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RESUMO 

 

A preservação do enxerto é um ponto crucial no manejo do transplante, 
sendo um dos fatores determinantes para uma evolução cirúrgica favorável. 
Existem inúmeros pontos preocupantes nesse processo, porém o ponto de 
maior relevância é a redução do tempo de isquemia fria e diminuição da 
lesão de reperfusão. É nesse momento que as soluções de preservação 
guardam sua importância. A busca pela solução ideal é constante, existindo 
no mercado atualmente várias soluções como: HTK, Euro-Collins, Wisconsin, 
Celsior, SPS-1, porém, todas com alto custo. Este estudo teve como objetivo 
analisar a preservação morfológica de tecido hepático de coelho após 
conservação estática em solução hipotérmica à base de água de coco em pó. 
Os experimentos foram realizados no Núcleo Integrado de Bioteconologia 
(NIB) da Universidade Estadual do Ceará (UECE) utilizando-se a solução 
SPS-1 como padrão e uma solução à base de água de coco em pó (ACP-
405). Foi realizada perfusão in situ dos fígados de 10 coelhos, retirada dos 
órgãos e manutenção nas respectivas soluções hipotérmicas em tempos pré-
determinados. Constatou-se que, após avaliação histopatológica nos tempos 
0h, 6h, 12h e 18h de isquemia fria, a preservação utilizando solução ACP-405 
pode ser viável. A partir dos resultados positivos, estudos deverão ser 
direcionados no intuito de estudar a viabilidade funcional do órgão associada 
a um modelo de reperfusão in vitro. 
 

Palavras-chave: Preservação de órgãos. Transplante hepático. Água de 
coco em pó. Solução de preservação. 



  

ABSTRACT 

 

Graft preservation is a crucial point in the management of transplantation, 
being one of the determining factors for a favorable surgical evolution. There 
are many worrying points in this process, but the point of greatest relevance 
is the reduction of cold ischemia time and reduction of the reperfusion injury. 
It is at this point that preservation solutions remain important. The search for 
the ideal solution is constant, there are currently several solutions in the 
market such as HTK, Euro-Collins, Wisconsin, Celsior, SPS-1 but all with a 
high cost. This study aimed to analyze the morphological preservation of 
hepatic rabbit tissue after static conservation in a hypothermic solution based 
on powdered coconut water. The experiments were carried out at the 
Integrated Nucleus of Bioteconology (NIB) of the State University of Ceará 
(UECE) using the SPS-1 solution as standard and a solution of coconut water 
powder (ACP-405). In situ perfusion of the livers of 10 rabbits, removal of the 
organs and maintenance in the respective hypothermic solutions at 
predetermined times. It was found that, after histopathological evaluation at 
0h, 6h, 12h and 18h times of cold ischemia, preservation using ACP-405 
solution may be feasible. From the positive results, studies should be directed 
in order to study the functional viability of the organ associated with an in vitro 
reperfusion model. 
 

Keywords: Preservation of organs. Liver transplantation. Coconut water 
powder. Preservation solution. 
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1 INTRODUÇÂO 

 

A preservação do enxerto é um ponto crucial no manejo do 

transplante, sendo um dos fatores determinantes para uma evolução cirúrgica 

favorável. Existem inúmeros pontos preocupantes nesse processo, porém o 

ponto de maior relevância é a redução do tempo de isquemia fria e 

diminuição da lesão de reperfusão. É nesse momento que as soluções de 

preservação guardam sua importância. A busca pela solução ideal é 

constante, existindo no mercado atualmente várias soluções como Histidina-

Triptofano-Cetoglutarato (HTK), Euro-Collins, Wisconsin, Celsior, porém, 

todas ainda com alto custo (LATCHANA et al., 2015). 

Vários meios têm sido pesquisados na perspectiva de substituir 

estas soluções ou alguns de seus componentes de forma a reduzir o custo na 

preparação das mesmas. Neste cenário, uma solução interessante é a água 

de coco, pois se trata de isotônico natural com propriedades bioquímicas 

favoráveis para este objetivo (CAMPBELL-FALK et al., 2000). 

Devido a estas propriedades e a vários estudos demonstrando 

resultados positivos no potencial da água de coco como solução eficaz na 

preservação de células, somado ao fato deste líquido ter um baixo custo e 

qualidades químicas desejáveis, o objetivo deste estudo é verificar a eficácia 

da água de coco quando utilizada como solução de preservação do fígado 

(COSTA et al., 2002; SILVA et al., 2010). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.2 TRANSPLANTE HEPÁTICO 

 

O transplante de fígado (TxH) é uma opção de tratamento 

estabelecida e bem-sucedida para pacientes com insuficiência hepática 

terminal, com sobrevida em 5 anos acima de 70%. Apesar desse sucesso, as 

complicações precoces persistem (KEEFFE, 2001).  

Embora a disfunção primária (PNF) seja imediatamente evidente, 

aproximadamente outros 15% dos receptores de transplante hepático sofrem 

disfunção progressiva do enxerto, que culmina com a morte ou a necessidade 

de retransplante no primeiro ano (ALI et al., 2015). 

A sobrevida melhorou consideravelmente através do avanço da 

imunossupressão pós-transplante e do tratamento e controle das doenças 

infecciosas (WIESNER et al., 2003). 

No Brasil, com relação aos transplantes de órgãos, no primeiro 

semestre de 2018, em relação a 2017, houve diminuição nos transplantes 

renais (3,7%) e cardíacos (0,5%) e aumento nos transplantes de pulmão 

(16,1%), pâncreas (3,6%) e fígado (2,6%)  (ABTO, 2018).  

A despeito do aumento no número de TxH, a mortalidade de 

pacientes aguardando em lista permanece entre 5-10% com um longo 

período de espera (MUHLBACHER; LANGER; MITTERMAYER, 1999). 

A primeira publicação sobre a realização do transplante hepático 

data de 1955, quando Welch realizou transplantes de fígado heterotópicos 

em cães (STARLZ, 2002).   

O primeiro transplante de fígado em humanos foi realizado por 

Starzl, em 10 de março de 1963, com desfecho desfavorável, porém o tempo 

de isquemia total foi de 8 horas. Após análise histopatológica do enxerto, 

percebeu-se um grau acentuado de autolise, concluindo-se que o tempo de 

isquemia e a viabilidade do mesmo seriam elementos cruciais para o sucesso 

do procedimento (GREZZANA FILHO, 2003).             
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Na década de oitenta ocorreu um aprimoramento nas técnicas 

cirúrgicas, na anestesia, na seleção dos pacientes e nos cuidados pós-

operatórios, o que possibilitou uma maior sobrevida dos pacientes 

transplantados. Em 1978, Sir Roy Calne iniciou a utilização da ciclosporina 

no transplante experimental, identificando-a como potente agente 

imunossupressor, e em 1980, Jean Borel popularizou-a, ponto chave na 

história do transplante hepático (WILLIANS, 1990; MEINE, 2005). 

Em 1983 o National Health Institute fundamentou o transplante 

hepático como terapia estabelecida, removendo seu caráter experimental  

(MADREY; SCHIFF; SORREL, 2001).  

Dados do Registro Brasileiro de Transplantes também mostram que 

em 2015, o Ceará realizou 1.433 procedimentos, 34 a mais que o recorde 

anterior, de 1.399 transplantes em 2014 (ABTO, 2016). 

        

2.2 ASPECTOS DA PRESERVAÇÃO DO ENXERTO 

 

A preservação do órgão é um ponto crucial no manejo do 

transplante, sendo um dos fatores determinantes para uma evolução cirúrgica 

favorável. Além dos mecanismos imunológicos de rejeição do enxerto, o 

resultado do transplante hepático também é limitado pela injúria de isquemia-

reperfusão (IRI) (BEJAOUI et al., 2015).  

A IRI é um processo multifatorial resultante primordialmente da 

lesão sofrida pelo enxerto durante a fase de armazenamento em soluções de 

preservação (isquemia fria), decorrente do consumo energético, e da 

produção de agentes oxidantes durante a reperfusão do mesmo (GUAN et al., 

2014).  

A redução da IRI é o alvo de importantes pesquisas em transplante, 

pois está diretamente relacionada à disfunção primária do enxerto, o que 

permanece como um dos problemas mais críticos no processo de 

transplantação hepática (BEJAOUI et al., 2015).           
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Várias estratégias são utilizadas para reduzir tais danos, sendo 

uma das mais comuns o resfriamento rápido em soluções de preservação.  

Alguns avanços como o desenvolvimento de novas soluções de preservação 

e, mais recentemente, a criação de uma máquina de perfusão, tem 

contribuído para a redução da IRI (McANULTY, 2010; GUIBERT et al., 2011; 

GRAHAM; GUARRERA, 2014). 

           

2.3 PRINCÍPIOS DA PRESERVAÇÃO 

 

Qualquer técnica de preservação deve promover proteção funcional 

satisfatória ao órgão, durante o período de interrupção do seu fluxo 

sanguíneo; desde a sua retirada do doador, até o seu implante e a reperfusão 

no receptor (JAMIESON, 1999). 

No caso do tecido hepático, a retirada segura do fígado, permitindo 

um   armazenamento adequado e técnicas de preservação, é imprescindível 

para mantê-lo em condições ideais. É essencial que a função orgânica viável 

seja restabelecida imediatamente após a revascularização do órgão 

(CLAVIEN; HARVEY; STRASBERG, 1992; MEINE, 2005). 

Os princípios gerais de proteção de órgãos em isquemia total são: 

inibição de acidose inevitável (intra e extracelular) e prevenção de valores de 

pH críticos; manutenção do volume de todas as células, especialmente de 

células endoteliais; regulação do uso de recursos de energia anaeróbios; 

inibição reversível de processos não vitais; e manutenção de estrutura 

morfológica, os quais manterão a função dos órgãos prontamente após a sua 

reperfusão nos receptores (BRETSHNEIDER, 1980; HOLSCHER; 

GROENEWOUD, 1991; LI et al, 2015; FREITAS et al., 2017). 

A ausência de fluxo sanguíneo, na fase de isquemia fria, leva à 

hipóxia tecidual. Essa hipóxia determina anaerobiose, com consumo dos 

fosfatos intracelulares, disfunção da bomba sódio/potássio como 

consequência, levando a edema celular (MEINE, 2005; LI et al, 2015). 
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2.4 ARMAZENAMENTO FRIO ESTÁTICO               

 

O armazenamento frio estático é o método mais utilizado 

atualmente para preservação de órgãos e visa à redução do dano isquêmico 

diminuindo o metabolismo através da hipotermia. Realiza-se a infusão da 

solução de preservação escolhida e então resfria-se o órgão estaticamente 

(MCANULTY, 2010; BEJAOUI et al., 2015). 

 

2.4.1 Resfriamento 

 

Existem diversas pesquisas para desenvolvimento de técnicas de 

resfriamento que possibilitem a preservação prolongada do enxerto  (FAHY et 

al., 2004; FULLER et al., 2013).  

Entretanto, o resfriamento puro tem demonstrado resultados 

desapontadores. Estudos têm demonstrado que ocorre uma diminuição de 

cerca de doze vezes na atividade enzimática como resultado da redução na 

temperatura do fígado de 37° para 0°C. Essa visão, contudo, subestima a 

complexidade físico-química das interações metabólicas no órgão 

hipotérmico e os efeitos próprios do resfriamento sobre esses processos 

interativos. A hipotermia pode provocar falha na homeostase, que mantém o 

volume celular e a permanência da atividade enzimáticas como a bomba de 

Na-K-ATPase (MEINE, 2005). 

Em um estudo de Berendsen et al. (2014), a combinação de “super-

resfriamento” (preservação a frio a -6°C) com outros parâmetros alcançou a 

preservação efetiva de enxertos de fígado por até 4 dias. Esta técnica 

promissora compreende três etapas: primeiro, “super-resfriamento” do órgão 

a -6°C para reduzir o metabolismo celular; segundo, subnormotérmico a 

21°C, que reinicia o metabolismo e repõe os níveis de ATP, e terceiro, o uso 

de dois conservantes, 3-O-metil-D-glucose e polietileno -glicol 35 (peG).  

Todas essas condições são imprescindíveis para o alcance do 

sucesso no transplante de fígado (LEAKE, 2014). 
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2.4.2 Soluções de preservação 

 

O resfriamento é parte vital no processo de preservação dos 

tecidos, entretanto, como exposto previamente, existem efeitos deletérios 

relacionados. Devido a isso, foram criadas as soluções de preservação, que 

visam à redução do dano causado pela hipotermia. A busca pela solução 

ideal é constante, objetivando a maior proteção possível ao dano isquêmico, 

como o edema celular e distorções do citoesqueleto (MARSH et al., 1989; 

STEFANOVICH et al., 1995; EL-WAHSH, 2007).  

Na década de 70, foi desenvolvida a solução Euro-Collins como 

uma solução com alta concentração sódio-potássio e utilização de glicose. 

Essa composição para as células hepáticas leva a uma limitação importante 

devido à permeabilidade dessas células à glicose. A consequência 

bioquímica é que o influxo de glicose causa perda do efeito osmótico da 

solução, além de precipitar o uso da glicose como combustível para 

anaerobiose, piorando a acidez intracelular (BEJAOUI et al., 2015). 

Em 1987, a Solução da Universidade de Wisconsin (UW) foi 

introduzida. Até este período, era possível preservar adequadamente os 

órgãos por um período de apenas 4 horas, o que tornava o transplante um 

procedimento de caráter emergencial. O uso da solução de preservação UW 

aumentou o tempo de preservação do órgão de 6 para 16 horas 

(SOUTHARD; BELZER, 1995).  

A partir deste momento, grandes modificações ocorreram nos 

procedimentos de transplante e UW é hoje considerada a solução de 

preservação padrão com efeito na prevenção da acidose intracelular, 

mantendo o metabolismo energético e protegendo contra ação das 

substâncias reativas ao oxigênio (GARRERA; KARIM, 2008; CAMACHO, 

2010).  

Estes efeitos benéficos devem-se, principalmente, a presença de 

impermeantes (lactibionato, rafinose), hidroxietilamida, insulina, antioxidantes 

(glutationa) e precursores do ATP (adenosina) (SOUTHARD; BELZER, 1996). 
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As desvantagens incluem a presença de hidroxietilamido (HES) 

como suporte oncótico, que tem sido associado à alta viscosidade sanguínea 

e consequente saturação tecidual. Como resultado, a lavagem do sangue do 

enxerto e o fluxo sanguíneo durante a reperfusão podem estar reduzidos 

(MORARIU et al., 2003; ZAOUALI et al., 2010).  

Além disso, a alta concentração de potássio (K+) está associada à 

despolarização celular e ativação de canais dependentes de voltagem (BEN 

ABDENNEBI et al., 1998) .  

Os problemas causados por HES e K+ levaram ao desenvolvimento 

de outras soluções de preservação sem agentes oncóticos como Celsior e 

HTK (Custodiol) e outros com pEG como agente oncótico, como a solução do 

Instituto Georges Lopez (IGL-1) e Conservação de Tecidos e Órgãos Solução 

(SCOT) (BEJAOUI et al., 2015).  

Olschewski et al. (2008) apontam que a solução histidina-triptofano-

cetoglutarato (HTK) apresenta cerca de um terço da viscosidade da UW e 

que o uso combinado de ambas soluções a 4ºC apresenta resultado superior, 

na manutenção da microcirculação hepática, se comparado com uso 

individual de cada uma das soluções. 

A busca por uma solução de preservação que seja mais barata e 

tão eficaz quanto a UW, tem sido desejada e, apesar das novas soluções, a 

composição ideal ainda não foi atingida. Atualmente, a solução UW é ainda a  

solução de preservação mais usada no mundo, no transplante hepático (JIA 

et al., 2015).  

 

2.5  PRESERVAÇÃO DINÂMICA 

 

A máquina de perfusão (MP) consiste em criar um fluxo de 

recirculação controlada de solução de preservação através do órgão usando 

uma bomba. Esta perfusão permite uma melhor penetração da solução de 

conservação, uma lavagem completa do sangue e equilíbrio do interstício 

com o meio perfusado, fornecimento de oxigênio e nutrientes (se o perfusado 

é oxigenado) e remoção de metabólitos tóxicos (quando o perfusado é 
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renovado ou filtrado). Além disso, permite monitoramento em tempo real do 

desempenho funcional e bioquímico do enxerto e fornecimento de suporte 

metabólico durante a preservação (TAYLOR; BAICU, 2010). 

O termo „máquina de perfusão‟ é bem amplo, evolvendo um 

espectro de técnicas que têm o mecanismo de perfusão como seu 

denominador comum. A configuração das máquinas de perfusão depende 

essencialmente de três parâmetros: a duração de aplicação; a temperatura 

da perfusão; e a pressão de perfusão (WEEDER; VAN RIJN; PORTE, 2015). 

As máquinas de perfusão mostram-se estatisticamente superiores 

em relação ao armazenamento frio estático na manutenção da viabilidade dos 

enxertos. Ademais, durante o processo de perfusão com uso da máquina de 

perfusão, é possível avaliar a viabilidade do órgão por meio de diversos 

parâmetros (alanina transferase (ALT), amino-aspartato transferase (AST), 

lactato desidrogenase e β-galactosidase, glutationa-S-transferase, glutamato 

desidrogenase, ácido hialurônico, glutationa hepática, alanina e histidina, 

mensuração de resistência vascular hepática) (NEBRIG; NEUHAUS; 

PASCHER, 2014).  

Diferentemente do rim, o protocolo de MP para o fígado é 

determinado principalmente pela temperatura de preservação: hipotérmica 

(HMP) a 4°C, normotérmica (NMP) a 37°C e subnormotérmica (SNMP) a 20°C 

– 25°C. Além disso, vários fluxos e pressões (pulsáteis ou não), perfusão 

simples ou dupla (artéria hepática e veia porta), oxigenação ou não 

oxigenação e diferentes composições de solução de MP foram testados em 

vários modelos experimentais de enxerto hepático (BALFOUSSIA et al., 

2012). 

A máquina de perfusão hipotérmica (HMP) foi incialmente proposta 

por Belzer no início da década de 1960. A HMP reduz significativamente a 

expressão de marcadores de IRI, todavia, ainda se observam danos 

endoteliais dos enxertos submetidos a HMP (JIA et al., 2015). 

A máquina de perfusão normotérmica (NMP) é um tipo de máquina 

de perfusão que fornece oxigênio e outros substratos metabólicos sob 
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condições normotérmicas (entre 36 e 37,5ºC) (JIA et al., 2015).  

A NMP evita isquemia fria, mantém a função hepática, monitora a 

função do enxerto em tempo real pelo fluxo de produção da bile, permitindo, 

assim, uma grande viabilidade clínica  (OP DEN DRIES et al., 2013).   

A utilização das máquinas de perfusão ainda está em fase 

investigativa para o transplante de fígado em humanos.  

 

2.6 INJÚRIA POR ISQUEMIA FRIA 

 

A lesão isquêmica pode ocorrer em qualquer fase do transplante e 

está diretamente relacionada ao tempo de isquemia fria e é reconhecida 

como importante causa de morbidade e mortalidade (GIOVANARDI, 2006). 

Nesse contexto, a lesão hepática de isquemia e reperfusão pode 

ser decorrente de uma das três formas de isquemia. A isquemia fria (ou 

hipotérmica), a isquemia quente (ou normotérmica) e a isquemia de 

reaquecimento (rewarming) (SHIRAISHI et al.,1997).  

A isquemia fria compreende o tempo decorrido entre o 

clampeamento dos vasos do doador com infusão de solução de preservação 

gelada, e consequente perda do suprimento sanguíneo para o enxerto, até o 

momento em que o órgão é inserido na cavidade abdominal do receptor. 

Durante esse período, o órgão encontra-se perfundido com uma solução de 

preservação e mantido em condições hipotérmicas para minimizar o dano 

isquêmico. 

A acidez resultante da isquemia é inadequada para a cinética 

normal das enzimas, privando a célula dos seus mecanismos para 

manutenção da homeostase (NATORI et al., 1999).  

O sofrimento da membrana plasmática provoca alterações 

eletrolíticas consequentes à disfunção da bomba de Na-K, que, 

acompanhadas da perda dos mecanismos de produção de adenosina tri-

fosfatada (ATP) levam à perda da capacidade de síntese celular. O cálcio 

provoca disfunção da membrana mitocondrial e lesão irreversível. Ocorre 
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autólise secundária à isquemia, com edema e extravasamento do conteúdo 

dos lisossomos, enzimas e proteínas, vacuolização do retículo 

endoplasmático e descaracterização da compartimentalização celular. A 

integridade das membranas é afetada e a célula morre (KHOLI et al, 1999; 

ISHIGAMI et al, 2001).  

Uma vez que a isquemia não resulte em lesão irreversível, induz 

um estado pró-inflamatório, que aumenta a vulnerabilidade tecidual e 

favorece lesão adicional durante a reperfusão (LI; BILLIAR, 1999). 

Podemos perceber as alterações morfológicas decorrentes da 

isquemia nas seguintes figuras: 

Figura 1 - Tecido hepático normal. HE, 100x. 

 

Fonte: Acervo da autora. 
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Figura 2 - Aspectos morfológicos do tecido hepático com alterações degenerativas. 

Corpos acidófilos com núcleos picnóticos e citoplasma vacuolar. HE, 100x.  

 

Fonte: Acervo da autora. 

Figura 3 - Tecido hepático subcapsular com focos de necrose confluente. Corpos 

acidófilos com núcleos picnóticos. HE, 40x. 

 

Fonte: Acervo da autora. 
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Figura 4 - Aspectos morfológicos do tecido hepático com alterações degenerativas. Corpos 

acidófilos com núcleos picnóticos e citoplasma vacuolar. HE, 100x.  

 

Fonte: Acervo da autora. 

2.7 SOLUÇÃO DE BELZER OU UW - SOLUÇÃO PADRÃO            

 

Em 1988, Belzer desenvolveu a solução de preservação mais usada 

mundialmente, elevando o tempo de armazenamento do órgão. O transplante 

do fígado passou de um procedimento de emergência para um semi-eletivo. A 

solução permite um tempo de preservação do rim e pâncreas de até 72 

horas, e para o fígado em torno de 24 horas (BELZER; SOUTHARD, 1988).  

Conforme o laboratório Bristol-Myers, a composição do Viaspan® 

(Belzer ou UW) é uma solução tipo intracelular com pouco sódio, rica em 

potássio e moderada em magnésio (Bristol-Myers Squibb Company)  

É estável se conservada entre 2°C e 8°C por 12 meses. A 

concentração de potássio é alta e a de sódio, cálcio e magnésio baixas. A 

rafinose e lactobionato substituem glicose e cloro para prevenir o edema 

celular durante o armazenamento. O fosfato é a base principal. Alopurinol, 

um inibidor da xantina-oxidase, e a glutationa promovem a proteção 

antioxidante (BARROS, 2008)  
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Gnaiger et al. (2000) em seu estudo comprovou as reações de auto-

oxidação que ocorrem na solução UW. A adenosina é incluída para facilitar a 

regeneração de adenosina trifosfato (ATP) e insulina é adicionada para 

estimular a glicólise.  

A presença de dexametasona nesta solução é importante para 

estabilizar a membrana lisossomal e a penicilina combate o crescimento 

bacteriano (LEMASTERS; BUNZENDAHL; THURMAN, 2001).  

Quadro 1 – Composição da solução ViaSpan®. 

Componentes Quantidade/1.000ML 
Concentração 

(mmol/l) 

Adenina (base livre) 0,68g 5 

Cloreto de cálcio (di-hidratado) 0,068g 0,5 

Dextrose (+) 1,80g 10 

Glutationa (reduzida) 0,92g 3 

HEPES (ácido livre) 2,38g 10 

Amido hidroxietilico 50,0g N/A 

Gluconato de magnésio (anidro)  1,13g 5 

Manitol 5,4g 30 

Fosfato de potássio (monobásico)  3,4g 25 

Ribose, D(-) 0,75g 5 

Gluconato de sódio 17,45g 80 

Hidróxito de sódio 0,70g N/A 

Água esterilizada para injeção Para um volume de 1000ml N/A 

Fonte: Meine (2005). 

A Solução de preservação estática 1 (SPS-1), é uma solução de 

preservação estática para o armazenamento hipotérmico de órgãos 

transplantados e é recomendada para uso em rins, pâncreas e fígado. A 

solução é idêntica em composição à solução da Universidade de Wisconsin 

(ViaSpan®), que é considerada pelos cirurgiões em todo o mundo como a 

solução de preservação padrão ouro. A equivalência entre as soluções SPS-1 

e UW é reconhecida pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados 

Unidos da América. Em 2008, a agência reguladora FDA declarou a SPS-1 

como “substancialmente equivalente” a ViaSpan®, o que significa 

equivalência em segurança e eficácia (Organ Recovery Systems). 
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Benefícios adicionais do SPS-1 são baseados em melhorias na 

embalagem. A Organ Recovery Systems desenvolveu sacos de 1 e 2 litros 

para a solução que permitem o uso sem um filtro de transfusão de sangue 

Pall e armazenamento em temperatura ambiente não refrigerado por até 2 

anos a partir da data de fabricação. Desde 2008, a Organ Recovery Systems 

forneceu mais de 125.000 Litros de SPS-1 para os principais centros de 

transplantes em todo o mundo. Foi esta a solução escolhida a ser testada 

nesse trabalho. 

Quadro 2 – Comparação entre os constituintes das soluções UW e ViaSpan®. 

Solução de Armazenamento Frio Belzer UW®  VIASPAN® 

INGREDIENTE G/L MMOL/L  INGREDIENTE G/L MMOL/L 

Hidroxietilamido (pentafração) 50,0 N / D  Hidroxietilamido (pentafração) 50,0 N / D 

Ácido lactobiônico (como lactona) 35,83 105  Ácido lactobiônico (como lactona) 35,83 105 

Dihidrogenofosfato de potássio 3,4 25  Dihidrogenofosfato de potássio 3,4 25 

Heptaidrato de sulfato de magnésio 1,23 5  Heptaidrato de sulfato de magnésio 1,23 5 

Penta-hidrato de rafinose 17,83 30  Penta-hidrato de rafinose 17,83 30 

Adenosina 1,34 5  Adenosina 1,34 5 

Alopurinol 0,136 1  Alopurinol 0,136 1 

Glutationa Total 0,922 3  Glutationa Total 0,922 3 

Hidróxido de Potássio* 5,61 100  Hidróxido de Potássio* 14,5 100 

Hidróxido de sódio/ácido clorídrico (ajuste para pH 7,4)  Hidróxido de sódio/ácido clorídrico (ajuste para pH 7,4)  

Água para injeção qs  Água para injeção qs 

Fonte: Organ Recovery System. 

Tabela 1 – Constituição da solução SPS-1.  

Componentes Quantidade/1000mL 

Hidroxietilamido  50.0 g 

Ácido Lactobiônico (como Lactona) 35.83 g 

Fosfato de Potássio monobásico 3.4 g 

Sulfato de Magnésio hepta-hidratado 1.23 g 

Rafinose Penta-hidratada 17.83 g 

Adenosina 1.34 g 

Alopurinol 0.136 g 

Glutationa (forma reduzida) 0.922 g 

Hidróxido de Potássio  5.61 g 

Hidróxido de Sódio / Ácido Clorídrico  Ajuste para pH 7.4 

Água estéril para Injeção  Para 1000mL Volume 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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2.8 ÁGUA DE COCO 

 

A água de coco é proveniente do fruto do coqueiro (Cocos nucifera 

L.), considerado uma cultura perene, produzindo continuamente por 60 até 70 

anos. A água de coco armazena reservas nutritivas que serão utilizadas 

naturalmente como mecanismo de sobrevivência da espécie, na nutrição do 

embrião, quando da germinação das sementes ou da plântula, durante 

períodos de eventuais estresses ambientais (ARAGÃO, 2005). 

Corresponde a aproximadamente 25% do peso do fruto e a 

quantidade de água varia de 300 a 600 mL/coco. Glicose e frutose são os 

açúcares predominantes nos frutos jovens, enquanto a sacarose é o açúcar 

mais abundante nos frutos maduros (CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000).  

Os maiores constituintes químicos da água de coco são os 

açúcares e minerais que conferem o sabor agradável à água e a tornam uma 

bebida isotônica natural. Em média, a água de coco apresenta a seguinte 

composição: sacarose (280 mg/100 mL água de coco); frutose (2.400 mg/100 

mL); glicose (2.378 mg/100 mL); cálcio (17,10 mg/100 g); fósforo (7,40 

mg/100 g); sódio (7,05 mg/100 g); magnésio (4,77 mg/100 g) e potássio 

(156,86 mg/100 g) (ALEIXO et al., 2000; ROSA; ABREU, 2000).  

Conhecida como “a árvore da vida” o coqueiro é uma das plantas 

mais úteis do mundo. Devido às suas propriedades nutricionais e aspectos 

bioquímicos, a água de coco vem sendo testada em vários segmentos na 

área de biotecnologia (CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000). 

Existem numerosas referências para usos medicinais de coco no Sri 

Lanka, um país onde o coco é consumido em uma base diária (EDIRIWEERA, 

2003).  

Em caso de emergência em regiões remotas do mundo e durante a 

Segunda Guerra Mundial, há relatos do uso de água de coco como fluido de 

ressucitação volêmica e reidratação a curto prazo (CAMPBELL-FALCK, 2000; 

PUMMER et al., 2001). 
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Com os avanços científicos, muitos trabalhos têm estudado os 

benefícios da água de coco, principalmente nas áreas de pesquisa 

relacionadas à saúde.  

Segundo Prades et al. (2012), a água de coco pode agir como meio 

de crescimento de microorganismos, especialmente “nata de coco” bacterium; 

além de agir também como meio indutor para divisão celular de células 

maduras.  

Outras propriedades promissoras da água de coco é a sua 

capacidade bactericida, a qual tem sua base bioquímica decorrente da 

presença de três peptídeos chamados Cn-AMPs. Essa descoberta poderá 

fomentar pesquisas com o uso da água de coco na formulação de novos 

antibióticos. 

Existem outros estudos com água de coco, sugerindo propriedades 

antineoplásicas e neuroprotetoras, entretanto, ainda não comprovou quais as 

substâncias responsáveis por essas propriedades e nenhum autor explicou 

as características inerentes à planta utilizada e quais as condições do 

processamento (PRADES et al., 2012) 

No meio científico, a água de coco foi reconhecida como produto 

alternativo para conservação de tecidos. No início da década de 80, já se 

pesquisava seu uso como conservante natural durante os experimentos com 

sêmen e embriões de ovinos e caprinos (NUNES, 1986).  

A demonstração da eficácia da água de coco como meio de 

preservação tem sido corroborada em vários estudos. A água de coco foi 

avaliada como meio conservante de córneas de coelhos, e observou-se que 

não houve alteração estrutural expressiva em relação às córneas 

conservadas no Optisol®, produto padrão vendido comercialmente 

(NOGUEIRA; VASCONCELOS, 2000).  

Foi utilizada  também com sucesso na preservação de oócitos de 

murinos e na cultura de embriões,  na cultura e preservação de folículos pré-

antrais de caprinos in vitro (BLUME et al., 1997; SILVA et al., 2000; 2004; 

ANDRADE et al., 2002).  
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O avanço na quantidade e diversidade de pesquisas utilizando a 

água de coco demonstrou a necessidade de padronizar este produto, 

fundamentando assim de forma mais clara as suas propriedades benéficas e 

reduzindo os vieses relacionados à conservação. Esse procedimento foi 

alcançado com sucesso em 2002, com o processamento do líquido e 

transformação em pó (SALGUEIRO; NUNES, 2012).  

O processamento manteve as propriedades físicas, químicas e 

biológicas do produto, bem como seu uso em vários estudos continuou 

demonstrando a sua eficácia.  Muitos trabalhos solidificam o uso da água de 

coco em pó na reprodução animal (NUNES; SALGUEIRO, 1999; SILVA et al., 

2009; SALGUEIRO; NUNES, 2012). 

Quadro 3 – Composição bioquímica da água de coco em pó ACP poro 100g. 

Calorias (Kcal) 378  VITAMINAS 

Calorias (kJ) 1.585  Vitamina B1 (mg), tiamina 0,17 

Calorias de Carboidratos (kcal) 372  Vitamina B3 (mg), nianina (ácido 

nicotinico e vitamina PP 

 

0,12 

Carboidrato, por diferença (g) 93,00  Vitamina B5 (mg) ácido pantotênico 6,51 

Frutose (g) 50,02  Vitamina B12 (mcg) cobalamina 0,22 

Galactose (g) 0,00  Ácido Fólico (mcg) 312,00 

Glicose (g) 34,97  Vitamina C (mg), ácido ascórbico 26,80 

Proteína (g) 0,90  Vitamina D (mcg), calciferol 1,50 

Gorduras totais (g) 0,300  Biotina 8,03 

Gorduras saturadas (g) 0,000  AMINOÁCIDOS 

Gorduras monisaturadas (g) 0,000  Ácido Aspártico (mg) 0,70 

Gorduras poli saturadas (g) 0,000  Ácido Glutamínico (mg) 172,00 

Gorduras Trans 0  Alanina (mg) 38,60 

Colesterol (mg) 0,00  Arginina (mg) 126,00 

Fibra, total alimentar (g) 4,30  Cistina (mg) 14,80 

Fibra (g) -  Fenilalanina (mg) 38,00 

Fibra Alimentar Insolúvel (g) 4,10  Glicina (mg) 36,40 

Fibra Alimentar Solúvel (g) 0,20  Glutamina (mg) 172,00 

Umidade (g) 3,00  Histidina (mg) 17,80 

Cinzas (g) 1,30  Isoleucina (mg) 29,30 

Sólidos Totais (g) 97,01  Leucina (mg) 54,20 

MINERAIS  Lisina (mg) 33,10 

Sódio, Na (mg) 105,000  Metionina (mg) 14,00 

Cálcio, Ca (mg)  39,000  Prolina (mg) 32,00 
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Ferro, Fe (mg) 0,300  Serina 39,00 

Fósforo, P (mg) 45,200  Tirosina (mg) 24,00 

Magnésio, Mg (mg) 25,000  Treonina (mg) 28,20 

Manganês, Mn (mg) 1,100  Triptofano (mg) 8,40 

Potássio, K (mg) 250,000  Valina (mg) 48,00 

   Osmoralidade (mOsm/Kg H2O; 

10g em 100ml 

 

210 

   Grau de saturação em água g/ml 0,8 

Fonte: ACP Biotecnologia (2017). 

Nesse contexto, a água de coco se constitui em um dos mais 

promissores produtos biotecnológicos atualmente estudados na conservação 

de órgãos e tecidos. Deste modo, a necessidade de encontrar uma solução 

de preservação equivalente em qualidade às soluções padrões vigentes mais 

utilizados clinicamente, economicamente viável, de amplo acesso e fácil 

reprodutibilidade, torna a ACP uma alternativa em potencial.  
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 GERAL 

 

Analisar a preservação morfológica de fígado de coelho após 

perfusão com solução hipotérmica à base de água de coco em pó. 

 

3.1 ESPECÍFICOS 

 

(a) Avaliar a qualidade da preservação hepática estática em 

solução à base de água de coco em pó, através da análise de lesões de 

isquemia em até 18 horas de isquemia. 

(b) Comparar a qualidade de preservação entre a solução ACP e a 

solução UW de preservação hepática para transplantes, através da análise 

morfológica até 18h de isquemia. 

(c) Gerar patente para a solução de ACP como solução de 

preservação hepática viável. 

.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este estudo foi conduzido de acordo com as recomendações das 

Normas Internacionais para Proteção Animal e do Código Brasileiro de 

Experimentação Animal (1988), “Princípios Éticos na Experimentação 

Animal”, segundo a Lei Federal nº 11.794, de 08 de outubro de 2008, tendo 

sido aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto 

para Desenvolvimento da Educação (IPADE) do Centro Universitário Christus 

(UNICHRISTUS) sob o Protocolo 027/15, conforme documento anexo 

(ANEXO A). 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Biotecnologia 

do Sémen no Núcleo Integrado de Bioteconologia (NIBE) da Universidade 

Estadual do Ceará (UECE).  

 

4.1 OS MODELOS ANIMAIS 

 

Foram utilizados 10 (dez) Coelhos Nova Zelândia Brancos, do sexo 

masculino, provenientes do Departamento de Zootecnia do Centro de 

Ciências Agrárias (CCA) da Universidade Federal do Ceará (UFC), com uma 

média de 120 dias de vida e pesando em média 1.200 g, mantidos em 

gaiolas, com ingestão livre de água e ração padronizada para coelhos. Nas 

12 horas que antecedem o experimento, os animais foram mantidos em jejum 

alimentar, com ingestão de água ad libitum. 

 

4.2 AS SOLUÇÕES  

 

A solução padrão utilizada no estudo foi a Static Preservation 

Solution (SPS-1) (Organ Recovery Systems - EUA) que tem a mesma 

composição da solução da Universidade Wisconsin (UW). Foi utilizada a 

apresentação em bolsa plástica de 1 (um) litro, resfriada a 4º C.  

A água de coco em pó (ACP) utilizada foi a ACP-405 (pH 7,4; 318 

mOsm/L), cuja composição está representada no Quadro 4. O meio ACP-405 

foi ressuspendido em água Milli-Q e procedida a esterilização física através 
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de filtro millipore (Microlab Scientific, China) de 0,22 micrômetros. A solução 

decorrente deste processo ficou armazenada em frascos plásticos estéreis, 

resfriados a 4º C. A composição da solução é ilustrada  no Quadro 2. 

Quadro 4 – Composição ACP-405. 

ACP-405 (meio perfusão/conservação 

órgãos) 
ACP / 100g ACP-405 (3,56g)/50 ml 

Caloriais (kcal) 378 265 

Caloriais (kJ) 1585 1110 

Calorias de Carboidratos (kcal)  372 260 

Calorias de Lipídios (kcal) 3 2 

Calorias de Proteínas (kcal)  4 3 

Carboidrato, por diferença (g) 93,00 65,10 

Açucares totais em Glicose (g) 88,70 62,09 

Amido (g) 0,00 0,00 

Frutose (g) 50,02 35,01 

Galactose (g) 0,00 0,00 

Glicose (g) 34,97 24,48 

Lactose (g) 0,00 0,00 

Maltose (g) 0,00 0,00 

Sacarose (g) 3,00 2,10 

Tanino (mg) 0,00 0,00 

Proteína (g) 0,90 0,63 

Gorduras totais (g) 0,300 0,210 

Gorduras saturadas (g) 0,000 0,000 

Gorduras monoinsaturadas (g) 0,000 0,000 

Gorduras trans (g) 0 0,00 

Colesterol (mg) 0,00 0,00 

Fibra, total alimentar (g) 4,30 3,01 

Fibra (g) -   

Fibra Alimentar Insolúvel (g) 4,10 2,87 

Fibra Alimentar Solúvel (g) 0,20 0,14 

Acidez total (mL de NaOH 1 N) 0,2 (Ác. Acético) 0,2 (Ác. Acético) 

Umidade (g) 3,00 3,00 

Sólidos Totais (g) 97,01 67,91 

MINERAIS  

Sódio, Na (mg) 105,000 73,500 

Cálcio, Ca (mg) 39,000 27,300 

Ferro, Fe (mg) 0,300 0,210 

Cobre, Cu (mg) 0,000 0,000 

Fósforo, P (mg) 45,200 31,640 
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Magnésio, Mg (mg) 25,000 17,500 

Manganês, Mn (mg) 1,100 0,770 

Potássio, K (mg) 250,000 175,000 

Selênio, Se (mg) 0,000 0,000 

Zinco, Zn (mg) 0,000 0,000 

Cloreto (mg) - - 

Cromo (mcg) 0,000 0,000 

Iodo (mcg) 0,000 0,000 

Molibdênio (mg) - - 

VITAMINAS 

Vitamina A (mcg) RAE, retinol  0,00 0,00 

Vitamina B1 (mg), tiamina 0,17 0,12 

Vitamina B2 (mg), riboflavina 0,00 0,00 

Vitamina B3 (mg), niacina (ácido nicotínico 

e vitamina PP 

0,12 0,08 

Vitamina B5 (mg), ácido pantotênico 6,51 4,56 

Vitamina B6 (mg), piridoxina 0,00 0,00 

Vitamina B12 (mcg), cobalamina 0,22 0,15 

Ácido Fólico (mcg) 312,00 218,40 

Vitamina C (mg), ácido ascórbico 26,80 18,76 

Vitamina D (mcg), calciferol 1,50 1,05 

Vitamina E (mg), d-alfa-tocoferol 0,00 0,00 

Vitamina K (mcg), K1-filoquinona, Vitamina 

H, Biotina 

8,03 5,62 

Carotenos, alfa (mcg) -   

Carotenos, beta (mcg) -   

Colina, total (mg) -   

Folatos, total (mcg) -   

AMINOÁCIDOS  

Ácido Aspártico (mg) 0,700000 0,49000 

Ácido Glutâmico (mg) 172,000000 120,40000 

Alanina (mg) 38,600000 27,02000 

Arginina (mg) 126,000000 88,20000 

Cistina (mg) 14,800000 10,36000 

Fenilalanina (mg) 38,000000 26,60000 

Glicina (mg) 36,400000 25,48000 

Glutamina (mg) 172,000000 120,40000 

Histidina (mg) 17,800000 12,46000 

Isoleucina (mg) 29,300000 20,51000 

Leucina (mg) 54,200000 37,94000 

Lisina (mg) 33,100000 23,17000 

Metionina (mg) 14,000000 9,80000 
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Prolina (mg) 32,000000 22,40000 

Serina (mg) 39,000000 27,30000 

Tirosina (mg) 24,000000 16,80000 

Treonina (mg) 28,200000 19,74000 

Triptofano (mg) 8,400000 5,88000 

Valina (mg) 48,000000 33,60000 

REGULADORES DE pH     

Glicina (g)   0,31 

Citrato de sódio (g)   0,56 

Fosfato de sódio dibásico (g)  0,06 

      

pH   7,4 

Osmolaridade (mOsm/Kg H2O)   318 

Fonte: ACP Biotecnologia (2017). 

Ambas as soluções permaneceram resfriadas até o momento da 

utilização, quando eram então conectadas a um equipo de macro-gotas 

(Descarpack, São Paulo) para a respectiva perfusão. 

Figura 5 – Distribuição dos animais conforme solução de preservação avaliada. 

 

Fonte: Elaborada pela pesquisadora. 
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4.3 O PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 

 

Os animais foram anestesiados com uretana (MP Biomedicals, 

EUA) na dose 1.200 mg/kg por via intraperitoneal e, após trinta minutos, com 

pentobarbital sódico (Cristália, Itapira, São Paulo) na dose 40 mg/kg, por via 

intramuscular. Após o animal encontrar-se anestesiado, procedeu-se a 

tricotomia da parede abdominal, seguida de antissepsia com solução de 

Digliconato de Clorexidina 1% - 10 mg/mL (Rioquímica, São José do Rio 

Preto, São Paulo).  

Realizou-se incisão mediana do apêndice xifóide até a região 

hipogástrica, dissecção por planos até a cavidade peritoneal. Realizou-se a 

inspeção dos órgãos abdominais. Após, procedeu-se ao rebatimento das 

alças intestinais, de modo a permitir a exposição da veia cava inferior, da 

aorta abdominal e de suas ramificações e da veia porta. A aorta abdominal e 

a veia cava inferior foram dissecadas até próximo à bexiga, realizando-se a 

ligadura dos vasos colaterais e o reparo de cada vaso com fios de algodão 

2.0. A veia mesentérica superior foi dissecada e reparada, bem como a aorta 

infradiafragmática. A perfusão através da veia mesentérica superior foi 

realizada para preservação do fígado.  

Seguem fotografias para ilustrar a dissecção dos vasos: 
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Figura 6 - Aorta abdominal (seta amarela) e veia cava inferior (seta branca).  

 

Fonte: Acervo da pesquisadora. 
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Figura 7 - Estruturas vasculares isoladas e reparadas. Nota-se a Aorta abdominal 

(seta branca), a Veia Cava Inferior (seta preta) e a Veia Mesentérica Superior (seta 

amarela). 

 

Fonte: Acervo da pesquisadora. 
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Figura 8 - Aorta infradiafragmática (seta amarela). 

 

 

Fonte: Acervo da pesquisadora. 
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Figura 9 - Estruturas vasculares canuladas: Aorta abdominal (seta amarela) e Veia Mesentérica 

Superior (seta branca), procedimento padrão para perfusão de múltiplos órgãos. 

 

Fonte: Acervo da pesquisadora. 

Concluída a dissecção e isolamento das estruturas vasculares, 

foram administradas 100 UI de heparina sódica 5000 UI/mL (Cristália, Itapira, 

São Paulo) através da veia cava inferior. Procedeu-se, então, à ligadura da 

aorta, distal ao ponto de canulação, com colocação da cânula para perfusão 

(sonda Nelaton 6 Fr) na aorta abdominal e na veia mesentérica superior até a 

veia porta. As cânulas foram previamente preenchidas com o respectivo 
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líquido de perfusão armazenados em frasco (ACP) ou em bolsa (SPS-1), 

conectadas a equipos de macro-gotas (Descarpack, São Paulo). 

Após a adequada canulação dos vasos, foi realizado o 

clampeamento da aorta infradiafragmática e da veia cava inferior, liberação 

da entrada da solução de preservação infundidas pela ação da gravidade na 

altura de 100 (cem) cm da mesa cirúrgica e o concomitante resfriamento da 

cavidade com gelo picado. Esta manobra permite o início da perfusão com 

isquemia zero, já que não há interrupção do fluxo dentro dos órgãos.  

A veia cava supra-hepática e justa ilíaca foram seccionadas para o 

extravasamento da solução perfundida. O momento do clampeamento 

vascular e início da perfusão foi considerado o tempo 0 (zero) h. Após um 

tempo médio de 10 (dez) minutos de perfusão, 100 (cem) mililitros de solução 

perfundiram os órgãos por cada cânula.  

Em 5 (cinco) animais foi realizado o procedimento descrito 

utilizando a SPS-1 (Grupo B), em outro grupo de 5 (cinco) animais foi 

utilizada a solução à base de ACP a temperatura padrão de 4ºC (Grupo 

ACP). 

Após a perfusão dos órgãos e o resfriamento da cavidade animal, 

foi feita a hepatectomia. Os fígados foram levados à bancada e submetidos à 

secção longitudinal com lâmina de bisturi nº 22, sendo acondicionados em 

frascos plásticos identificados como descrito a seguir: um fragmento hepático 

nomeado tempo 0 horas (zero) foi colocado em frasco com formaldeído 

tamponado a 10% (Quimesp, Guarulhos, São Paulo). Outros 3 ( três) 

fragmentos foram acondicionados em 3 (três) frascos contendo a solução de 

preservação testada, resfriada a 4ºC e subsequentemente colocados no 

formaldeído nos tempos 6 (seis) horas, 12 (doze) horas e 18 (dezoito) horas. 

Os grupos foram divididos e as amostras catalogadas conforme ilustrado nas 

tabelas 2 e 3: 
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Tabela 2 – Catalogação das amostras conforme numeração do animal e tempo de 

análise de isquemia fria na solução SPS-1. 

 Tempo de isquemia fria para análise (horas)  

ANIMAL 0 6 12 18 

1 1BF0 1BF6 1BF12 1BF18 

2 2BF0 2BF6 2BF12 2BF18 

3 3BF0 3BF6 3BF12 3BF18 

4 4BF0 4BF6 4BF12 4BF18 

5 5BF0 5BF6 5BF12 5BF18 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Tabela 3 – Catalogação das amostras conforme numeração do animal e tempo de 

análise de isquemia fria na solução ACP. 

 Tempo de isquemia fria para análise (horas)  

ANIMAL 0 6 12 18 

1 1ACPF0 1ACPF6 1ACPF12 1ACPF18 

2 2ACPF0 2ACPF6 2ACPF12 2ACPF18 

3 3ACPF0 3ACPF6 3ACPF12 3ACPF18 

4 4ACPF0 4ACPF6 4ACPF12 4ACPF18 

5 5ACPF0 5ACPF6 5ACPF12 5ACPF18 

Fonte: Elaborada pela autora. 

4.4 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

Foram realizadas secções de 4 µm das amostras preservadas em 

blocos de parafina para confecção de lâminas histológicas. As lâminas 

coradas em HE foram avaliadas qualitativamente pela descrição do 

patologista com experiência em transplantes de forma cega. Toda a secção 

do tecido foi analisada sob microscopia óptica (Nikon E 200; Tokyo, Japan)  

Como forma de quantificação de lesão histológica foi utilizado o 

método para quantificação do escore previamente realizado por Suzuki et al. 

(1993).  

A descrição qualitativa procurou avaliar a viabilidade dos 

hepatócitos observando-se os seguintes itens para detectar sinais indicativos 

de lesão tecidual ou celular: 1- Preservação dos lóbulos hepáticos 
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(ordenação e integridade dos cordões celulares em relação à veia centro 

lobular). 2- Avaliação da integridade da veia centrolobular (VCL). 3- 

Avaliação da integridade do espaço porta (EP). 4- Avaliação da congestão ou 

dilatação dos capilares sinusóides hepáticos. 5- Sinais de extravasamento de 

hemácias nos sinusóides hepáticos. 6- Integridade dos núcleos dos 

hepatócitos (tamanho, coloração e fragmentação) 7- Integridade da 

membrana celular e estrutura dos hepatócitos. 8- Avaliação da infiltração 

gordurosa no citoplasma das células (inclusões de gorduras).  

A intensidade de lesão morfológica foi quantificada como se segue: 

Congestão 

0- Ausente 

1- Mínima (< 5%) 

2- Leve (5 a 30%) 

3- Moderada (30 a 60%) 

4- Grave (> 60%) 

Vacuolização citoplasmática 

0- Ausente 

1- Mínima (<5%) 

2- Leve (5 a 30%) 

3- Moderada (30 a 60%) 

4- Severa (>60%) 

Necrose 

0- Ausente 

1- Células isoladas 

2- < 30% 

3- 30 a 60% 

4- > 60% 
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A soma desses dois escores, representando a intensidade e a 

extensão das lesões, formaram um escore global que pode variar de 0 a 12. 

O escore global foi então escalonado da seguinte forma:  

Escore global: 

0- Ausente 

1-4: Leve 

5-8: Moderada 

9-12:  grave 

A graduação dos sinais indicativos de lesões (ausentes, leves, 

moderados e acentuados) foi estabelecida de acordo com critérios pré-

estabelecidos no projeto-piloto, devido à ausência na literatura de 

graduações padronizadas só para lesão de isquemia (SUZUKI et al, 1993).  

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

                      

Para análise estatística do comportamento da variável soma entre 

os dois tipos de solução utilizada no estudo, solução à base de água de coco 

(ACP) e solução SPS-1, foi verificada a priori, a normalidade dos dados, por 

meio do teste de Shapiro-Wilk, e após a negativa desta, foi realizado o teste 

de Mann-Whitney em cada um dos tempos. Na comparação entre os tempos 

foi utilizado o teste Friedman. As análises foram realizadas utilizando o 

Software R 3.3.1. Adotou-se um nível de significância de 5%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 

  

5 RESULTADOS  

 

Os primeiros cinco animais foram perfundidos com a solução 

padrão SPS-1. A segunda fase do experimento foi realizada com a perfusão 

da solução à base de ACP reconstituída poucas horas antes do início das 

cirurgias e estavam em descongelamento, previamente conservadas a 4°C, 

no momento em que foram utilizadas. Após análise histológica, ilustrada nas 

Tabelas 2 e 3, nota-se certa uniformidade do escore final de preservação. 

 

5.1 ANÁLISE NO TEMPO “ZERO”            

 

 No tempo 0 h, ou seja, pouco tempo após o clampeameto da 

circulação intracorpórea, teoricamente, teríamos o menor grau de lesão 

celular. As amostras em geral seguiram essa tendência. Na análise das 

amostras preservadas em solução SPS-1, as amostras 1 e 2 demonstraram 

ausência de lesão (escore final 0 e 0, respectivamente), enquanto as 

amostras 3 e 5 apresentaram apenas alteração leve (1 e 1, respectivamente). 

Porém, na avaliação histopatológica do animal 4 (amostra 4) podemos 

perceber um resultado pior já no tempo 0h, escore 4, mas ainda 

caracterizando uma lesão leve.   

Para o mesmo tempo, a avaliação das amostras preservadas em 

solução ACP reconstituída demonstrou os seguintes resultados. A amostra 1 

não apresentou qualquer sinal de lesão isquêmica. Nesse mesmo tempo, as 

amostras 2, 3, 4 e 5 apresentaram algumas alterações leves. Na amostra 2, 

foi evidenciado presença de vacuolização totalizando um escore 3, graduado 

como alteração leve. Nas amostras 3, 4 e 5, foram encontradas somente 

lesões compatíveis com necrose perfazendo o escore 1, grau leve.  Ver 

comparação no gráfico 1. 
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Gráfico 1 - Comparação no tempo “zero” entre os escores histopatológicos finais nas 

soluções ACP e SPS-1. 

ANIMAL 1 ANIMAL 2 ANIMAL 3 ANIMAL 4 ANIMAL 5

SPS-1 (BF0) 0 0 1 4 1

ACP (ACPF0) 0 3 1 1 1
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Fonte: Elaborado pela pesquisadora.  

 

5.2 ANÁLISE NO TEMPO 6 HORAS (h) 

 

Em solução SPS-1, as amostras 1, 3 e 4 permaneceram com o 

mesmo escore final do tempo 0h (respectivamente 0, 1 e 4); enquanto a 

amostra 2 mudou seu escore final para 1 e a amostra 5 para 2, graduados 

como leves.  Em solução ACP reconstituída, na amostra 1 houve mudança do 

escore final para 1, com o aparecimento de vacuolização. A amostra 2 

permaneceu com a mesma pontuação. Já as amostras 3, 4 e 5 tiveram seu 

escores modificados, perfazendo somatório de 3 ( vacuolização -1/necrose -

2), grau leve. Ver comparação no gráfico 2. 

 

 

 

 

 

 

p = 0,735 
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Gráfico 2 - Comparação no tempo 6h entre os escores histopatológicos finais nas 

soluções ACP e SPS-1. 

 

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.  

5.3 ANÁLISE NO TEMPO 12H 

 

Na solução SPS-1, as amostras 2 e 4 apresentaram novamente 

alterações em seus escores finais: amostra 2 com somatório 2 

(permanecendo como grau de lesão leve) e a amostra 4 com somatório 5. Na 

amostra 4, a mudança do escore final também representou uma 

reclassificação da gradação da lesão, de leve para moderada.  As amostras 

1, 3 e 5 continuaram com a mesma pontuação, continuando com grau de 

injúria caracterizado como leve.  

Na solução ACP, as amostras 1 e 5 permaneceram com mesma 

pontuação do tempo 6h (escore 1 e 3, respectivamente), sendo classificada a 

injúria como leve. As amostras 2 e 4 apresentaram redução dos seus 

respectivos escores para 2. Na amostra 2 houve redução da pontuação na 

avaliação de vacuolização, enquanto  na amostra 4 houve redução na 

avaliação de necrose. A amostra 3 apresentou aumento do somatório final 

para 4, com aumento da presença de vacuolização, mas ainda configurando 

lesão leve. 

p = 0,23 
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Gráfico 3 - Comparação no tempo 12h entre os escores histopatológicos finais nas 

soluções ACP e SPS-1. 

 

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.  

5.4 ANÁLISE DO TEMPO 18H 

 

Na última fase da avaliação, tempo 18h, em solução SPS-1, apenas 

as amostras 1 e 4 apresentaram mudanças na pontuação final. A amostra 1 

foi de 0 para 2, no somatório, porém isso significou apenas grau leve de 

lesão, enquanto a amostra 4 aumentou ainda mais seu escore final para 6, 

entretanto permaneceu como lesão de grau moderado. As outras amostras 

(2, 3 e 5) permaneceram com os escores finais semelhantes, sendo 

classificadas como lesão de grau leve (2,1 e 2 respectivamente), em 

conclusão.  

Na avaliação das amostras preservadas em solução ACP 

reconstituída, as amostras 1 e 2 apresentaram mudanças do escore global 

para 3 e 5, respectivamente, configurando graus de lesão leve e moderado 

(houve aumento do grau de vacuolização nas duas amostras e o 

aparecimento de necrose). As amostras 4 e 5 também evoluíram com 

aumento dos seus escores globais para 4 e 5, configurando gradação final de 

injúria como leve e moderada, respectivamente. Na amostra 4, houve 

aumento do grau de necrose; enquanto na amostra 5 ocorreu aumento da 

vacuolização. A amostra 3 permaneceu com a mesma pontuação do tempo 

p = 0,517 
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12h (escore 4), ou seja, permanecendo com a classificação do grau de injúria 

leve.  

Gráfico 4 - Comparação no tempo 18h entre os escores histopatológicos finais nas 

soluções ACP e SPS-1. 

 

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.  

Nos quadros 5 e 6 encontramos a caracterização evolutiva da 

análise morfológica nos respectivos tempos, agrupadas por grupo padrão 

(solução SPS-1) e grupo de teste (solução ACP reconstituída). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p = 0,11 
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Quadro 5 – Análise morfológica e classificação do grau de injúria das amostras 

preservadas em solução ACP reconstituída conforme tempo.  

Amostras Congestão Vacuolização Necrose Soma Grau de lesão 

1ACPF0 0 0 0 0 Ausente 

1ACPF6 0 1 0 1 Leve 

1ACPF12 0 1 0 1 Leve 

1ACPF18 0 2 1 3 Leve 

2ACPF0 0 3 0 3 Leve 

2ACPF6 0 3 0 3 Leve 

2ACPF12 0 2 0 2 Leve 

2ACPF18 0 3 2 5 Moderada 

3ACPF0 0 0 1 1 Leve 

3ACPF6 0 1 2 3 Leve 

3ACPF12 0 2 2 4 Leve 

3ACPF18 0 2 2 4 Leve 

4ACPF0 0 0 1 1 Leve 

4ACPF6 0 1 2 3 Leve 

4ACPF12 0 1 1 2 Leve 

4ACPF18 0 1 2 3 Leve 

5ACPF0 0 0 1 1 Leve 

5ACPF6 0 1 2 3 Leve 

5ACPF12 0 1 2 3 Leve 

5ACPF18 0 3 2 5 Moderada 

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.  
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Quadro 6 – Análise morfológica e classificação do grau de injúria das amostras 

preservadas em solução SPS-1 reconstituída conforme tempo. 

Amostras Congestão Vacuolização Necrose Soma Grau de Lesão 

1BF0 0 0 0 0 Ausente 

1BF6 0 0 0 0 Ausente 

1BF12 0 0 0 0 Ausente 

1BF18 0 0 2 2 Leve 

2BF0 0 0 0 0 Ausente 

2BF6 0 1 0 1 Leve 

2BF12 0 1 1 2 Leve 

2BF18 0 1 1 2 Leve 

3BF0 0 1 0 1 Leve 

3BF6 0 1 0 1 Leve 

3BF12 0 1 0 1 Leve 

3BF18 0 1 0 1 Leve 

4BF0 0 4 0 4 Leve 

4BF6 0 4 0 4 Leve 

4BF12 0 4 1 5 Moderada 

4BF18 1 4 1 6 Moderada 

5BF0 0 1 0 1 Leve 

5BF6 0 2 0 2 Leve 

5BF12 0 2 0 2 Leve 

5BF18 0 2 0 2 Leve 

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.  

5.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Tabela 4 - Distribuição dos valores de Soma entre os tipos de solução’ 

TEMPO (h) GERAL ACP SPS-1 p
a 

0 1 (0 - 4) 1 (0 - 3) 1 (0 - 4) 0,735 

6 3 (0 - 4) 3 (1 - 3) 1 (0 - 4) 0,23 

12 2 (0 - 5) 2 (1 - 4) 2 (0 - 5) 0,517 

18 3 (1 - 6) 4 (3 - 5) 2 (1 - 6) 0,11 

p
b
 <0,01 0,014 0,029  

Fonte: Elaborada pela pesquisadora.  

Obs.: Dados expressos em Mediana (Mínimo – Máximo) a:Teste de Mann-Whitiney; b: 
Teste de Friedman 
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O teste Mann-Whitney não indicou diferença significativa entre os 

valores de Soma da solução AC e da B em nenhum dos tempos estudados. 

Na análise da Soma ao decorrer do tempo, utilizou-se o teste Friedman, 

detectando diferença significativa entre os tempos no Geral, p <0,01, na 

substância AC, p = 0,014, e B, p = 0,029. Assim houve crescimento no valor 

de Soma nas categorias investigadas neste estudo. 

Gráfico 5 - Comportamento da Soma nas duas soluções em cada um dos tempos. 

 

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.  

Conforme exposto, a média da soma é demonstrada nos pontos e 

as barras são os intervalos de confiança. É possível perceber  que entre as 

soluções ACP e a SPS-1, não houve diferença estatisticamente significante 

entre as soluções. 
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6 DISCUSSÃO 

      

O transplante de fígado, atualmente, é o único tratamento curativo 

para pacientes portadores de hepatopatia crônica terminal e falência hepática 

aguda. A sobrevida em 5 anos tem sido superior a 80% nos centros 

transplantadores de referência. O progresso nos resultados obtidos com o 

transplante de fígado se deve ao refinamento das etapas envolvidas em todo 

o processo de transplantação (técnicas cirúrgicas, preservação do enxerto, 

imunossupressão) (FEIERMAN, 2004; STEADMAN, 2004; MOORE et al., 

2005; STARZL, 2005). 

O transplante hepático, por se tratar de um procedimento de alta 

complexidade, possui ainda altas taxas de morbidade e mortalidade. Os 

pacientes podem evoluir com disfunção primária do enxerto, não função do 

enxerto, trombose de artéria hepática, rejeição aguda, rejeição crônica, 

recidiva da infecção do enxerto pelo vírus B ou C, recidiva de neoplasias, 

óbito intra-operatório por sangramento etc. Diversos fatores podem estar 

associados às referidas complicações e um dos mais relacionados é a injúria 

hepática decorrente do período de isquemia a qual o órgão foi submetido 

(MONGE; FERNANDEZ-QUERO; NAVIA, 2002).   

O dano hepático induzido pela lesão isquemia/reperfusão é de 

natureza complexa e multifatorial, além de não ser completamente 

compreendido. O entendimento deste processo é de suma importância já que 

o dano orgânico ocorrido nesta fase tem relação direta com a viabilidade do 

enxerto. As complicações associadas a essa injúria são o não funcionamento 

primário, a disfunção primária do enxerto e a colangiopatia (estenoses 

biliares não anastomóticas) (LEMASTERS; BUNZENDAHL; THURMAN, 

1995). 

A disfunção primária do enxerto se caracteriza por um conjunto de 

alterações clínicas e laboratoriais transitórias representativas da má função 

do enxerto hepático após o transplante. O não funcionamento primário do 

enxerto se manifesta como um evento mais grave, catastrófico, no qual 

ocorrem necrose hepática grave, rápida elevação das transaminases, 
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coagulopatia, elevação do lactato, instabilidade hemodinâmica, hipoglicemia, 

e falência respiratória e renal. Contrariamente à disfunção primária do 

enxerto, na qual as manifestações são habitualmente transitórias e o fígado 

transplantado recupera a função, no não funcionamento primário ocorre a 

perda do enxerto e existe uma demanda por retransplante de urgência 

(POKORNY et al, 2000; UEMURA et al, 2007; NOVELLI et al, 2008). 

Apesar do avanço nas técnicas do transplante, estas complicações 

continuam ocupando espaço importante no contexto clínico. Dessa forma, a 

redução da injúria isquêmica possibilitaria o aumento na disponibilidade de 

enxertos viáveis e melhores resultados pós-transplante, dada ainda a 

escassez de órgãos para transplante.  

Um dos fatores mais críticos para a manutenção da viabilidade do 

enxerto durante o período isquêmico são as soluções de preservação. Desde 

os trabalhos iniciais, o foco de aprimoramento está nesse ponto, devido ao 

fato de ser muito mais difícil intervir nos mecanismos relacionados à isquemia 

quente/reperfusão. A solução mais utilizada atualmente é a solução de Belzer 

ou UW. Entretanto, ela ainda não é a ideal por apresentar custo elevado, alta 

viscosidade, e não impedir a disfunção primária do enxerto. Durante o 

procedimento de captação, é realizada a perfusão do enxerto com a solução 

de preservação (UPADHYA; STRASBERG, 2000).   

De acordo com Segmeister et al. (2002), o custo do transplante 

hepático na Europa é menor do que nos Estados Unidos, porém, todos são 

bastante elevados: Suíça: 118.457 euros; Reino Unido: 49.920 a 70.200 

euros; e Estados Unidos: 156.000 a 217.674 euros. Estes valores refletem a 

complexidade e a variação de gravidade entre os pacientes a serem 

transplantados.  

Williams, Vera e Evans (1987) demonstraram que o valor médio do 

transplante hepático foi de US$ 63.088, para pacientes estáveis, e de US$ 

143.591, para pacientes graves.  

Segundo Coelho et al. (1997), o custo total do transplante hepático 

(captação e implante do enxerto) no Brasil foi de 21.582,90 dólares no 
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transplante cadavérico. Sendo o valor atual de 1 dólar equivalente a 3,84 

reais, a conversão monetária resultaria em uma quantia total de 82.874,88 

reais (bolsa de valores). Diante do valor do procedimento, percebe-se a 

necessidade de encontrar meios para reduzir os custos do processo sem 

interferir na qualidade do resultado, principalmente em um país com recursos 

limitados e graves problemas no âmbito da saúde pública.   

Nesse ponto, além da necessidade de pesquisas envolvendo o 

desenvolvimento de novas técnicas com melhor desempenho, há ainda a 

motivação para a redução dos custos. As soluções de preservação são, 

atualmente, um dos principais alvos nesse contexto. As principais soluções 

utilizadas no transplante hepático são a solução UW, HTK e Euro-Collins. A 

média de valores para cada solução é respectivamente 282 dólares, 211 

dólares e 40 dólares (UFRGS).  Os valores de 1L de cada solução é bastante 

variável. A quantidade a ser utilizada é determinada conforme o peso do 

doador, podendo variar entre 0.8L até 5L de solução, durante a captação do 

fígado (ABTO livro). Dessa forma, durante o processo total a média de custo 

com solução de preservação pode, utilizando a cotação de 1 dólar = 3,84 

reais, chegar à 5.414,40 reais. 

Nessa perspectiva, a solução à base de água de coco se 

apresentou como um bioproduto promissor. A água de coco é rica em 

proteínas, aminoácidos, carboidratos, vitaminas, minerais e hormônios do 

crescimento, cruciais para o crescimento tissular. Ademais, a literatura tem 

evidenciado as propriedades diversas da água de coco relacionadas ao poder 

nutricional (eletrólitos e minerais) e na interferência dessa na resposta 

inflamatória (DebMANDAL; MANDAL, 2011). 

Vários estudos demonstram que a água de coco verde (endosperma 

da Cocos nucifera L.) pode ser usada com sucesso na preservação dos 

folículos pré-antrais de caprinos e ovinos, sêmen de ovelhas, porcos e 

humanos. Além disso, a solução foi testada também como meio de 

conservação e maturação de oócitos imaturos de ovários bovino e como meio 

de cultura para embriões de camundongos e bovinos (COSTA et al., 2002; 

SILVA et al., 2010; CESAR et al., 2015). 
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A água de coco modificada também foi avaliada comparativamente 

à solução de Belzer, solução com composição semelhante à utilizada nesse 

estudo, para conservação de enxertos esplênicos, cutâneos e ovarianos de 

ratos, demonstrando a capacidade de preservação dos respectivos tecidos 

em água de coco, bem como de sua função (CESAR et al ., 2015).  

No presente estudo, foi utilizado um modelo animal de coelho para 

comparar a preservação de fígado usando solução ACP e SPS-1, 

contabilizando 05 animais em cada grupo, conforme estudos prévios como 

Jamieson et al. (1988); Butter et al. (1995); e Imran et al. (2009). 

Uma diferença importante neste trabalho foi a realização da 

prefusão do ógão, técnica que diferiu das publicações mais recentes. Outro 

aspecto a se considerar é a escassez de pesquisas avaliando 

comparativamente a preservação hepática com solução à base de água de 

coco. No nosso trabalho, avaliamos morfologicamente a validação do uso da 

solução ACP como solução de preservação para tecido hepático. 

Ao compararmos os resultados entre o grupo teste e o grupo 

controle, nota-se que os resultados finais do grupo teste foram semelhantes 

ao do grupo controle. Todavia, o grupo controle apresentou melhores 

resultados numéricos finais, apesar de que, ao utilizarmos a classificação 

quanto ao grau de injúria, as graduações seguiram a mesma tendência. Na 

pontuação final, as amostras 2 e 5 do grupo teste apresentaram, ao final do 

tempo 18h, escore 5, compatível com lesão moderada; enquanto no grupo 

controle a amostra 4 apresentou escore 6, também compatível com lesão 

moderada. As amostras 1, 2, 3 e 5 do grupo controle, ao final do tempo 18h, 

apresentaram escores 0/2/1/2 respectivamente; enquanto as amostras 1,3 e 4 

finalizaram seus escores com 3/4/3.  

Apesar das diferenças numéricas absolutas, quando realizamos o 

tratamento dos dados, não foi observada diferença estatisticamente 

signitificante entre as soluções, independente do tempo de análise (zero, 6h, 

12h e 18h). Ao realizarmos a análise morfológica qualitativa, a descrição dos 

resultados também seguiu a mesma tendência da análise estatística, 

principalmente nas análises dos tempos 6h e 12h. Vários estudos têm 
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demonstrado que o tempo de isquemia superior a dez horas está diretamente 

relacionado com um mau funcionamento do enxerto (HOYER et al, 2015; 

NEVES et al, 2016).  

Ao fazer a análise do tempo 12h, o que seria associado ao limite 

crítico de tempo para utilização de um enxerto adequado, observamos 

resultados interessantes. Nesse ponto, percebemos uma semelhança dos 

escores entre os grupos teste e controle. A comparação entre os grupos 

encontra-se no gráfico abaixo (gráfico 6): 

Gráfico 6 – Comparação dos escores histopatológicos em todos os tempos nas 

soluções SPS-1 e ACP. 

 

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.  

Esse resultado, dado à similaridade dos achados morfológicos entre 

as amostras, pode indicar o potencial relacionado ao uso de solução ACP 

como meio de preservação para órgãos. Alguns trabalhos estão sendo 

desenvolvidos para validar o uso dessa solução em órgãos.  

A hipótese para a presença de lesão isquêmica na solução ACP 

relacionada ao próprio composto seria o fato de que a solução contém 

concentração elevada de potássio, o que poderia explicar a diferença de 

conservação entre as soluções, com tendência à maior vacuolização com a 
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ACP. Além disso, a variação da amostragem da secção do tecido deve ser 

lembrada, considerando também a pequena amostra estudada.  A pressão 

osmótica da solução deve ser aprimorada no sentido de diminuir o potencial 

de edema celular. A forma de reconstituição e acondicionamento devem ser 

melhor desenvolvidos e padronizados, sendo a dependência da cadeia do frio 

um limitador no uso da solução.   

Com esse resultado, estudos mais abrangentes podem ser 

realizados, para avaliar além da condição morfológica, a função do órgão 

avaliado; além da pesquisa de biomarcadores de lesão isquêmica. Ademais, 

é necessário pesquisar também a lesão de reperfusão, sendo esta a injúria 

mais estudada e outro fator crítico no processo de transplantação de órgãos.  

A sugestão de utilização de um produto natural e de baixo custo 

para proporcionar uma preservação hepática adequada é extremamente 

válida, principalmente na realidade do sistema público de saúde, onde os 

recursos financeiros são precários.   
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7 CONCLUSÃO 

 

A solução à base de água de coco em pó foi equiparável à solução 

padrão na avaliação de preservação morfológica até o tempo estabelecido 

para a rotina dos transplantes, sendo portanto o trabalho pioneiro em fígado.  

Embora os resultados em relação à validade do uso da solução 

ACP reconstituída para preservação de fígado sejam animadores, o impacto 

dos resultados foi comprometido pelo número das amostras. Sugere-se que 

esse estudo seja continuado para a obtenção de um número expressivo de 

animais e também para compreender quais substâncias poderiam melhorar o 

resultado da ACP como solução de preservação.  

Espera-se que esse estudo preliminar seja base para uma nova 

perspectiva de uso da água de coco como bioproduto eficaz e promissor, 

além de poder fundamentar a geração de uma nova patente útil para o Brasil. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


