultos®. A atresia biliar é a causa
mais importante de colestase nos primeiros 4 meses de vida,
uma vez que sempre evolui para 6bito se ndo tratada e é a
principal indicacdo de transplante hepatico na infancia®®. A
ligadura e ressecgdo do ducto biliar comum em ratos adultos
foi usada como modelo para colestase obstrutiva e cirrose
biliar secundaria. A execugdo desses procedimentos em ratos
jovens oferece um modelo mais préximo de atresia biliar; o
modelo usando ratos adultos sofre interferéncia de infecgdes
bacterianas secundarias’~°. O modelo de ratos jovens foi apli-
cado por poucos autores?1°, além dos membros de nosso
grupo (Grupo de Pesquisa em Hepatologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu).

O estresse oxidativo é um mecanismo intermedidrio na
producdo de lesdes hepaticas da colestase'! '2, Conside-
rando que a colestase leva a méa absorgdo de vitaminas lipos-
sollveis, duas das quais (vitamina A e E) apresentam acao
antioxidante, essa ma absorgéo agrava o estresse oxidativo
e, portanto, aumenta as lesbes hepaticas®>. Também deve-
mos considerar que o acido ascérbico tem importantes fun-
cOes fisioldgicas, como a agdo antioxidante e sobre o
citocromo P450, e que o acido ascérbico é hidrossoltvel**1>
e facilmente absorvivel na colestase'®. Propusemo-nos a
estudar um possivel efeito hepatoprotetor da suplementacao
de acido ascdrbico no modelo de cirrose biliar por ligadura e
ressecgao do ducto biliar comum (LRDBC) em ratos jovens.

Métodos

Delineamento experimental

Para testar a hipdtese principal, formulamos hipdteses
auxiliares:

- Primeira hipdtese: a colestase influi sobre a lesdo hepa-
tica, independentemente da administragdo de acido
ascorbico;

- Segunda hipotese: o acido ascorbico influi sobre a lesdo
hepatica, independentemente da presenca de colestase;

- Terceira hipdtese: o acido ascorbico interfere nos efeitos
da colestase sobre a lesdo hepatica.

Para testar essas hipdteses, as seguintes variaveis foram
consideradas:

- Variaveis independentes: presenca ou ndo de colestase
obstrutiva (LRDBC ou operagao simulada) e administra-
¢do ou ndo-administracdo de acido ascoérbico (acido
ascorbico ou veiculo aquoso).
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- Varidveis dependentes: conseqiiéncias mensuraveis de
lesdo hepatica, a saber: atividade sérica de aspartato
aminotransferase (AST, UI/L); atividade de alanina ami-
notransferase (ALT, UI/L); concentragdo sérica de albu-
mina (g/dL); concentragdo sérica de globulina (g/dL);
teste do tempo de sono com pentobarbital - TSP
(minutos); peso fresco do figado (g); contelido de agua
no figado (g/100 g); e conteldo de gordura no figado
(9/100 g).

Grupos experimentais

Foram estudados 40 ratos machos Wistar, criados no Labo-
ratorio Experimental do Departamento de Pediatria da Facul-
dade de Medicina de Botucatu. No 219 dia pds-natal (P21),
foram selecionados os ratos com peso entre 45 e 48 g e alea-
toriamente alocados em um dos quatro grupos de 10 ani-
mais, cada grupo sendo submetido a um dos tratamentos
descritos abaixo:

Grupo LC: LRDBC no P21 e eutanéasia no 49° dia pds-natal
(P49). Administracdo diaria por gavagem de 1
mL/g de peso corporal de solugdo aquosa de
acido ascorbico em uma concentragdo de 200
mg/mL (Roche®).

Grupo LA: LRDBC no P21 e eutanasia no P49. Administra-
cdo diaria de veiculo aquoso, por gavagem, a
um volume de 1 mL/g de peso corporal.

Grupo SC: operacgao simulada no P21 e eutanasia no P49.
Administragdo didria por gavagem de uma solu-
¢&0 aquosa de acido ascérbico (Roche®), no
mesmo volume estipulado para os grupos ante-
riores.

Grupo SA: operacdo simulada no P21 e eutanasia no P49.
Administragdo diaria de uma solugdo aquosa de
veiculo aquoso, por gavagem, no mesmo
volume estipulado para os grupos anteriores.

Execucgao do experimento

O procedimento experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentagcao Animal (CEEA), Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, nimero de protocolo 148, de
acordo com os Principios Eticos do Colégio Brasileiro de Expe-
rimentagdo Animal (COBEA). Todos os procedimentos de
manutencdo, anestesia, cirurgia e eutanasia dos animais
foram realizados segundo as recomendacdes do Canadian
Council of Animal Care (1984) e do Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals National Research Council, EUAY”.

Os procedimentos de LRDBC foram realizados de acordo
com a técnica descrita anteriormente por Cameron & Oak-
ley’, adaptada por Battochio et al.*®. Na operagdo simulada,
foram realizadas incisdo abdominal, exposigdo e dissecagao
do ducto biliar. O fio de sutura foi passado em torno do ducto
biliar sem proceder com a ligadura. O fechamento cirdrgico
foi realizado da mesma forma que a operagdo de ligadura.

Testes laboratoriais prévios confirmaram que este proce-
dimento causa fibrose hepatica e proliferagdo ductal no
mesmo padrdo descrito por Cameron & Oackley”.
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Eutanasia

A eutanasia foi realizada no P49, ou seja, 28 dias apds os
procedimentos de LRDBC e operagdo simulada. Os ratos foram
anestesiados com pentobarbital na dose de 0,0017 mg/g de
peso corporal e, apos incisdo abdominal, coletou-se sangue
por puncgdo cardiaca para teste sérico bioquimico. Apds a euta-
nasia, o figado foi pesado para calculo posterior de contetddo
hidrico e lipidico.

Observacgoes durante o experimento

No 480 dia pds-natal (P48), todos os ratos foram subme-
tidos a TSP. Eles receberam injegdo intraperitoneal com
0,0015 mg de pentobarbital por grama de peso corporal, e o
tempo durante o qual o reflexo de colocagao permaneceu abo-
lido foi medido. O TSP depende da fungdo de desintoxicagao
do figado.

Estudos realizados apds a eutandsia

A atividade sérica de AST e ALT foi determinada pelo
método otimizado de absorgdo de raios ultravioletas (UV) e
expressa em unidades internacionais (UI). As dosagens séri-
cas de albumina e globulina total foram determinadas pelo
método colorimétrico e expressas em gramas/decilitros
(g/dL). O peso fresco do figado foi aferido em uma balanca
analitica Mettler (modelo H35, peso maximo = 160 g), e os
valores foram expressos em gramas.

O conteldo de agua no figado foi determinado pelo
método gravimétrico. Um fragmento do figado foi pesado em
uma balanga analitica Mettler, desidratado em um aquecedor
a 100 ©°C por 72 horas e novamente pesado; o contelido de
agua foi calculado em g/100 g de figado fresco. Para determi-
naro contetddo de gordura no figado, apds a secagem, o figado
foi macerado em graal, enrolado em papel-toalha, e a gor-
dura foi extraida por éter etilico, por um periodo de 12 horas,
em um extrator Soxhlet. O éter etilico foi evaporado a tempe-
ratura ambiente por 24 horas, seco em um aquecedor a 100
OC por 12 horas e pesado novamente. A partir da diferenga de
peso, o contetido de gordura no figado foi calculado em g/100
g de figado Umido.

Anadlise estatistica

Os calculos foram realizados com os programas Microsoft
Excel® e Sigma Stat vers&o 2.0®.

Estatistica descritiva: foram calculadas medidas de ten-
déncia central (médias e medianas) e medidas de dispersdo
(desvio padrao, coeficiente de variagao, variagdo de ampli-
tude, valores minimos e maximos) das variaveis de cada
grupo experimental.

Estatistica comparativa: 1) Os resultados de cada varia-
vel para cada grupo experimental foram submetidos a teste
de amostras para normalidade e igualdade de variancias. 2)
Se essas condigdes eram satisfeitas, aplicava-se a analise de
variancia para dois fatores: o primeiro fator, administracao
ou ndo-administragdo de acido ascérbico, analisado para dois
niveis: administragéo de acido ascorbico e administragéo de
veiculo aquoso; o segundo fator, presenca ou auséncia de
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colestase, analisada para dois niveis: LRDBC (colestase) e
operacao simulada (auséncia de colestase). Este teste anali-
sou os efeitos associados a cada fator nas variaveis depen-
dentes, independentemente do efeito da outra, bem como a
interagao dos dois fatores. 3) Quando havia interacao signifi-
cativa entre esses fatores (p < 0,05), realizavam-se compa-
racGes multiplas entre pares através do método de Student-
Newman-Keuls (SNK), identificando os grupos que
apresentavam diferencas significativas entre si (p de o <
0,05). 4) Quando as amostras atendiam aos critérios do item
1, seus valores eram substituidos pela ordem de classificagdo
desses valores - para satisfazer aos critérios de normalidade
e igualdade de variancias.

Resultados

A colestase significativamente aumentou o TSP (p <
0,001), e o acido ascérbico interferiu atenuando este efeito
(p <0,001).

A colestase significativamente aumentou o nivel sérico de
AST, independentemente do efeito do acido ascdrbico (p <
0,001), e o acido ascdrbico ndo interferiu no efeito da coles-
tase (p 2 0,873).

A colestase significativamente aumentou o nivel sérico de
ALT, independentemente do efeito do acido ascorbico (p <
0,001), e o acido ascdrbico ndo interferiu no efeito da coles-
tase (p 2 0,126).

Em relagdo ao peso fresco do figado, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos LRDBC e operagao simulada (p
> 0,355), nem no efeito do acido ascorbico (p = 0,001).

A colestase significativamente aumentou o conteldo de
agua no figado, independentemente do efeito do acido ascor-
bico (p < 0,001), e o acido ascérbico ndo interferiu no efeito
da colestase (p = 0,517).

A colestase significativamente aumentou o contetdo de
gordura no figado, independentemente do efeito do acido
ascorbico (p £ 0,001), e o acido ascorbico interferiu no efeito
da colestase (p = 0,006).

A colestase significativamente reduziu os niveis séricos de
albumina, independentemente do efeito do acido ascérbico
(p < 0,001), e o acido ascorbico ndo interferiu no efeito da
colestase (p = 0,476).

A colestase significativamente aumentou os niveis séri-
cos de globulina, independentemente do efeito do acido ascér-
bico (p <0,001), e 0 &cido ascorbico interferiu atenuando este
efeito (p < 0,012).

Discussao

A colestase prolongou o TSP, o acido ascérbico atenuou
em parte este efeito da colestase (Figura 1 e Tabela 1). O TSP
tem sido usado para avaliar a eficiéncia funcional das células
hepaticas em muitos modelos experimentais, incluindo
doenca colestatica do figado e lesGes hepaticas por outros
mecanismos'®2!. Uma deficiéncia em acido ascérbico pode
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LA = ligadura e ressecgéo do ducto biliar comum com veiculo aquoso; LC = ligadura e ressecgdo do ducto biliar comum com acido ascérbico;
SA = operagéo simulada com veiculo aquoso; SC = operagdo simulada com acido ascorbico.

Figura 1 - Médias, desvios padrdo e valores individuais: tempo de sono pelo pentobarbital (1A), aspartato amino-
transferase (1B) e alanina aminotransferase (1C)
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Tabela 1 - Médias, medianas e desvios padrdo das varidveis de cada grupo experimental

Variavel SA SC LA LC
Tempo de anestesia pelo pentobarbital (minutos) - ordem de classificagao
Média (DP) 87 (17,55) 93,8(14,42) 221,7(30,77) 137,33(28,05)
Mediana 88 95 212,5 137,66

Nivel sérico de aspartato aminotransferase (UI/L)
Média (DP)
Mediana
Nivel sérico de alanina aminotransferase (UI/L)
Média (DP)
Mediana
Peso do figado (g) - ordem de classificagdo
Média (DP)
Mediana
Conteudo hidrico hepatico (g/100 g) - ordem de classificacdo
Média (DP)
Mediana
Conteudo lipidico hepatico (g/100 g) - ordem de classificagdo
Média (DP)
Mediana
Nivel sérico de albumina (g/dL)
Média (DP)
Mediana
Nivel sérico de globulina (g/dL)
Média (DP)

Mediana

50,7 (10,14)

47,5

53,6 (10,42)

53

8,25(1,19)

8,29

71,44 (1,27)

71,61

1,05 (0,54)

0,98

2,76 (0,17)

2,8

2,510

2,400

45,6 (4,69)

45,5

42,6 (8,27)

42

8,69 (1,25)

8,67

71,73 (0,84)

71,64

1,09 (0,28)

1,04

2,8(0,115)

2,8

2,350

2,200

250,26 (54,44)

246

120,2 (28,03)

119,5

8,93 (2,13)

8,31

76,47 (2,83)

76,23

6,61 (5,74)

3,78

2,3(0,19)

2,25

3,550

3,700

231,44 (41,40)

226,22

116,11 (25,75)

121,55

9,19 (2,88)

9,89

75,476 (3,57)

76,442

1,01 (0,59)

1,02

2,43(0,27)

2,36

3,156

3,178

DP = desvio padré&o; LA = ligadura e ressecgéo do ducto biliar comum com veiculo; LC = ligadura e ressecgdo do ducto biliar comum com &cido ascérbico;
SA = operagédo simulada com veiculo aquoso; SC = operagéo simulada com acido ascérbico.
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LA = ligadura e ressecgdo do ducto biliar comum com veiculo aquoso; LC = ligadura
e ressecgdo do ducto biliar comum com &cido ascérbico; SA = operagdo simulada
com veiculo aquoso; SC = operagdo simulada com acido ascérbico.

Figura 2 - Médias, desvio padréo e valores individuais: albumina
(2A) e globulina (2B)
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Figura 3 - Médias, desvios padrdo e valores individuais: peso do figado (3A), conteldo de agua no figado (3B) e

conteldo de gordura no figado (3C)

levar a uma redugdo hepatica do citocromo P450 e, portanto,
afetar a atividade hepatica da metabolizacdo enzimatica de
drogas'®. Alesdo hepatocitica na colestase induzida pela liga-
dura do ducto biliar pode levar a uma redugao das isoenzimas
do citocromo P45022. Os resultados mostrados aqui sugerem
que a suplementacdo com acido ascérbico estimula o cito-
cromo P450 ou mantém sua fungdo por protecdo dos
hepatdcitos.

A colestase aumentou os niveis séricos de AST e ALT, inde-
pendentemente do efeito do acido ascérbico, e o acido ascor-
bico nao interferiu neste efeito da colestase. Portanto,
provavelmente ndao houve efeito sobre a velocidade de
necrose hepatocitica (Figura 1 e Tabela 1).

A colestase significativamente reduziu os niveis séricos de
albumina, independentemente do efeito do acido ascoérbico,
e 0 acido ascorbico ndo interferiu neste efeito da colestase
(Figura 2 e Tabela 1). Logo, o &cido ascdrbico ndo parece inter-
ferir nos mecanismos de hipoalbuminemia na colestase:
aumento de permeabilidade capilar; aumento de volume
plasmatico; falta de sintese de albumina compensatoria;
reducdo de massa hepatica ou falta de elementos para sin-
tese de albumina, resultante de desnutricdo secundaria
devido & ma absorgdo presente na colestase!®.

A colestase aumentou os niveis séricos de globulina (inde-
pendentemente do efeito do acido ascorbico), e o dcido ascor-
bico atenuou este efeito (Figura 2 e Tabela 1). E provavel que
esse efeito ocorra sobre as imunoglobulinas, que sdo parte
das globulinas. Keraan et al.?®> demonstraram que, em ratos
com anastomose porto-cava, ocorre um aumento de globuli-
nas as custas de imunoglobulinas. E provavel que esse
aumento seja causado pela passagem de endotoxinas direta-
mente a circulacdo sistémica devido a um aumento da resis-
téncia de circulagdo portal intra-hepatica, desviando-as do
figado e, portanto, reduzindo a depuragéo de antigenos e imu-
nocomplexos pelo figado. Este aumento em antigenos na cir-
culacdo hepatica aumentaria a produgdo de imunoglobulinas
pelos linfécitos B do sistema imunoldgico periférico?4. Outros
antigenos possiveis sdo liberados pela destruicdo de hepatd-
citos2°:2%, O 4cido ascdrbico poderia interferir com um ou mais
desses fatores que causam hiperglobulinemia.

N&o foi possivel demonstrar o efeito da colestase nem do
acido ascorbico no peso fresco do figado (Figura 3 e Tabela
1); a hiperplasia ductal e a fibrose podem compensar a redu-
cdo de hepatdcitos na fase na qual esses ratos foram
estudados.

A colestase aumentou o contetdo de 4gua no figado, inde-
pendentemente do efeito do acido ascérbico, um fato que
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poderia refletir um aumento hidrico intracelular (Figura 3 e
Tabela 1). De acordo com Takahashi?’, a colestase experimen-
tal em ratos causa: disfungdo da mitocéndria; capacidade
reduzida de fosforilagdo; producao reduzida de ATP; danos
funcionais de ATPase dependente de Na* and K*, e aumento
de conteldo hidrico de hepatdcitos. O acido ascdrbico nédo
interferiu neste efeito da colestase.

A colestase aumentou o conteldo de gordura no figado
(Figura 3 e Tabela 1), possivelmente devido a deficiéncia no
transporte de lipideos. Com a reducdo de apolipoproteina A1,
em fungao da presenca de colestase, podem ocorrer catabo-
lismo anormal e redugdo de lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL)?%. A liberacdo de triglicerideos VLDL através da
atividade de lipase lipoprotéica é afetada de tal forma que os
acidos graxos dos triglicerideos ndo sdo transportados ade-
quadamente para as células adiposas?, portanto ocorre acu-
mulo de gordura no figado.

O acido ascoérbico atenuou este efeito colestatico. Alguns
estudos relacionam o &cido ascérbico com os niveis séricos
de apolipoproteina A12°. A suplementag&o com &cido ascor-
bico provavelmente atenuou os efeitos da colestase, norma-
lizando ou aumentando a producdo de apolipoproteina Al e,
consequentemente, de VLDL e lipase lipoprotéica, normali-
zando o transporte de triglicerideos para os tecidos e redu-
zindo a porcentagem de gordura no figado.

Conclusoes

Estudando o modelo experimental de cirrose biliar secun-
daria em ratos jovens, observamos que o acido ascérbico
parece apresentar os seguintes efeitos benéficos na cirrose
biliar secundaria: efeito hepatoprotetor, uma vez que esti-
mula a fungdo de desintoxicagdo do figado, conforme mos-
trado por seu efeito sobre o teste de tempo de sono induzido
pelo pentobarbital; atenua a hiperglobulinemia resultante da
colestase e atenua o deposito de gordura hepatica causado
pela colestase. O efeito hepatoprotetor nao foi corroborado
pelo estudo de aminotransferases.

A suplementacdo com acido ascorbico pode ter uso signi-
ficativo no tratamento de criangas com doenga hepatica cro-
nica colestatica.
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